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INTRODUCCIÓN

1. CARACTERíSTICASMICROBIOLÓGICAS DE Streptococcuspneumon¡ae

Sí pneuinoniae (Chester,1901), fue denominadoen principio Micrococcuspneutnoniae

(Klein. 1884)y, más adelante,D¡~/ococcuspneumoniae(Weichselbaum,1886)debidoa su

morfología típica de cocos ovaleso esféricos,con un tamañode entre 0,5 y 1,25 ttm de

longitud, agrupadosen parejas,aunquea vecesaisladoso en cadenascortas.Cuandose

encuentranen parejas,los extremosdistalestomanuna forma lanceolada.Neumococoesun

microorganismo inmóvil, no forma esporasy, en aislamientosprimarios, generalmente

presentacápsula polisacaridica. Es una bacteria Gram-positiva aunque, en cultivos

sometidosa una incubaciónprolongada,puedenpresentarunatinción (iram-negativa.

Neumococo produce un halo de a-hemólisiscuando se incuba en agar-sangreen

condicionesde aerobiosis:si la incubaciónse lleva a cabo en anaerobiosisse produce13-

hemólisispor la acción de la neumolisina(Brzin, 1969). Sobre agar-sangre,las colonias

fbrmadaspor lascepascapsuladaspresentanun fenotipobrillantey liso, de aspectomucoso.

Las coloniasjóvenesson convexaspero, al ir envejeciendose hundenen su zonacentral,

debidoa la autolisis, tomandoun aspectode cráter. lo cual es un caráctermásque permite

su diferenciacióndel restode estreptococos.

2. IMPORTANCIA CLiNICA DE Streptococcuspneumoniae

S. pneumoniaees uno de los principales patógenoshumanos,especialmentepara la

poblacióninfantil y las personasmayoresde 60 años.La neumoniaesactualmentela cuarta

causade mortalidaden el mundo segúnla OrganizaciónMundial de la Salud (OMS) y el

neumococo,en concreto,es el agentecausantede entre el 10 y el 25% de los casos.,

produciéndosecadaaño un millón de fallecimientosentre la poblaciónmenor de 5 añosa

causade la neumoníaneumocócica(Sahn, 1990). En EstadosUnidos,S. pneumoniaeesel

principal agente etiológico de la neumoníaadquirida en la comunidad, y el segundo

patógenoproductorde meningitis. Ademásde estasinfeccionesgraves,neumococoesal

causantede másde la mitad de las otitis mediasen niños y de un porcentajeconsiderablede

sinusitisy conjuntivitis (Mufson, 1990).Se estimaque en EstadosUnidosseproducencada

año entre 200.000 y un millón de casos de neumonía neumocócica,con una tasa de
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mortalidad del 1 al 5% (Zighelboim y Tomasz, 1981). En las meningitis producidaspor

neumococola tasade modalidadllegaal 30%(Wengery cols., 1990).

El uso de antibióticosen el tratamientode las infeccionesproducidaspor neumococoha

disminuido considerablemente¡a mortalidad; aun así, ¡a morbilidad de estasen&rmedades

permaneceen un nivel similar al registradoa principios de siglo, por lo que neumococo

siguesiendouna de las principalescausasde enfermedaden todo el mundo.Estehechose

ha visto agravadoen las últimas décadaspor la aparición de cepas de neumococos

resistentesa los antibióticos, en especiala los 13-lactámicosy más concretamentea la

penicilina que ha sido el antibiótico de elecciónparael tratamientode las enfermedades

causadaspor Sí pneumoniae(Neu, 1992; Cohen, 1992). El mecanismode resistenciaa

penicilina en neumocococonsiste en la producción de PBPs (proteinas fijadoras de

penicilina) con menosafinidad por los antibióticos13-lactámicos.Se ha postuladoque estas

PBPs alteradasse originan mediante un proceso de recombinaciónunterespecíficaque

implica el reemplazamientode segmentosde los genesestructuralesde las PBPspor otros

que provienende estreptococosorales resistentesa penicilina (Dowson y cols., 1989;

Spratt, 1 994). Las primerasestirpesclínicasresistentesse detectarona finalesde los años

60 y a partir de entonces,su númeroha ido en aumentode forma progresiva.Aunquese

han extendidopor todo el mundo, su incidencia variaconsiderablementede unaszonasa

otras (Klugman, 1 990; Dowson y cols., 1994). En EstadosUnidos, estudiosrealizados

entre 1979 y 1987mostraronque el porcentajede neumococosresistentesa penicilina era

del ordendel 5% (Spikay cols., 1991); sin embargo,estudiosmásrecienteshan mostrado

tasasconsiderablementemás altas de resistencia,en tomo al 17% (Thornsberryy cois. -

1 992). En Españala tasade resistenciaes superioral 40%, lo que representauna de las

mayoresdel mundo(Fenolíy cols., 1991).

2.!. El. EStADO ~E PORFÁDOR

8. pneurnoniaees un microorganismoparásito obligado que coloriiza al hombre y,

ocasionalmente,a otros mamíferos. Su hábitat normal es la nasofaringehumana, cuya

mucosaes colonizadapor este microorganismodesde los primerosdías de vida. Se ha

estimadoque aproximadamenteel 60% de la población mundial es portadoray que todo

individuo ha estadocolonizadopor neumococoalgunavez en su vida,. Generalmente,el

número de podadoreses mayor entre la población infantil que entre la adulta. Existen
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diferenciasen cuantoa La frecuenciacon que neumococosde distintos serotiposcolonizan

el tracto respiratorio superior,siendo unos serotiposmás habitualesque otros. Algunos

datos epidemiológicos sugieren que la infección por neumococo en personas

inmunocompetentesse producepor la adquisiciónde un serotipocapsularal que no había

estadoexpuestoprevian~ente(Austrian, 1986).

2.2. AImESIVIDAD

Las bacteriasque colonizanlas superficiesde las mucosasproducenfactoresespecíficos

implicadosen la adhesióndel microorganismoa las células epiteliales.Es- lógico suponer,

por tanto,queSí pneumoniaesinteticesuspropiosfactoresqueintervienenen elprocesode

colonización.Se ha sugeridoque neumococoproduceunaadhesinade naturalezaproteica

que actuaría como unión entre la pared celular y un receptor presenteen las células

epiteliales(Anderssony cols., 1988). Estereceptorde la céluladel huéspedestáconstituido

porglicolípidosque contienenprobablementeel disacáridoGlcNAc131 —>3Gal (Anderssony

cols.. 1983)o GaINAc131 —>40a1(Krivan y cols., 1988).Esteúltimo disacáridose encuentra

en algunos glicoesfingolípidos,y entre ellos el asialo-GMI está presenteen cantidades

considerablesen el tejido pulmonarhumano(Boulnois, 1992). Recientementeseha puesto

de manifiesto la capacidadde neumococode adherirsein vitro al glicolipido asialo-OMI,

así como al lactotriosilcerainido, que contiene en su zona polar el disacárido

(i3lcNAcj3l --->36a1(Sundberg-Kóvameesy cols., 1994;Cundelly Tuomanen,1994).

Existen proteínasneumocócicasque podríanintervenir en la colonización,talescomo la

neuraminidasa(Krivan y cols., 1988; Sundberg-Kóvameesy cols., 1994),la neumolisinay

tina proteasaespecíficade las inmunoglobulinasIgAl (Kilian y Reinholdt, 1987). Estos

elementosse consideranfactoresde virulencia,pero es posibleque su papel principal sea

promover la colonización, manifestandosu implicación en la virulencia sólo cuando el

microorganismotiene accesoa lugaresnormalmenteestérilescomo la sangreo el liquido

cafalorraquideo(Boulnois, 1992). Además,neumococoproduceuna proteínade superficie

con un M. de 37.000(Russelly cols., 1990),cuyo genha sido donadoen E. coil (Sampson

y cols.. 1994). Esta proteína,denominadaPsaA, puede desempeñaralgún papel en la

adhesión,ya que su estructuraprimariaessimilar a ciertas adhesinasencontradasen otras

especiesrelacionadas(Lowe y cols.. 1995). Porotraparte,recientementese ha identificado
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una proteínade 79 kI)a, denominadaPcpA, que presentaun dominio de unión a colina y

queposeecaracterísticastípicasde las adhesinas(Rodríguez,1995).

2.3. FACToREs DE VIRIJLENCIA

El desarrollo de una infección bacterianaimplica, en primer lugar, la existenciade

interaccionesentre las estructurassuperficialesde la bacteriay las superficiesepiteliales,

célulasdel sistemainmunitario y fuctoreshumoralesdel huéspéd.Los procesosimplicados

en la translocaciónde neumococodesdela nasofaringea otros lugares del huéspedson

poco conocidos y probablementedependende múltiples factores (.Johnston, 1991).

Neumococo se caracteriza por presentar una cápsula de naturaleza polisacarídica

recubriendo la superticie celular; estaestructuraes la responsablede gran parte de las

interaccionesentreel huéspedy la bacteria.Además,se sabeque las envueltascelularesmás

internas,la paredcelular y la membranaplasmática,tambiénestánimplicadasen procesos

relacionadoscon la patogenia(Tomasz,1981).En la Figura 1 semuestraun esquemade los

principalesfactoresde virulenciade neumococoy susefectosmás importantes.

2.3.1. POLISACÁmno CAPSuLAR

La cápsulade Sí pneutnoniae estáconstituidapor polisacáridosformadospor unidades

repetitivasde oligosacáridosque, en algunostipos, estánunidos entre sí medianteenlaces

fosfédiéster(van Dam y coN.. 1 990). Generalmenteson polímeros lineales, aunque en

algunostiposestánramificados.El polisacáridocapsularseencuentrarecubriendode forma.

homogéneala superficiecelulary suespesorvariasegúnla estirpepudiendollegar a los 400

nm (S0renseny cols., 1988). En algunos tipos, el polisacárido capsularestá unido

covalentementeal peptidoglicanode la paredcelular (S0renseny cols.. 1 990; S0renseny

Blom, 1992).

Hastael momentose conocen90 polisacáridoscapsularesdiferentesentresi químicae

inmunológicamente(Henrichsen,1995). Los distintos tipos se diferenciantanto por los

monosacaridosque forman la unidadde repetición,como por los enlacesentreéstosy entre

los monosacáridosque las forman. Estadiversidadconstituyela basepara su clasificación

serológica.

Siguiendoestaclasificaciónsedistinguen46 serogrupos,segúnla nomenclaturadanesa,

designadospornúmeros,del 1 al 48 ya queno existenni el 26 ni el 30. Algunosserogrupos
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incluyen varios serotipos, nombrados por letras, debido a un fenómeno de reactividad 

cruzada por la existencia de determinantes antigénicos comunes (Henrichsen, 1995). Los 

serotipos se nombran asignando una letra a cada uno en orden alfabético, excepto para el 

primero en ser identificado, al que se le asigna la letra F (‘First’). Sin embargo, existe una 

excepción, el serogrupo 9 constituido por los serotipos 9A, 9L (‘Lederle’), 9N (‘Neufeld‘), 
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y 9V eValdemarv (Vammen, 1939). Actualmentese conocela estructuraquímica de

bastantesde estospolisacáridos(van Damy cols., 1990; Janssony cols., 1991).

En 1 928, (iriffith pusode manifiestoque la cápsulade neumocococonstituyeel principal

factor de virulencia en ratones,ya que la administraciónde célulascapsuladasproducíala

muerte,mientrasquela inyecciónde célulaspertenecientesa unaestirperugosaderivadade

la anteriormenteutilizadaresultabainocua.En 1931, Avery y Dubospusieronde manifiesto

que sólo lO bacteriasde algunasestirpescapsuladaserancapacesde producir la muerteen

ratones,mientras que se requerían 10” bacteriasno capsuladasde la misma cepa para

obtenerel mismo efecto. Esta implicación directa en la virulencia se debe al papelque

desempeñala cápsulaprotegiendofrente a la %gocitosis(Roberts y cols., 1989; Cross,

1990). Existen, además,variacionesen la virulencia dependiendodel serotipo capsular

(Knecht y cols, 1 970) y así, el serotipo3 es mucho más invasivo en el hombreque el

serotipo 37. aún cuandoambos producenuna cápsulamuy voluminosay de un tarnano

parecido,sin embargotambiénseha observadoque enel casode estimesde serotipo 3, su

virulencia estácorrelacionadacon la cantidadde cápsulaproducidain vi/ro (MacLeody

Krauss,1950; ¡953). Porotraparte,se ha observadoquelas estirpesrugosassonvirulentas

en individuos con agranulocitosis,lo que demuestralas propiedadespatogénicasde otras

estructurasneumocócicas(Rich y McKee, 1939). Por otra parte, a pesar de que

tradicionalmentese ha consideradoque los polisacáridos purificados no son tóxicos,

recientementese ha descrito que algunos polisacáridospurificados que poseengrupos

cargadossoncapacesdeproducirabcesosintra-abdominales(Tzianabosy cols., 1993).

La observaciónde que la presenciaen el suero de anticuerposfrente a un serotipo

capsularprotegecontraunainfecciónposteriorporcepasdel mismo serotipoo de serotipos

con reaccióncruzadacon éste,y el hechode que unosserotiposson más frecuentesen ¡os

aisladosde pacientescon infeccionesneumocócicasque otros, llevó al desarrollode una

vacunaantineumocócica(Austrian, 1981). La vacunaactualmenteen uso estácompuesta

por polisacáridospurificadosde los 23 serotiposmás frecuentesen infeccionesgravespor

neumococoen todo el mundo (Robbins y cols., 1983: Nielseny Henrichsen,1992). Esta

vacunaparecesereficazen poblacionesseleccionadas(Shapiroy cols., 1991);sin embargo,

su inmunogenicidades prácticamentenula en ninos menoresde dos añosasi como, en

general,en pacientesinmunocomprometidos(Siber, 1994). Además,al ser los polisacáridos

antígenos 1-independientes,no inducen memoria inmunológica y, por tanto, la
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revacunaciónno conlíevaun incrementoapreciableen los títulos de anticuerpos(Eruyn y

van lZurth, 1991).La inmunogenicidadde los polisacáridosse puedeaumentarmediantela

unión covalentede éstos a una proteína, lo que constituye una vacunaconjugada.La

construcciónde vacunasantineumocócicasde estetipo esuna de las principaleslíneasde

investigacióndentro de estecampo(Klein, 1995). Medianteel uso de vacunasconjugadas

seconsigueestimular la respuestacelular debido a que el antígenoes reconocidopor las

células B del huéspedy procesadoparasu presentacióna los linfocitos T-cooperadores

creándose,de estemodo, unamemoriainmunológicacontradichoantígenode formaque, si

existeuna infección posterior,seproduceuna respuestasecundariarápida. Además,seha

visto que, como en el casode la vacunaconjugadacontrael polisacáridocapsularde tipo b

de Haernoph¡/us in/luenzae (Hib), estas nuevasvacunasconjugadastambiéninducenniveles

de anticuerposaltosen niños, permaneciendodichostitulos establesduranteun periodode

tiempo considerable(Granoffy cols., 1993; Siber, 1994). Recientemente,la administración

en niños de distintas edadesde una vacunaconstituidapor polisacáridoscapsularesde

cuatro serotipos de neumococounidos al complejo protéico de la membranaexterna

(OMPC) de Neisseria ineningifidis, ha conseguido la inducción de una respuesta

significativa tras la primeradosis contrados de los serotiposy, tras la segundaaplicación,

contra los otros dos (Káyhty y cols., 1995). Algunas proteínasde neumococojueganun

papelimportanteen la patogeniade las infeccionesneumocócicas(Patoríy cols.. 1993) y,

por tanto, son buenas candidatas para su utilización en vacunas antineumococo.

Recientementese ha mostradola capacidadde inmunizaciónen ratonesjóvenes de una

vacunaconjugadapolisacárido9V-neumolisina.Asimismo, seha visto que el tamañode la

fracción polisacarídicaesdeterminantea la hora de conferir inmunidad contra infecciones

neumocócicas(Lee y Wang, 1994). Parece,por tanto, que la siguiente generaciónde

vacunasantineumocócicassebasaráen la inmunidadanticapsularproducidaporconjugados

proteína-polisacárido.

2.3.2. AIJToWISINÁSY PAREI) CELULAR

La paredcelular de S. pneumoniaeposee la estructuratípica correspondientea una

bacteriaGram-positiva:una capade peptidoglicanode entre 1 5 y 40 nm de espesor,de

carácter multilaminar, y una serie de polímeros unidos covalentemente a éste,

principalmenteácidosteicoicos.La característicamásnotablede la paredde neumococoes
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la presenciade residuosde colina como componentesde los ácidos teicoicos(Fisehery

cols., 1993). La presenciade este aminoalcohol se ha demostradotambién en otros

microorganismos,como Sí oro/ls (Kilpper-Bálz y cols., 1985), 5. milis (E. García,

comunicaciónpersonal)o Clostridiumacetobuty/icum(Podviny cols., 1 988; Garcíay cols.,

1988), aunqueneumococoes auxótrofo para colina (Raney Subborow, 1940; Tomasz,

1967). característicaqueno compartenlos otrosmicroorganismos.Precisamente,esaestos

residuosde colinaa los quese unela principalautolisinade neumococo,la !V-acetilmuramil-

L-alanil amidasa(LytA). Estaenzimahidrolizael enlaceamidaentrela cadenaglicánicay el

péptido presentesen el peptidoglicanoy requierede forma absolutapara su actividad la

presenciade colina en los ácidosteicoicosde la paredcelular(Hóltje y Tomasz,1975c).La

amidasaLytA. asícomo el restode las enzimaslíticas codificadaspor los bacteriófligosque

infectana neumococo(Lópezy cols., 1992; 1993),poseeuna estructuramodular: la zona

C-terminalconfierea la proteínala capacidadde reconocimientoy unión a los residuosde

colina (Sánchez-Puellesy cols., 1990),mientrasque la zonaN-terminales la responsablede

la actividadenzimática(Sanzy cols., 1992). El principal papel in vi/ro de la amidasaLytA

pareceser el de intervenir en la separaciónde las celulashijas durante la división celular,

como se deducede la tendenciade mutantesdeficientesen autolisina a formar cadenas

cortasduranteel crecimientoen lugar de agruparseformandodiplococos(Sánchez-Puelles

y cols. 1986b; López y cols., 1986; Ronda y cols., 1987). La enzima parece estar

permanentementeunida a los residuosde colina de los ácidos lipoteicoicos (l3riese y

Hakenbeck,1985; lisehery cols., 1993); en estaforma, la autolisinaes inactiva, lo cual

representaun mecanismode regulaciónde la actividadenzimática,evitando así la autolisis

de la bacteria.Esta unión se rompe al llegar el microorganismoa la faseestacionariade

crecimientocon lo cual la enzimasevuelveactivaproduciéndosela muerte celularpor lisis

del microorganismo(Hóltje y l’omasz. 1975a.b). Estemismo efectose puedeobservaral

añadirpenicilinao desoxicolatosódico(DOC) al cultivo.

La pared celular desempeñaun papel importante en la virulencia al liberarse sus

componentestras la lisis de la bacteria,siendoresponsablesde la reaccióninflamatoriaque

sc produceen los tejidos infectados(Tuomaneny cols., 1 985a, b). Además,los productos

de degradaciónde la paredcelular aumentanla permeabilidaddel endotelio cerebraly del

epitelio de los alvéolos pulmonaresestimulan la producciónde citoquinasy del factor
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activador,alteranel flujo sanguíneocerebraly activanel reclutamientode leucocitosen el

pulmón y en el espaciosubaraenoideo(Tuomaneny cols., 1995).

Los ácidosteicoicos, denominadostambiénpolisacáridoC, son los responsablesde la

inmunogenicidadde la paredcelular y de la capacidadde éstaparaactivar la vía alternativa

del sistemadel complementodel huéspéd(Winkelsteiny Tomasz,1978).

La amidasaLytA parececontribuir demaneraimportantea la virulenciade ciertascepas,

ya que estirpes deficientes en autolisina derivadasde cepas patógenasmuestran una

virulencia considerablementemenor (Canvin y cols., 1995). Se ha sugerido que la

intervenciónde la autolisinaLytA en la virulenciano se debea la interferenciade éstaen la

actividadantineumocócicadel huéspéd,sino a suimplicación en el procesode autolisis y la

consiguienteliberaciónde factoresintracelularescitotóxicos(Berry y cols., 1989b; 1992),

como la neumolisinay las neuraminidasas,ademásdel peptidoglicanoy los ácidosteicoicos,

los cualesseha comprobadoquemedianen la inflamaciónmeníngeaen conejos(Tuomanen

y cols. 1985b;1995).

2.3.3. 0íRoS FACTORES 1* VIRULENCIA

Sehan caracterizadovariasproteínascitoplásmicasque intervienende formarelevanteen

diferentesprocesosde las infeccionesneumocócicas(Paton y cols., 1993). Una de estas

proteinases la neumolisina,una citotoxina no secretableque perteneceal grupo de las

citolisinasactivadaspor tiol (Smythy Duncan,1978)aunqueesde localizacióncitoplásmica

(.lohnson. 1977), mientras que las del resto de la familia son secretadasal medio. Las

toxinasde estafamilia actúaninsertándoseen la membranade las célulasdel huéspédcomo

consecuenciade la interacciónde la proteínacon el colesterolde la membranade la célula

diana. La neumolisinaactúaprincipalmentesobreeritrocitos, aunquepuedehacerlo sobre

cualquiercélulaanimal que poseacolesterolen su membrana.Posteriormentea la inserción

en la membranase produceuna oligomerizaciónque implica a entre 2<) y 80 moléculas.,

formándoseun poro transmembranal,y produciéndosela lisis celular (l3hakdi y l’ranum--

Jensen1986). Muy recientemente,las zonasbiológicamentesignificativasde la neumolisina

hansido estudiadasmedianteanticuerposmonoclonales(de los Toyosy cols., 1996).Se ha

demostradoque. ¡ti vi/ro la neumolisina rompe la integridad del epitelio respiratorio

humano, por lo que podría intervenir en los primeros pasos de la patogénesisde la

neumoníaneumocócica<Steinfort y cols., 1989; Feldmany cols., 1990). Recientementese
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ha observadoque los neumococosdeficientesen neumolisinason menoseficientesen el

desarrollode neumoníay septicemiaen el ratón,que las cepasparentalesproductorasde la

enzima(Berry y cols., 1989a; 1992; Canvin y cols., 1995). Además,se ha visto que la

ausenciade neumolísínaretardala apariciónde neumococosen la sangre(Canvin y cois.,

1995),debido posiblementea la implicación de estaproteínaen la producciónde dañosen

el endoteliode los vasossanguíneos.Sin embargo,seha observadotambiénque, aunquela

neumolisinapuedeestimularla cascadainflamatoria en el sistemanervioso central, no es

necesariaparala patogénesisde la meningitis(Friedlandy cols., 1995). Otra observación

importante acerca del papel desempeñadopor la neumolisina en la virulencia del

neumococo,es el hechode que aumentael tiempo de supervivenciade la bacteriain vivo,

probablementedebidoasucapacidadparainhibir la capacidadbactericidade los fagocitoso

paradegradarlos componentesdelsistemadel complemento(Mitehelí y cols., 1991). Seha

descrito la capacidadde la neumolisinade activar el sistemadel complemento(Paton y

cols. 1 984), relacionadacon la afinidad que poseepara unirse a la porción Fc de la

inmunoglobulinahumanaIgO, y con la observaciónde que tiene ciertas similitudes en

estructuraprimaria en determinadaszonas con la proteína C reactiva (CRí>) humana

(Mitehelí y cols., 1991); de este modo, la neumolisinapodría actuar in vivo como un

análogode la CRP,y suprimidaasí el efectode ésta,activandoel complementoen células

del huéspéden lugarde en la superficiede labacteria(Patony cols.. 1993).

Otra proteínaque parecetambiénestar implicadaen la virulenciadel neumococoes la

neuraminidasa.Esta enzimalibera residuosde ácidosiálico, cuando se hallan en posición

terminal, de una gran variedadde glicoproteinas,glicolipidos y oligosacáridossituadosen

superficiescelulareso en fluidos corporales.Debido a esta actividad, la neuranxinidasa

puedeponeral descubiertoreceptorescelularespara las adhesinasneumocócicas(Krivan y

cols., 1988), ademásde causardañosa los tejidos sobrelos que actúa. Se ha observado

que, en pacientescon meningitis neumocócica,se producebacteriemiay se llega al estado

de coma más a menudo cuando existen concentracioneselevadas de ácido N-acetil

neuramínico(NeuAc) en el liquido cefalorraquideo(O’Tooley cols., 1971),probablemente

debidasa la acción de la neuraminidasa.Aunque se ha demostradola toxicidad de esta

enzima en ratones, la protección que proporcionala inmunización con ella frente a

neumococosvirulentos es considerablementemenor que la que se obtiene con la

neumolisina(Lock y cols., 1988).Hastael momentose handescritodos genescodificantes
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de neuraminidasasen S. pnewnonioe(Berry y cols., 1988; Cámara y cols., 1991),

coexistiendoambosen el cromosomade neumococosde distintos serotipos. En uno de

estosgenes,parecenexistir dos posiblessitios de iniciación de la traducción,amboscon su

correspondientesitio de unión al ribosoma,ademásde dos posiblespromotores;de este

modo resultaríandos secuenciaspolipeptídicas,una de las cualesincluiría un péptido señal

en suextremoN-terminal. Enel extremoC-terminalde ambasproteínasexisteun motivo de

anclajeen membrana,compartidopor todaslas proteínasde superficiede bacteriasGram

positivas(Patony cols., 1993).

Se handescritovariasproteínasde la superficiedel neumococoque podríaninterveniren

la patogénesis.Unade estases la proteínade superficie(PspA),unida a la paredcelular y

con capacidadantigénica.Aunque se ha encontradoen todas las estirpesde neumococo

estudiadas,su variabilidad antigénicaes considerable.Hasta ahora no se ha podido

determinarsu funciónprecisa,aunqueseha comprobadoque su presenciaen la superficie

bacterianade estirpesno capsuladas(rugosaso R) inoculadasa ratones,les confiere

proteccióninmunológica contracepasde distintosserotipos(McDaniel y cols., 1991). La

donación del gen que codifica para la PspA ha pennitido deducir la secuenciade

aminoácidosde ésta;así, seha observadoque la regiónN-terminalposeeciertahomología

con la proteína M de los estreptococosdel grupo A, mientras que la. zona C-terminal

presentauna similitud considerablecon la misma región de la autolisinaLytA (Yother y

Briles, 1992). Estehecho sugiereque ambasproteínaspodríantenerun receptorcomun,

que seríanlos residuosde colina de los ácidosteicoicosy/o lipoteicoicos.

Desdehacedécadasse conocela capacidadde neumococode producir unahialuronidasa

(Humphrey. 1 944),que essecretadaal medio durantela faseexponencialde crecimientroir’

vi/ro. Susustratoesel ácidohialurónico, el cual rompeliberando los monosacáridosque lo

componen,ácido glucurónico (GícA) y N-acetilglucosamina(GIcNAc). Por lo tanto, la

hialuronidasapodría desempeñarun papelen la patogénesisneumocócicapermitiendoel

accesode la bacteriaa los tejidos del huéspédpara su colonización, y facilitando la

dispersióndelmicroorganismoentredistintostejidos(Patony coN., 1993).

Sí pneu¡moniaeproduceuna proteasaque rompelas inmunoglobulinasIgAl humanasen

un punto determinadode la zona bisagra, liberando así los fragmentosFab y Fc (Male,

1979: Plaut, 1983). Los fragmentos Fab mantienen la especificidadpor el antígeno,

uniéndosea éstey, de estemodo, bloqueanla unión de las IgAl intactas,protegiendoa la
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bacteriade la accióndel sistemainmune del huésped(Mallet y cols., 1984;Mansay Kilian,

1986). Esta proteasade IgAl podríacumplir una misión importantea la hora de anular la

inmunidad local en la mucosa del huésped, principalmente desempeñadapor

inmunoglobulinasde la claseA, facilitando, portanto, la colonizaciónde la nasofáringepor

la bacteria.

Existen, además,otros fáctoresde patogenicidad:1) neumococosecretavariasenzimas

con actividad serín-proteasaque degradanel tejido conjuntivo del huésped(Courtney,

1991), 2) posee una o varias proteasasde superficie con capacidadpara degradarlas

subunidadesa y 3 del factor C3 del complemento(Angel y cols., 1994),3) el peróxidode

hidrógenoproducidoporel metabolismode neumococoresultatóxico para las células del

epitelio alveolar(Duane y cols., 1993), 4) neumococoscon un mayor nivel de actividad

aldolasa-proteasasonmáspatógenos,5) un mutanteincapazde utilizar heminacomo fuente

de hierro es menospatógenoen animales(Tai y cols., 1993). y 6) el factor de opacidad

puedeestarimplicadoen procesosde patogénesis(Salujay Weiser. 1995).

3. POLISACÁRIDOS EXTRACELULARES. GENERALIDADES

Bajo la denominaciónde polisacáridosextracelulareso exopolisacáridosseagrupanuna

gran variedadde homoo heteropolisacáridosque son activamentesecretadosal exteriorde

la célulamicrobiana.Dentro de estegrupoexistengrandesdiferencias,no siemprefácilesde

reconocer,queproporcionancriteriosparasuclasificación.

La mayoríade los polisacáridosbacterianosmuestraunaalta especificidadinmunológica,

y son producidosunicamentepor un tipo, un grupo, o un especiebacteriana,estando

generalmentecompuestospor unidadesrepetitivasde oligosacáridos.Por otro lado, existen

polisacáridosque son elaboradosporbacteriaspertenecientesa distintosgruposo familias,

y que normalmentetienen una estructuramenos regular. Los polisacáridospuedenestar

unidos, de forma covalente o no a la superficie de la célula, lo que les confiere una

aparienciamáso menosregularalrededorde la bacteria,o carecerde estaunión, con lo que

el polisacáridoaparecede forma irregular,recibiendoentoncesel nombrede capamucosao

mucilago.

Ademásde los polisacáridospropiamentedichos, existenen los microorganismosotros

polímeros cuyo principal, pero no único, constituyenteson carbohidratos.Así, en la
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superficie de las bacteriasGram-negativasse encuentranlos lipopolisacáridos(LPS),

constituidosporunapartelipidica que seinsertaen la membranaexterna,unaregióncentral

compuestapor un oligosacáridoque incluye dos azúcarespoco frecuentes,y una parte

polisacarídíca,la cadenaO, responsablede la variabilidad antigénica,muchomás largaque

la zonacentraly formadaporunidadesrepetitivasde tetra o pentasacáridos.Otro ejemplo,

esel peptidoglicanode la paredcelular, en el cual las cadenaspoilsacarídicasestánunidas

entresí mediantecadenaspeptidicascortas(Kenne y Lindberg, 1983).

Cuandoel polisacáridoseencuentrarecubriendode forma regulara la célula, pudiendo

estarunido covalentementeo no a laparedcelular, constituyendola partemásexternade la

superficie de la bacteria, se denomina cápsula sensu stricto (Roberts, 1995);

frecuentemente,la capamucosae incluso estructurasde las envueltascelularesde bacterias

Uram-negativascomo el LPS, son tambiénconsideradoscomo estructurascapsularesen

sentido laxo (Orskov y Orskov, 1990). Por otro lado, en ciertos casos, la cápsulase

presentaen formade estructurasfilamentosasancladasen la paredcelular denominándose

glicocáliz(Nestery cols., 1995).

4. POLISACÁRIDO CAPSULAR

El término cápsulase aplica habitualmenteal exopolisacáidoque fonna una capaque

permaneceadheridaa la superficie celular, formando un revestimientode una extensión

limitada, aunquea vecessedispongade forma másdispersa.Las variacionesen la forma de

la cápsulase dan principalmentepor la cantidadde polisacáridoque se sintetizay por su

gradode solubilidad en el medio. La cápsulano esunaestructuraesencialparala viabilidad

del microorganismo,al menoscuando se cultiva en el laboratorio,ya que existenmuchas

bacteriasque no la producen,y aquellasque lo hacenpuedenperderlamediantemutaciones,

sin queello tenganingúnefectosobreel crecimiento(Staniery cols., 1988).A pesarde este

hecho, la cápsuladesempeñadiversas funciones importantes, siendo,, por ejemplo, el

principal factor de virulenciade gran partede los microorganismospatógenoscomo ya se

señaló anteriormente.El polisacáridocapsulares, además,responsablede la variabilidad

antigénicade muchasespeciesbacterianas.
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4.1. ESTRUCIURA QIJÍMWA DE LOS POLISACÁRIDOS CAPSULARES

Los polisacáridoscapsularesposeen,generalmente,una estructuracomplejay presentan

una granvariabilidad,debidatantoa los azúcaresque la componen,como alos enlacesque

los unen. Del mismo modo, el polisacárido puede encontrarseunido a la superficie

bacteriana.Estaunión puedesercovalenteo no, permitiendoel anclajea laparedcelular,en

el caso de bacterias(iram-positivas;así se ha demostradola existenciade una unión

covalente en el caso del serotipo ÓA de neumococo(S0renseny Blom, 1992) y en

estreptococosde grupo B de serotipo III (Yeung y Mattingly, 1986) o a la membrana

externacuandose tratade microorganismosGram-negativos.En esteúltimo caso,la unión

puederealizarsemediantevariostipos de moléculasde anclaje(Whitfield y Valvano, 1993),

lo que constituyeuno de los criterios de clasificaciónde los polisacáridoscapsularesde

bacteriasGram-negativas.La variabilidad se manifiestatanto en microorganismosUrani-

negativoscomoen Gram-positivos.Estavariabilidad, sin embargo,no sepresentaen todos

los microorganismoscapsulados;así,se conocenhastael momento6 serotiposdistintosen

II. in/luenzae(Kenney Lindberg, 1983), 12 en N. meningifidis (Jennings,1990). 5 en S.

aga/actiae(Jennings,1983; Wesselsy cols., 1987), y 1 en S. pyogenes(Wesselsy cois.,

1991>. Por otro lado, los distintos tipos capsulares,varían en cuanto a su capacidad

unmunogénica;así, existenpolisacáridoscuyaestructuraesidénticao muy similar a ciertos

poli u oligosacáridosde la superficiecélular, de la matriz extracelulardel huésped,o de

fluidos corporalescomo la sangre, el liquido sinovial, o el líquido cefalorraquideo

(Hoflinanny cols.. 1982:Navia y cols., 1983),como en e] casodeS.pyogenescuya cápsula

de ácido hialurónico le confiere la capacidadde mimetizarsecuandoinfecta al hombre,ya

que es químicamenteindistinguible del presenteen el tejido conjuntivo de éste(Kendall y

cols.. 1 937). Es interesanteseñalarque la patogenicidadde unaespeciebacterianavariaen

función del serotipoy del huéspedque dichaespeciecolonice, y asi unostipos capsulares

son más frecuentesen aislados clínicos que otros. En el caso de neumococo,existen

notablesdiferencias respectoa la frecuenciade los serotipos encontradosen aislados

clinicos entre pacientes adultos o niños (Robbins, 1978; Austrian, 1985; Nielsen y

1-lenrichsen,1992)y entreaisladosde distintospaíses(Fenolíy cols., 1991;Jennings,1990;

Lee, 1987). Del mismo modo. existe variación cuando se estudia las frecuenciasde

serotiposde un paíso zonageográficaa lo largo del tiempo. En el caso de estreptococos

del grupo 8, las estirpesde serotipo iii son mucho más virulentas que las del resto de
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serotipos(la. Ib, II y IV> siendolas responsablesdel 66%de todaslas infeccionescausadas

porestosmicroorganismos;esmás,si se consideransólo las meningitis,el serotipoIII esel

causantede entreel 80 y el 90% de los casos(Baker y Kasper,1985). Asimismo,de los 6

serotiposcapsularesque se handescritoen H. in/luenzae(a, b, c, d, e, O el serotipo b esel

causanteprincipal de las meningitisen niños menoresde 5 años,con unatasade mortalidad

de entreel 5 y el 10% (Jennings,1990).

4.2. FuNCIÓN Y SIGNIFICADO BIOLÓGICO DE LA ENcAPSUI.ÁCION

Hasta e] momento se han atribuidos dos funciones principales a los polisacáridos

capsulares:

a) Facilitar la adsorcióno adherenciade la bacteriaa diferentessuperficiesdel huésped,

como epitelios, raíces,o dientes.Estefenómenotiene gran importanciaen enfermedades

bacterianas.fundamentalmenteen las causadasporbacteriasque colonizanmucosas,ya que

constituyeuno de los primerospasosde la entradadel microorganismoenel huésped.Se ha

observadoquelos polisacáridosde Ja superficiebacterianaestánfrecuentementeimplicados

en las interaccionesbacteria-huésped.Los receptoresde la cé]ula del huésped que

reconocenresiduos del polisacárido capsularpertenecena una famiLia de proteinas

denominadas lectinas, que se definen como proteínas no enzimáticas ni de tipo

inmunoglobulinaque poseen,al menos,un dominio de unión a carbohidratos(Mandirell y

cols.. 1 994). Así. se ha postulado que los polisacáridoscapsularesde Sí pneumon¡ae

serotipo 1 4 y de estreptococosdel grupo B. trasuna reacciónde ellinh aciónde un residuo

de ácido siútico, serian receptorespotencialesparalectinaspresentesen célulasepiteliales.

La desialización puede producirse en condiciones áridas o por la acción de las

neuraminidasasdel huésped(Mandrelíy cols.. 1994).

b) Protegeral microorganismode la acción bactericidadel sistemainmunológico del

huésped.La cápsula,cuandoexisteen un microorganismo,representael primerpunto de

contactoentrela bacteriay las célulaso los componentessolublesdel sistemainmunológico

y. por tanto,debe jugarun papel importanteen las interaccionesquedancomo resultadola

muerte o la inmunidad frente a la bacteria en el organismo huésped. El sistema

inmunológico humano dispone de dos mecanismosprincipales para la eliminación de

microorganismos:1) la inmunidad innata o inespecifica, llevada a cabo por fagocitos, el
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sistemadel complemento,células agresorasnaturales(NK de ‘Natural Killer’) y diversas

proteínassolubles,presentesen el suero,como la CRP,y 2) la inmunidadadquirida,basada

en la especificidadde los linfocitosy los anticuerposporun determinadoantígeno,en la que

intervienen,además,el sistemadel complementoy los macrófagos(fágocitos)(Roitt y cols.,

1 986). Debe tenerseen cuentaque estosdos sistemasno actúande forma independiente.

Así, los anticuerposproducidospor los linfocitos opsonizanel antígeno,permitiendoque

los fagocitoslo reconozcany eliminen. Porotro lado, los macrófagosprocesany presentan

determinadosepítopos del antígeno a los linfocitos para su reconocimientoy éstos

estimulana los macrófagos,mediantela producciónde linfoquinas,acombatirla infección.

La capacidadde los anticuerpospara inactivar los elementosextrañosal organismo

dependede la colaboraciónde otro factor, el complemento.Esteconsisteen una seriede

proteínaspresentesen el suero,que actúande forma inespecíficacomplementandola acción

específica dei anticuerpo. En los microorganismosGram-negativos, el complemento

desencadenaunaseriede reaccionesqueconducena la formaciónde porosen la membrana

externa,lo que desembocaen la lisis bacteriana,por acción de la lisoziína presenteen la

sangre(Staniery cok.. 1988). Por otra parte, en las bacteriasGram-positivas,la gruesa

capa de peptidoglicanoimpide el accesode las proteínasformadorasde los poros a la

membranaproduciéndose,no la lisis del microorganismo,sino la opsoriizaciónde éstey

permitiendode estemodo la acciónde macrófágosy leucocitospolimorfonuclearessobreél

(Brown, 1985). Aunque son muchoslos flictores que puedenactuar como opsoninas,e]L

factor fundamentales C3b, producido por la rotura específica del tercer factor del

complemento(C3), especialmentecontra infecciones causadaspor bacteriascapsuladas

(Winkelstein, 1981). Parala ejecuciónde ambasaccionesdel sistemadel complementose

requiereun pasocomún,la activacióndel componenteC3, dandolugara C3b, que seune

entoncesala superficiede la bacteria.La activaciónde C3 puedeproducirsepordos vías: si

hay presentesanticuerposcontraestructurasde la superficiebacteriana,se desencadenala

vía clásicao específica,mientrasque si el organismono disponede dichosanticuerpos,se

desencadenala vía alternativao inespecífica(Roitt y cols., 1986). La actividadde C3b está

moduladapositivamentepor el factor B. el cual activa el sistemacompleto;por otro lado,

los factores1-1 e 1 modulan negativamentedichaactividad (Cross, 1990). En ausenciade

anticuerposespecíficoscontralaestirpeque invadeel organismo,comopuedesucederentre

la población infantil o duranteel primer contactocon el microorganismo,C3b se une en
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pequeñascantidadesa la superficie de las bacterias.Este fenómenose amplifica por la

acción del factor B. lo cual desencadenala cascadade reaccionesque llevan a la lisis o

fagocitosisde Ja bacteria.Además,C3b exponeciertos dominiosque puedeninteraccionar

con linfocitos y promover la producciónde anticuerposy linfoquinas, tales como las

interleuquinas(IL) 5 y 6, que estimulan la diferenciaciónde las células B a células de

memoria(Moxon y Kroll, 1990; Lijes y van Voorhis, 1995). Por el contrario,en presencia

de anticuerposespecíficos,la unión de éstosal antígenodesencadenalas reaccionesde la

vía clásicaproduciendola activaciónde C3, que seune a la paredcelular y desencadenala

seriedereaccionesquedesembocanen la formacióndecomplejosdeataqueala membrana,

o en la opsonizaciónde la bacteriay la consiguientefagocitosis.Las estructurasbacterianas

con capacidadde activar ¡a vía alternativadel complemento,mediantesu interaccióncon

C3b, son principalmente el LPS de bacterias Gram-negativas(Cross, 1990), el

peptidoglicano(Wilkinson y cols., 1979), los ácidosteicoicos(Winkelsteiny Tomasz,1978)

y ciertospolisacáridoscapsulares(Winkelstein y cols., 1976; Brown, 1985) en bacterias

Gram-positivas.

La acciónde los polisacáridoscapsularessobreel sistemainmunológico tiene lugar de

dos maneras: impidiendo la unión de los anticuerpos,dirigidos principalmentehacia los

componentesde la pared celular, o la fijación de los componentesdel sistema del

complementoa la superficiecelular<Cross, 1990). Estasdosformasde bloquearel sistema

inmune sepuedenproducir mediantela intervencióndel polisacáridocapsularen diversos

pasosdel procesode eliminacióndel agenteinfeccioso.

Como se ha comentado anteriormente,en la naturalezase producen polisacáridos

capsularespoco inmunogénicos.esdecir, que producenunarespuestade anticuerposmuy

bajao nula, debidoprincipalmentea su estructura,esto es,al hecho de presentargrandes

similitudescon componentesde tejidos del huésped(Moxon y Kroll, 1990; Cross. 1990).

Otrospolisacáridospuedeninteraccionarcon las célulasdel sistemainmunológico,como en

el caso de Ja cápsulade K/ebsie//apneumoniaetipo 2, que modula la actividad de las

células B en la producciónde anticuerpos(Batshony cols., 1963). Por otra parte,hay que

resaltar que muchos de los polisacáridoscapsularesson hidrofihicos y confieren carga

negativaa la superficie bacteriana,lo que origina una disminuciónde la tensiónsuperficial

de la interfaseentreel fagocito y la bacteria,disminuyendoasí la capacidaddel macrófago

de fagocitar y eliminar al microorganismo(Ponder, 1928; van Oss y (lilíman, 1973).
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Además, puesto que la carganeta de la superficie del fágocito también es negativa,se

produceunarepulsiónmutua. í>arecepuesclaroque la fagocitosisde unabacteriacapsulada

requierealgún factor que fácilite el contactoentre la bacteriay el fligocito. Los factores

implicados en estefenómenoson los anticuerposy algunos elementosdel sistemadel

complemento,principalmenteC3b.

Se handescritomultitud de fenómenosen los que lacápsulabacterianainteraccionacon

estosfactoresfacilitadoresde la fágocitosiso los modifica, alterandosignificativamentesu

actividad.La cápsulade E. coil Kl (Stevensy cols., 1978), así como la de estreptococos

grupo B de serotipoIII (Edwardsy cols., 1982), incrementanla afinidad de C3b unido a la

paredcelularpor el factorH. Del mismomodo, las cápsulasde neumococopertenecientesa

los serotipos7 y 12 tienen unabajaafinidadpor el factorB, lo cual da lugara un aumento

relativode la afinidad por el flictor H (Joinery cok., 1984).Por otraparte,sehaobservado

en neumococoque, cuando C3b se une a la pared celular bacteriana,la cápsula,si es

voluminosa o poseeuna carganetanegativaconsiderable,actúa como una barreraque

impide a los macrófagosaccederal complejo C3b-paredcelular, lo que resultaen una

incapacidadde éstosparaeliminarel microorganismo(Brown, 1985).Asimismo, seha visto

quecuandouna estirpecapsuladade neumococoactiva la vía alternativa,el polisacáridono

estáimplicado en esteproceso;por tanto, la prácticatotalidadde las moléculasde C3b se

encuentranunidas a la paredcelular y no al polisacáridocapsular(Winkelstein y cois.,

1976). C3b se encuentraunido a la cápsulaúnicamentecuando se ha producido la

activación de C3 por la vía clásica, esdecir, la mediadapor la unión al polisacáridode

anticuerposespecíficoscontraéste(Brown y cols., 1983). De estemodo, los macrófagos

puedeninteraccionarde formano covalenteconun dominio presenteen C3b y llevar a cabo

la fagocitosisde formaeficiente(Isenmany cols., 1981).

5. BIOSÍNTESISDE POLISACÁRIDOSCAPSULARES

La expresiónde polisacáridoscapsularesen la célulabacterianaesun procesobioquímico

complejoque incluye unaseriede etapasasociadasa distintoscompartimentoscelulares.En

el caso de los microorganismosGram-negativos,gran parte de estasetapasseencuentran

bien caracterizadosmientras que, en bacteriasGram-positivas,se conocerelativamente

poco sobreestasrutasmetabólicas.
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Aunque los procesosimplicados en la biosíntesisde la cápsuladebensernotablemente

diferentesentreorganismosGram-positivosy Gram- negativos,como consecuenciade la

gran diferenciaestructuralexistenteentre sus respectivasenvueltascelulares, existenno

obstanteciertosprocesosmetabólicosque cumplenunasnormascomunes.

5.1. PREa.i RSORES BIOSINTÉTICOS

La primeraetapaen la biosíntesisde los polisacáridoscapsularesbacterianosconsisteen

la formaciónde los precursoreso moléculasdonadorasde los monosacáidosque fonnarán

la unidadrepetitiva;éstosson ftecuentementeésteresglicosídicosde nucleótidos(Shibaev,

1986).

En bacterias Gram-positivas. la parte nucleotídica de estos precursoresha sido

identificada generalmentecomo UDí>. Así, en neumococose conocedesde hace varias

décadasla acumulaciónde varios compuestosde estetipo durantela fáseestacionariade

crecimiento,como UDP-glucosa(UDP-Glc), UDP-N-acetllglucosamina<UDP-GlcNAc) o

UDP-galactosa(UDí>-Gal). En algunos serotiposde neumococo,sin embargo,pueden

encontrarsetambiénotros nucleótidosformandopartede los precursores;así, por ejemplo,

en el serotipo 2 existen derivadosde TDP y, tanto en el serotipo 6 como en el 34, se

encuentranderivadosde CDP (MilIs y Smith, 1965).

5.2. Fom~’tACiÓN DL LA UNIDAI) BÁSICA Y POIAMERIZACION

Tras la formaciónde los precursorestiene lugar la síntesisde las unidadesrepetitivasde

las que constaráel polisacáridoy la posteriorpolimerizaciónde éstas.Se han descritodos.

mecanismosde síntesis de polisacáridosen bacterias Gram-negativasdiferenciándose,

básicamente,en la forma en que se produce la elongaciónde la cadenadel polisacárido

(Figura 2). En ambosmecanismoslos residuosglicosídicosse unen medianteun ataque

nucleofUico a un derivado de un alcohol poliisoprenoide, lo que le confiere carácter

hidrofóbico, obteniéndosede estemodo dos precursores,las formasmono o difosfatodel

azúcar unido al intermediario lipídico (Shibaev, 1986; Whitfield y Valvano, 1993),

Generalmente,la moléculaaceptoradel residuoglicosílico esel undecaprenolfosfato (C~5--

P). tambiénimplicadoen la biosíntesisdel peptidoglicanode la paredcelular.

En la primera modalidad de síntesis, la polimerizaciónconsisteen que las unidades

repetitivas,unidas cadauna a un intermediario lipídico, se unen de forma que la última
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unidaden incorporarsea la cadenaen crecimientoquede a su vez unida al intermediario

lipídico; es decir, el crecimientose producepor la ‘cabeza’de la molécula(crecimiento

(a)

c55-~..p-flj¡ + css-~-pT~—*

c65’~Efl ¡jjj + cs~’..ÑW —* c.~..~.vfiJffjJJjjjJ

¡ji ¡jjijj ¡~J + css-p-Ñ~ ~ Cs5-P-Pj~J4~J4~JflJ

(b>

+ NDP.® * Css.P-P.PQ

Css-P-P® + NDPJji ••* Css.P~PO4fJ

Css-P-PGQfj~+ NDP.C¿ —.*

Figura 2. Esquemadc los mecanismosde crecimiento de la cadena polisacaridica en
bacterias Gram-negativas. (a), crecimiento capital, los números representan unidades
repetitivaspreviamentesintetizadas;(b), crecimientocaudal,las letrasA y B representanlos
monosacáridosquecomponenla unidadrepetitiva.

‘capital’), segúnla terminologíasugeridapor E. Lipmann en 1968 (citado en Markovitz.,

1 977>. La segunda modalidad tiene lugar mediante la incorporación sucesiva de

monosacáridos,a partir de los precursoresen forma de derivadosde nucleótidos,a una

cadenaen crecimientoancladaal intermediariolipídico (crecimiento ‘caudal’) (Whitfield y

Valvano, 1993). En cuanto a íos microorganismosUram-positivos en los que los

mecanismosque utilizan parala biosíntesiscapsularson casi desconocidos,tampocose ha

podido identificar ningún intermediariode la síntesisapesarde que,a partir de extractosde

5. pyogenes.seconsiguióporprimeravez la síntesisde un polisacáridocapsular(Markovitz

y cols., 1959).
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Tanto la activaciónde los monosacáridoscomo su polimerizaciónposteriorseproducen

de forma asociadaa la membranacitoplasmática.graciasal carácteraltamentehidrofóbico

del intermediario C<-P (Whitfield y Valvano, 1993). Por otra parte, en algunos

microorganismosGram-positivos,como Sí pyogenes y 51. pneumoniae,se ha demostrado

que la síntesisdel polisacáridocapsularestáasociadaa la fracciónpaniculadade las células

(Markovitz y Dorfman. 1962; Smith y cols., 1961b). Esto indicaríaque las enzimasque

intervienen en el proceso de polimerización se encontraríanancladasa la membrana

bacteriana.Al contrario de lo que sucedecon 51. pyogenes,en el casode neumococotodo

parece indicar que existe un intermediarioaceptor de los monosacáridos,aunqueno se

conocesu naturalezaquímica(Milis y Smith, 1965).

5.3. TRANspoRTE Y MODIFICACIÓN DEL POLISACÁRIDO CAPSULAR

El siguientepasoen la síntesisdel polisacáridocapsularimplica su transportedesdeel

citoplasmaal exterior, en el casode bacteriasGram-positivas,o al periplasma,si se tratade

Gram-negativas.Hastael momentosehandescritodos mecanismosparallevar a caboeste

proceso,mostradosen la Figura 3. Durante la síntesisdel LPS de Salmonellaenterica, y

posiblementetambién de algunos polisacáridos capsulares,este proceso lo realiza el

intermediariolipídico C55-P.Porotro lado, durantela síntesisde los polisacáridoscapsulares

del grupo II, como los que poseenlos serotiposKl y K5. el transportese lleva a cabo

mediante sistemasespecializadosque requieren energía (Whitfield y Valvano, 1993).,

denominadostransportadores‘ABC’ (por ‘ATP-Binding Cassette’)(Fath y Kolter, 1993).

Recientemente,se hanidentificadoen E. coil dosproteínas,KpsM y KpsT. implicadasen el

transponedel polisacáridocapsularde los serotiposKl y K5 (Smith y cols., 1990) que

poseenun alto gradode similitud con transportadores‘ABC’ ya descritos;así, KpsT esuna

proteína probablementeasociadaa la superficie citoplásmica de la membrana interna

(Pavelkay cols.. 1994)que escapazde unir ATí> in vi/ro (Silver y cols.. 1992), mientras

que KpsM es una proteínade membranaque poseevarios dominios transmembranales

(Pavelkay cols.. 1991). De estemodo, KpsM es la encargadade realizar el transporte

valiéndosede la energíaobtenidamediantela hidrólisis de ATP llevadaa caboporKpsT.

Mientras que en otras bacterias(iram-negativas.como 1-1? in/luenzaeserotipo b y N.

tncn¡ng¡nd¡s grupo C, se han encontradosistemasde transportehomólogosal de E. coli
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(Kroll y cols., 1990; Frosch y cols., 1991) hasta el momento no se han identificado

proteínasque ejerzanfuncionessimilaresen microorganismosGram-positivos.

En el caso de bacteriasGram-negativas,esnecesarioel paso del polisacáridodesdeel

espacio periplásmicohastala superficie celular, a travésde la membranaexterna. Este

procesoespoco conocido,habiéndoseidentificadohastaahoraen E. coli sólo unaproteína

periplásmica,KpsD, implicadaen el proceso,aunquese sabeque no es la única (Silver y

cols., 1987).Porotro lado, existeactualmenteunagrancontroversiasobrela implicaciónde

algunasproteínasde la membranaexternay otrasestructuras,como las unionesde Bayer,

en el procesode translocacióndel polisacáridoal exteriorcelular.

En general, los polisacáridoscapsularespresentanuna estructurabastanteregular,sin

embargo,en determinadoscasos,se observala existenciade cadenaslateralesde forma

irregular. Estossustituyentespuedenserde diversanaturaleza,aunquelo habitualesque se

trate también de carbohidratos.Aunque los mecanismospor los que se produceeste

fenómenoson variados,en todos los casosdescritoshastael momento, las reaccionesde

modificacióndel polisacáridotienen lugar a nivel del oligosacáridounido al intermediario

lipídico (Whitfield y Valvano, 1 993).

5.4. MECANIsMoS DE REGULACIóN EN LA BIOSINTESIS DEL POLISACÁRIDO CAPSULAR

Duranteel cultivo de microorganismoscapsuladosen el laboratoriose ha observadoque,

en muchoscasos,la producciónde cápsulavaria segúnlas condicionesde cultivo. Así, en

muchascepasde E. coN productorasde ácido colánico, su incubacióna 3 PC conlíevauna

disminuciónen la cantidadde polisacáridoproducido.Por otra parte, la biosíntesisde este

polisacáridopuedeseractivadavariandola composicióndel medio de cultivo (Markovitz,

1 977). Es evidente,por tanto, que debenexistir sistemasde regulaciónde la biosíntesis

capsular,que permitana los microorganismosadaptarsea las diferentescondicionesque se

presentanen sus hábitats naturales.La regulaciónpuede producirsea diferentesniveles

como la transcripción,la traducción,o mediantereguladoresalostéricos.

Se ha descritoun sistemade regulaciónparala producciónde ácido colánico en E. coil

queconsisteen una seriede proteínasqueejercenla funciónde recibir determinadasseñales

ambientalesy promovercambiosintracelularesque conllevanla activacióno inhibiciónde la

iranscripciónde los genesresponsablesde la síntesisde ácidocolánico (Stout y Gottesman,

1990:Gottesmany Stout. 1991:Jayaratney cols.. 1993). Es interesanteseñalarque algunos
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Figura 3. Esquema de los dos modelos de transporte de polisacáridos capsulares a
través de las membranas celulares dc bacterias Gram-negativas.a) transporte mediado
por el undecaprenolfosfato; b) transportemediadopor transportadoresABC. Los círculos
negros representanunidadesrepetitivas de los polisacáridos. C55 y P representanel
undecaprenoly el grupofosfato,respectivamente.Tomadode Whitfield y Valvano, 1991.
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componentesde estesistemaestánimplicadostambiénen la regulaciónde la expresiónde

otros genesque cumplen diversospapelesen procesostan importantescomo la división

celular (Gervaisy cols.. 1 992; Gervaisy Drapeau,1992). Se handescritosistemassimilares

a ésteen otros microorganismosproductoresde polisacáridoscapsulares.Uno de estos

microorganismoses Pseudomonasacruginosa(Whitfield y Valvano, 1993), que produce

tina cápsulade alginato característicaen estirpesaisladasde pulmón de pacientescon

fibrosis quistica. En estesistemasehadescritola intervención,además,de otrasproteínas

que contribuyen a la regulación de la biosíntesis, fucilitando la acción de las proteínas

efectoras(Deretic y cols., 1991; DeVault y cols., 1991; Bouchery cols., 1996). Se han

encontradoasimismo otras formas de regulación, como la activación alostéricade la

síntesis,o la inhibición de determinadasactividadesenzimáticaspor el producto final de

éstas(Whitfield y Valvano,1993>.

Por otra parte, en algunosmicroorganismoscuya sintesis de polisacáridocapsulares

relativamenteinestable,se handescritovarios mecanismosque puedenser la causade este

fenómeno.El caso mejor estudiadoes el de H. influenzaeserotipo b, que muestrauna

frecuenciade apariciónde mutantesrugosos(no capsulados)que oscilaentreel 0,1 y el

0,5%. Esta inestabilidades el resultadode la estructuradel locus cap, responsablede la

síntesis del polisacáridocapsular.Este locus contieneun fragmento de DNA de 18 kb

duplicado,estandoambosdispuestosen tándem;sin embargo,unade las copiascontieneun

gen, el bexA, delecionado,con lo que sólo hay una copia intactadel gen, situadaentre

ambasrepeticiones(Hoisethy cols., 1986). La alta frecuenciade pérdidade la capacidadde

biosintesiscapsularseha atribuido aun reordenamientodel DNA, medianterecombinación,

que puede producir la eliminación total o parcial de la copia funcional de bexA del

cromosomabacteriano.Estehechoconlíevala acumulaciónde polisacáridocapsulardentro

de la célula,ya que el gen bexA estáimplicado en el transportedel polisacáridoal exterior

(KrolJ y cols.. 1988). Por otra parte, la duplicación estáflanqueadapor secuenciasde

inserción(IS 1016), lo que provocafrecuentesamplificacionesdel locus cap (Kroll y cols.,

1991). De estemodo, al aumentarel númerode copias de los genes implicadosen la

biosíntesiscapsular,se incrementala cantidadde polisacáridosintetizado(Kroll y Moxon,

1988). Se ha postulado que el aumento en la cantidad de polisacárido secretadose

correlacionacon un aumentode la virulencia de la estirpe(Kroll y cols., 1991) aunque,

comocontrapartida,la disminucióno la pérdidade lacápsulapuedefacilitar la adhesiónde
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la bacteriaal epitelio y por tantoposibilitar la colonizaciónde las mucosas(Hoisethy cols.,

1 986). Recientementese ha observadoque, de un total de 66 aislados invasivos de H.

in/luenzaetipo b, 23 conteníanel locus cap amplificado, en algunoscasoshasta5 veces.

Además,se comprobóque una estirpecon 5 copiasproduceseis vecesmás cantidadde

polisacáridoqueotraqueposee2 copias(Corn y cols., 1993).Estosautorespostulanque la

disposiciónen formaduplicadasuponeuna ventajaadaptativapor la capacidadqueconlíeva

de amplificar con rapidezlos genescapsularesbajo condicionesen que la producciónde

máscápsulasuponeunaventajacomo,porejemplo,cuandoel microorganismodebeevadir

la respuestainmunedel huésped.

Más recientementese ha descritoun sistemade regulación de la expresiónde genes

capsularesen N meningitidis,mediantela inactivaciónreversiblede un genesencialparala

síntesisde ácido siálico, por insercióno excisiónde la secuenciade inserciónLS 1301. Este

hechoocasionala conversiónde una cepa capsuladaen no capsulada,Lo que permite la

adherenciadel meningococo al epitelio mucoso, y la posterior invasión del tejido

(Hammerschmidty cok., 1996).

6. GENÉTICA DE LA BIOSÍNTESIS CAPSULAR

Los experimentosgenéticosrelacionadoscon la biosíntesisde los polisacáridoscapsulares

constituyenla basede la biologíamolecular,ya que fueronlos estudiosllevadosa cabopor

Griffith en los años20 sobrela transformacióngenéticaen neumococo(Griflith, 1928) los

que permitieron,casi dosdécadasmás tarde,a Avery y colaboradoresidentificar al DNA

como la base químicade la herenciagenética(Avery y cols.. 1 944). A pesar de estos

precedentes.y del conocimientode la implicaciónde la cápsulabacterianaen la virulencia,

convieneseñalarque hastamuy recientementeno sehan aplicadolas técnicasde biología

molecular al estudio de los genes que intervienenen la biosíntesisde los polisacáridos

capsulares.especialmenteen el caso de microorganismosGram-positivos.Fué en 1981,

cuandoSilver y su grupo donaronun fragmentode DNA de 12 kb, pertenecientea una

estirpede E. coil Kl. que dirigía la síntesis de cápsulade este serotipo en una cepade

serotipo K12 (Silver y cols., 1981). A partir de este momento se produjo un creciente

interésen la investigaciónde las cápsulasbacterianas,aunqueen el casode bacteriasGram-

positivas, hubo que esperar hasta 1 992 para comenzar a conocer la estructura y
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organización de los genes capsularesen bacterias de los géneros Sireptococcusy

SIap/iv/ococcus.

6.1.. ORGANIZACIóN DE LOS GENES CAPSULARES EN BACTERIAS GIUM-NEGAT¡vAs

Los genescapsularesse localizan en el cromosomabacterianoy están generalmente

dispuestosen grupos,constituyendouna o varias unidadestranscripcionales.Contienenla

información necesariapara la síntesisde las formas activadasde los monosacáidos,así

como parala polimerizaciónde éstosy suposteriortranslocacióna la superficiecelular. A

su vez, los genesencargadosde la regulaciónde la biosíntesissedisponengeneralmenteen

otros /oci, habitualmentealejadosdel grupo de genes biosintéticos. Por otra parte, en

determinadoscasosexisten genesdel metabolismogeneralde la célula implicados en la

formaciónde los precursores,y esto sucedecuandodichos genesforman partede rutas

metabólicasgenerales.

En los últimosañosse hanllevadoa cabonumerososestudiosenmicroorganismosGram-

negativos,principalmenteen E. cok N. meningitidisy H. infiuenzae,que han puestode

manifiestoque la organizaciónde los genescapsularesescomúna todos ellos. Segúnesta

disposición,los genesse organizanen tres regiones:una de ellascontienela información

para la biosíntesisde las unidadesque componenel polisacáridoy su polimerización,

mientras que las otras dos contienenlos genesencargadosde su transportedesde el

citoplasmaa la superficiebacteriana.De estemodo, la primeraregión esla quedeterminael

serotipo y por tanto difiere entreestirpesde distinta especificidadantigénica,siendo más

parecidaentrecepasque produzcancápsulassimilaresdesdeel punto de vista químico e

inmunológico (Boulnois y Roberts, 1990). Las otras dos regionesestán implicadas en

funcionescomunesa todos los serotiposde una misma especiebacterianay por tanto, se

encuentranconservadasentrelos diferentestiposcapsulares(Robertsy cols., 1986, 1 988b).

En E. coli los genescapsularesse encuentranen dos ¡Dei distintos, segúncodifiquenpara

la síntesisde cápsulasgrupo 1 o II. El locus capsularpresenteen las estirpesdel grupoII,

denominadokps, seencuentrajunto a serA (Bachmann,1990)en el cromosomade E. cali

(Orskovy Nyman. 1974)y estádispuestoen tresregionesfUncionalesadyacentes(Boulnoís

y cols,, 1987) (Figura4). La región 2, central.codifica paralas funcionesde formaciónde

los precursores,su ensamblajey polimerizacióny así, cuandose obtienenmutacionespor

inserciónde transposonesen estaregión, las estirpesmutantesson incapacesde producir
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polisacárido. De estemodo, la región 2 refleja la complejidadestructuraly químicadel

polisacárido(Boulnoisy .Iann, 1989).En efecto, la región 2 del locus kpsen el serotipoK4

es la másgrandeencontradahastael momento,14 kb, y suunidadrepetitivaestáconstituida

por tresmonosacáídosdiferentes(Drakey cok., 1990),mientrasque la mismaregiónen

1 kb

kpsE kpsD iAps(jf__kpsC Itpss]

tui
‘iii
¿‘it —1

S< kpsU

vt.,i’J jI2—

Kl .4
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Figura 4. Esquema de organización del locus II de síntesis del polisacárido capsular
de E. cdi. Las zonassombreadascorrespondena las regiones2. serotipo-especificas,de
varios serotipos,indicadosa la izquierdade la figura. En la parte superior se indican los
genescontenidosen las regiones1 y 3.
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las estirpesKl. cuyo polisacáridoestáconstituido por un solo tipo de monosacárido,el

ácido N-acetíl neuramínico(NeuNAc), tiene un tamañode 5 kb (Boulnois y cols., 1987).

Recientementese ha secuenciadola región2 de unacepaK5, viéndosequecontienecuatro

genesdispuestosen tres unidadesde transcripción.Dos de éstossehan identificadocomo

una glicosil transferasa,enzima encargadade la incorporación de los monómerosal

polisacárido,y una UDP-GIc deshidrogenasa(UDP-GIcDH), que catalizala formaciónde

ácido UDP-GIcA a partir de UDP-Glc (Petit y cols., 1995; Sieberthy cols., 1995). La

región 1 contienecinco genes(Silvery cols., 1984; Robertsy cols., 1986; Pazzaniy cois.,

1993),implicados en el transportedel polisacáridodesdeel periplasmahastala superficie

celular (Echartiy cols.. 1983; Timniis y cok., 1985; Boulnoisy cok, 1987;Robertsy cols.,

1 988a;Pazzaniy cols., 1993),ya que mutantesen estaregiónpresentanen el periplasmaun

polisacáridoquimica e inmunológicamenteindistinguible del original. La región 3 contiene

dos genes,caracterizadosen los serotiposKl y K5 (Smith y cok., ¡990; Pavelkay cois.,

1991; Pavelkay cols., 1994), denominadoskpsMy kpsT. Cuandoestosgenesseinactivan

por mutación,las estirpesresultantespresentanel polisacáridocapsularen el citoplasma,

demostrándoseasí su implicaciónenel transportea travésde la membranacitoplasmática.

En otros microorganismossehanpropuestomodelossimilares,como en N. meningilidis

(Froschy cols.. 1991)y en H influenzae(Kroll y cols., 1990),aunqueenesteúltimo caso

existen ciertascaracterísticasespecialescomentadasen la sección5.5. Además, en las

estirpesde E. coil productorasde cápsulagrupo1, la organizaciónde susgenesessimilar a

la dc los pertenecientesa serotiposde grupo11 (Whitfield y Valvano, 1993),apesarde que

ambosgruposno son alélicos,sino que los de grupo 1 estánlocalizadosjunto al locus his,

adyacentesal ~b (Schmidl y cols., 1977; Laaksoy cols., 1988; Whitfield y cols., 1989).

6.1.1. RELACIóN ENTRE GRUPOS DE GENES DE SÍNTESiS POLISACARÍDICA NO ALLIJCOS

Muchasespeciesbacterianassintetizanvarios polisacáridosde superficiediferentesy por

tanto poseenvarios grupos de genespara dirigir su biosíntesis,Si entre estosprocesos

biosintéticosexisten intermediarioscomunesa vanasreacciones,esto puedesuponerque

existanactividadesenzimáticasduplicadas.Así, al inactivarseuno de los genesque dirigen

dicha actividad, otro presenteen un grupo distinto y situado a cierta distanciaen el

cromosomabacterianopuedesuplir la falta del primero con lo que la biosíntesisde ambos

polisacáridosno seve afectada(Jayaratney cols., 1994). Esto ocurre,porejemplo,cuando
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se inactivanlos genesr/jD o rfjE del grupo de genesde la biosíntesisdel antígenocomun

enterobacteriano(ECA) (Kuhn y cols., 1988), encargadosde la síntesisde ácido N-acetil

manosaminurónico(ManNAcA), en una estirpeen la que seha donadolos genesparala

biosíntesisde polisacáridocapsularK7, que contieneesteazúcaren su estructura(Meier-

Dieter y cols., 1990). Sin embargo,en algunos casosno existe tal duplicación de la

actividady la mutacióndel gen responsablede ella conlíevala pérdidade la producciónde

ambospolisacáridos(Whitfield y Valvano, 1993).

6.1.2. BAsES GENÉTICAS DE LA VARIABILIDAD ANTIGÉNICA CAPSULAR

Uno de los principalesproblemasque surgena la hora de abordarun tratamientoque

bloqueela acción patógenageneradapor la cápsulade microorganismosvirulentos es la

gran variabilidad antigénicaque presentanlos polisacáridoscapsulares.Esta variabilidad

podría serel resultadode la presiónselectivaque ejercenlos mecanismosde defensadel

huéspéden sus hábitatsnaturales.En los últimos años,con la aplicaciónde las técnicasde

biología molecularal estudio de los genescapsularesse empiezaa comprenderla base

molecularde estadiversidad.Asi, por ejemplo, se ha postuladola evolución, desdeun

progenitorcomún,de los distintosloci kpspertenecientesa serotiposde E. coil de grupoII,

debido a la gran similitud existenteentre estosgruposde genes(Boulnois y Jann, 1989).

Además,sepiensaque la evoluciónde estosloci ha podido tenerlugar independientemente

de la región cromosómicaque ocupaactualmente.habiéndoseintegradomástardeen ésta.

Sin embargo,se desconocepor el momento si estaevolución se ha producido en otras

regiones del cromosomade E. coli, o en elementosgenéticosmóviles (transposones,

plásmidoso bacteriófagos)(Vñnr, 1991). Porotra parte, se ha descritoun tercer tipo de

grupocapsular,denominado1/II (Finke y cols., 1990)ya queposeecaracterísticasde ambos

grupos.Se ha visto que las estirpesproductorasde polisacáridosdel grupo 1/II no poseen

Los genesde grupo II. sino otro grupo de genesproductoresde polisacáridoaunque

situadosen la misma región que los del grupo II, es decir, ligados al locus serA.Por otra

parte,en las cepasde grupo 1 no existengenescapsularesen esaposicióndel cromosoma.

Además, la zonaque fianqueala región 1 de una estirpede grupo II se encuentraen la

mayoríade las cepasestudiadasindependientementede su serotipoy, en las de los grupoII

y 1/II, estárepetidavariasvecesa lo largodelcromosoma(Drake y cols.. 1993).
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La variabilidad antigénica en el caso de H. inJiuenzac ha sido explicada por la

incorporaciónde genesmediantetransposición.Estastransposicionesestaríanfacilitadas

por la existenciade secuenciasde inserción151016flanqueandolos genesdel locus cap en

algunasestirpes(Kroll y cols., 1991) como se ha comentadoanteriormente(ver sección

5.5). 1]. influenzaeesun microorganismoque desarrollatransformacióngenéticade forma

natural y, en consecuencia,mediantela incorporaciónde DNA exógenoy una posterior

recombinacióncon zonasde la región2 (serotipo-específicas)podríadar lugara la aparición

de nuevos serotipos. Esta incorporación de DNA al cromosomabacteriano estaría

posibilitadapor las secuenciasde inserciónencontradasa ambosladosdel locus cap (Kroll,

1992).

6.2. ORGANIzACIÓN DE LOS GENES CAPSUlARES EN BACTERIAS GRAM-PoSITIVAS.

La organizaciónde los genescapsularesdescritaparamicroorganismosCiram-negativos

no ha podido seraún confirmadaparael casode los Gram-positivos;es más, los estudios

realizadoshastael momentoparecenindicar que, tal vez, ambossistemasse diferenciande

forma significativa. Esto no es extraño, si tenemosen cuentaque en bacteriasGrarn-

positivas,duranteel procesode transportedel polisacáridocapsular,éstesolamentedebe

atravesarla membranacitoplásmica.Recientemente,sehandonadolos genesresponsables

de la síntesisde la cápsulade S. aureusserotipo 1 (Lee, 1992; Lin y cols., 1994). Es

interesanteseñalarque, dada la alta frecuenciade obtención de mutantesrugosos(no

capsulados)en estemicroorganismo(1,3% a 370C y hasta40% a 430C) se habíasugerido

que los genescapsularesresidirían en elementosgenéticosmóviles, como plásmidoso

bacteriófagos.Sin embargo,se comprobó que la eliminación de dichos elementosno

afectabaa la capacidadde producción de cápsula. Los 13 genes capsularesque se

encuentranen un fragmentode DNA de 14,6 kb estánimplicados en la biosíntesisde la

cápsulade tipo 1. Esta se componede taurina, 2-acetamido-2-desoxi-fucosay ácido 2-

acetamido-2-desoxi-galacturónicoen proporciónmolar 1:2:4. Hastael momentono existen

evidenciasclarasacercade la organizacióntranscripcíonaide estosgenes,aunquealgunos

experimentosparecenindicar que estánagrupadosen varios operones.Por otro lado, se

desconocela función que ejercen las proteínascodificadaspor estosgenesaunque, la

comparaciónde las secuenciasdeducidasde aminoácidoscon las presentesen los bancosde

datos, muestranciertassimilitudesentretresproteínas(Capí, CapL y CapM)y otrastantas
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pertenecientesal locusvip de 8. typhi, responsablede la síntesisdel antígenoVi (Hashimoto

y cols., 1993).compuestoen partepor ácido2-acetamido-2-desoxi-galacturónico.Parece,

por tanto, que estastres proteínasestánimplicadasen la síntesisde esteazúcar.Además,

otraproteína(CapG) poseeuna similitud notablecon la secuenciaconsensode una familia

de acetiltransferasasprocarióticas,por lo que secreeque podríadesempeñarestafunción

(Lin y cols., 1994). Recientementese ha observadoque estosgenesforman parte de un

elementogenéticodiscreto,especificode lasestirpesde serotipo 1, de un tamañoqueosdila

entre 33,3 y 35, 8 kb. Además, se ha sugerido la posibilidad de que se trate de un

bacteriófagodefectivo y/o un plásmido integradoen el cromosomade la bacteria(Lee,

1995).

Por otra parte,se han donadoalgunosgenesimplicados en la síntesisdel polisacárido

capsularde estreptococosdel grupoE de tipo III (8. agalactiae),compuestopor cadenas

linealescuya unidadrepetitiva es-44)-~-D-Glc-(1 —>6)-~-D-GlcNAc-(1 —*3)-¡1-D-Gal-(1 —+,

y cadenaslateralesde a-NeuNAc-(2-->6)-~-D-Gal,unidasal C-4 de cadaresiduode GINAc

(Kenney Lindberg, 1983). Así, en un fragmentode DNA de 3,7 kb sehan identificado 4

genescompletos,denominadoscpsA, B, (3, 1); de éstos, únicamenteel gen cpsD posee

cierto parecidocon otrasproteínasconocidas,encontrándoseuna notable similitud con la

proteína codificada por el gen rjbP (Jiang y cols., 1991) que posee actividad

galactosiltransferasa.esto es, que cataliza la transferenciade residuos de galactosaal

undecaprenolfosfato(Rubensy cols., 1993).La funciónde los genescpsAI3C no ha podido

serdeterminadaaún.Muy recientemente,sehan identificado,además,dosgenessituadosen

posición3’ respectode los genescpsABCD,denominadoscpsEy cpsF, encontrándoseque

la proteínaCpsFesunaCMP-NeuNAcsintetasa,esdecir, la enzimaencargadade sintetizar

uno de los precursoresde la biosíntesiscapsularde estemicroorganismo(Hafi y cols.,

1996).

Otro de los microorganismosGram-positivosdonde se han identificado los genesque

dirigen la biosíntesisde la cápsulaes 8. pyogenes.Como seha comentadoanteriormente.,

estemicroorganismo.pertenecienteal grupoA de estreptococos,produceun único tipo de

polisacáridocapsularcompuestode ácido hialurónico, cuya unidadrepetitivaes

GIcA-( 1 -~43)-Ii-D-UlcNAc-( 1 —* (Kenne y Lindberg, 1983). De manera prácticamente

simultánea,dos grupos de investigaciónhan donado recientementelos genesnecesarios

parala producciónde cápsula,denominadosMsA y hasB (Doughertyy van de Rijn, 1992,
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1993, 1994, DeAngelisy cols., 1993a,b), y se ha caracterizadola función de las proteínas

codificadasporellos (Doughertyy van de Rijn, 1993, DeAngelisy cols., 1993a).Así, 1-lasA

esunahialuronansintasa.unaenzimaprobablementeancladaen la membrana,encargadade

la polimerizacióndel ácidohialurónico,mientrasque HasB esuna UDP-CIcDH. Mediante

mutación por inserción con el transposónTn9Ió se comprobó que ambos genesson

indispensablespara la producciónde cápsulaen £ pyogenes,y que forman parte de la

mismaunidadtranscripcional(Doughertyy van de Rijn, 1994).Porotraparte,se demostró

que un plásmido que contieneaparentementesólo estosdos geneseracapazde producir

ácidohialurónicoen E. cali y en Enterococcus/hecalis,un microorganismoal quenuncase

ha descritocomo capsulado(DeAngelisy cols., 1993a).Asimismo,HasA esbastantesimilar

a la proteínaNodC de Rhizobiurn, implicada en la síntesisde oligómeros de quitina [13-

(1 —>4)-GlcNAcj¡; así, pareceque HasA actuaríacomo una [1-(1—*4)-Gl&NAc transferasa.

Ya que la síntesisde hialuronatorequiereademásunaactividad j3-( 1 —*3)-GícA transferasa,

pareceríanecesariala presenciade otraenzimaconestaactividad(Doughertyy van de Rijn,

1994). Sin embargo,se ha sugerido que HasA podría llevar a cabo ambasreacciones

(DeAngelis y cols., 1 993b). Es más,estosnusmosautoreshandemostradoque, en estirpes

de E. coil K5 que sintetizanUDP-GlcA para la producciónde su propio polisacárido

capsular,sólo esnecesariala presenciadel genhasA paraque se sinteticeácidohialurónico.

Porotro lado, seha observadoque ¡a estructuraprimariade la enzimaHasA seencuentra

altamenteconservadaentredistintasestirpesde estreptococosdel grupo A, mientrasque

otro factor de virulencia, la proteina M, varía considerablementeentre estas cepas

(DeAngelis y cols., 1994). Además,seha purificado la enzimaHasA medianteel uso de

anticuerposmonoclonalesy se ha comprobadosu capacidadpara producir in vitro un

polímero de alto pesomolecular(DeAngelisy Weigel, 1994).Porotraparte,partiendode la

observaciónde la pérdidade la cápsula,a] Jiegara la faseestacionariadel crecimiento(van

de Rijn, 1983),medianteestudiosde transcripcióndel operón has,seha observadoque la

regulación de la producción de ácido hialurónico en 5. pyogenestiene lugar a nivel

transcripcional(Cratery van de Rijn, 1995).En el operónhas se incluye un tercery último

gen, denominadohasC{Dougherty y van de Rijn, 1993),que codificaparauna enzimacon

actividad tJDP-Glc pirofosforilasa.esto es,que sintetiza UDP-Olc a partir de glucosa-1-•

fosfato (Glc-l-P) y UTP (Cratery cols., 1995).
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7. ESTUDIOS SOBRE LA BIOSÍNTESIS DE POLISACÁRIDOS CAPSULARES

EN NEUMOCOCO

Como ya se ha comentadoanteriormente,hastael momentosehandescrito90 serotipos

capsularesen neumococo,químicae inmunológicamentediferentesentresí. Las tablas1 y 2

muestran,en aquellos casosbien conocidos, los monosacáridosque componencada

serotipo, así como los que se encuentranmás frecuentementeen aislados clínicos,

respectivamente.Durante dos décadas,entre los años 1950 y 1970, se llevaron a cabo

numerososestudios acerca de los procesosbioquímicos que tienen lugar durante la

biosíntesiscapsular,así como sobrelos factoresgenéticossubyacentes.Uno de los casos

mejorestudiadosesel de] serotipo3, debidoa quelaestructuraquímicade su polisacárido

esmuy sencilla,estandoconstituidaporunidadesrepetidasde ácidocelobiurónico[—>4)43-

D-Glcp-(1—>3)-13-D-GlcpA-(l--+](Reevesy Goebel,1941).

Tabla 1. Estructura química de algunos polisacáridos capsulares de neumococo

~1’

-1

~3-D-Galp
—*4).I3-D-ManpNAc-(1—*4)-a-U-Glcp-(1—*2)-a.L.Rhap.(1-PO¿—>

‘Sugp.2-acetamido-4-amino-2,4. 6, trideoxy-D-galactosa;Sugp.2-acctamido-2,6-dídeoxi-n-xylo-

hcxos-4-ulosa;Rha,ramnosa;FucpNAc,N-acetil fi~cosamina;Man, Manosa;ManpNAc,N-acctil

nianosamina;PnepNAc,2-acctamido-2,6-dideoxi-L-talosa.
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‘7.1. ESI’IJDIOS BIOQUÍMICOS

Los estudiosacercade la biosíntesisdel polisacáridocapsularde neumococorevelaron

ciertos principios que parecenpoder aplicarsea muchos otros sistemasde síntesis de

polisacáridos. Así, se describió que fracciones paniculadas de células rotas de S.

pneumoniae catalizabanla incorporaciónde las formasactivadasde azúcaresa moléculas

serológicamentereactivas(Smith y cols., 1960b).En el casodel serotipo3, estasformas

activadasson UDP-G]cy UDP-GIcA. Porotraparte,estetipo decompuestosseacumulan

en el citoplasma de neumococo,cuando se cultiva en el laboratorio, hasta la fase

estacionariadel crecimiento(Smith y cols., 1957a,b; 1959b).Algunos ¡nonosacáidosse

encuentranen todaslasestirpes,independientementedel serotipoal quepertenezcan.Estos,

por tanto,debenformar partede rutasmetabólicasgeneralesy, enciertoscasos,tambiénen

la síntesisdel polisacáridocapsular.Otros. talescomo UDP-GIcA y UI)P-GaIA, sólo se

detectanencélulasde serotiposen los queel azúcaro algún derivadosuyo formenpartedel

polisacárido capsular.Estos nucleótidos,por tanto, son serotipo-específicos(Mákelá y

Stocker, 1969). Se han identificado, además,algunasde las enzimasque catalizan la

conversiónde estosnucleótidos;así, las que intervienenen la conversiónhaciaprecursores

serotipo-específicossonasuvezespecíficas(Smithy cols., 1957a;1958a,b; 1959b;1960a;

1961a). Segunlos estudiosrealizados,seconcluyóque la Glc-l-P es el precursorcentral

parala síntesisde todaslas unidadesglicosílicasde los polisacáridosde neumococo(Smith

ycols., ¡965).

Otrasconclusionesextraídasde estaseriede estudioses que los pasosimplicados en la

síntesiscapsularson:

1) La formación de los precursoresde los azúcaresque formarán el polisacárido

capsular,mediantela acción de enzimas,algunascomunesy otras serotipo-

específicas.

2) La transferenciade los azúcaresdesde las moléculas donadoras hasta el

polisacárido,mediantela acción de enzimascon actividad glicosiltransferasas

serotipo-especificas.

En el caso concreto del serotipo 3, estas enzimas han sido bien estudiadas

bioquimicamente.Se han detectadodos enzimasimplicadasdirectamenteen la síntesisdel

polisacáridocapsularde tipo 3, una de ellas presentaactividadUDP-GIcDH y requierela

reducciónde NAD aNADH en unarelaciónestequiométricade 1:2 (UDP-GlcA:NADH).
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Lascifrasentreparéntesisindicanel porcentajede losaisladosquepertenecena eseserotipoo

serogrupo.’Nielseny Henrichsen(1992);2 Fenolíy cols. (1991).

Tabla2. Distribución de serotiposo serogruposen aisladosclínicos de£ pneumoniae

Su presenciaseha detectadoúnicamenteen aquellasestirpescuyo polisacáridoincluye

UDP-GlcA o compuestossintetizadosa partir de éste(Smith y cols., 1957b; 1958a,b;

1 960a).Del mismo modo, se describieronlas condicionesde actuaciónde la enzima;así, se

encontróque su pH óptimo era 8,4 y que se activabapor Mg2+; del mismo modo se

describió que en su actividadestabaimplicado algún residuo sulfidrilo (-SH) ya que la

enzimase inactivabarápidamentepor la accióndel peróxidode hidrógeno,evitándoseeste

efectomedianteagentescomoel tioglicolato potásico(MiUs, 1960).

Por otra parte, se describió la acción de un sistema enzimático con actividad

glicosiltransferasa,encargadode transferirlos azúcaresal polisacáridocapsularde serotipo

3 (Smith y cols., 1 960b). Se vió que este sistemase encuentrapresenteen la fracción

partículadade extractoscelularesde neumococo,y que para su actividadóptima requería

Mg2, pH 8,4 y una temperaturade 320C. Además, se describió la dependenciade la

actividadglicosiltransferasa,de la presenciade ciertacantidadde polisacáridotipo 3 que

funcionariacomo iniciador y al que se iría añadiendoel polisacáridosintetizadode novo

(Smith y cols., 196ib; Smithy Milís, 1966).
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Por otro lado, se estudió la síntesis in vi/ro de polisacáridocapsularde serotipo 14 a

partir de Los UDP-derivadosde los monosacáidosque lo componeny sedescribióasí, la

síntesis simultáneade doscompuestosde naturalezaglicolipídica. El papeldesempeñado

por estoscompuestosdurantela biosíntesiscapsularse desconoce,aunquese sugirió que

podrían intervenircomo iniciadoresde la síntesis,esdecir, como aceptoresinicialesde los

monósacáidos,o como intermediarios lipídicos del proceso biosintético (Distíer y

Roseman,1964; Distíer y cols., 1966).

En general,medianteel análisisde los nucleótidospresentesen el citoplasmade células

de neumococode distintosserotipos,seencontróque el mecanismode férmaciónde los

distintoscompuestosprecursoresde la síntesisde los polisacáridoscapsularesera similar al

descritoen hígadode mamíferos(MilIs y cols., 1 958). Así, paralas estirpescapsuladasde

serotipos1 y 3 se propusoel mecanismomostradoen la Figura5.

LJTP P-P~ 2NAD 2NADH

GIc-t-P —> UDP-Gk UDP-GIcA

UDP-GIcA, epimerasa

Uridil-trausferasa UDP-GlcDI1

Y

¡11W-GalA
y

y
A

g

Xy> 9UDP-Sug

Figura 5. Ruta de síntesis de los precursores de los polisacáridos capsulares de los
serotipos 1 y 3 dc S. pneumoniae.Las flechasgrandesindican las enzimasque catalizan
los diferentesprocesosbioquímicos,representadosmedianteflechasfinas. Las reacciones
específicasdel serotipo 1 se representanmedianteflechasfinas sombreadasy las comunesa
ambosserotiposestánindicadaspor flechasfinas negras.UDP-Sug,2-acetamido-4-amino-
2, 4, 6. trideoxy-E)-galactosa.2. indica un procesobioquimico no caracterizado.
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7.2. EgiIJí)¡os GENEiROS

Mediante el análisisde mutantesrugososespontáneosse obtuvieronnumerososdatos

acercade los elementosgenéticosque dirigen la biosíntesiscapsularen 8. pneun’¿oniae.Por

un lado, se estudiaronlas deficienciasbioquímicasocasionadaspor las mutacionesy por

otro, medianteexperimentosde transformacióngenética,las relacionesentre los distintos

genesresponsablesde la biosíntesiscapsular.Así, a partir decepascapsuladasde serotipo3

se obtuvieronmutantesrugososdeficientesen UDP-GIcDH que no sintetizanUDP-GIcA;

sin embargo,extractosobtenidosde estosmutantesincubadoscon UDP-Glc y UDP-GlcA

todavía erancapacesde sintetizarpolisacáridode serotipo3, lo cual demostrabaque el

sistemaglicosiltransferasaseencontrabaintacto en dichosmutantes(Smith y cols., 1 960b;

196la). Sin embargo.los mutantesobtenidosa partir de unaestirpedeserotipo1 fueronde

tres clases, en función de su defecto bioquímico: 1) deficientesen UDP-GIcDH, 2)

deficientesen UDP-GIcA epimerasa(enzimaque convierteUDP-GlcA en UDP-GaIA), y 3)

deficientesen el sistemaglicosiltransferasa(MacLeody Krauss,1947;Jackson,1962).

Por otro lado. serealizarontransformacionesgenéticas‘intratipo’, esdecir, experimentos

en los que mutantesno capsuladoseran transformadoscon DNA extraído de estirpes

capsuladasdel serotipo original de dichos mutantes,con lo cual se obtienen estirpes

transformantes que han recuperado el fenotipo capsulado. Además se hicieron

transformacionesutilizando, como donador, DNA extraído de mutantesno capsulados

distintosde la estirpereceptora,pudiéndosedeterminarde estemodo que la mayorpartede:

los mutacionesobtenidaspartiendode cepasde serotipo 3 seencontrabanpróximasen el

cromosoma (Ephrussi-Taylor, 1951b). En concreto, se analizaron 21 mutantes R

espontáneosaislados independientemente,de tal modo que todas las combinacionesen

parejasde cepasdonador-receptorde 20 de ellas, producíantransformantescapsulados;

asimismose comprobóque la ceparestanteconteníaun defecto adicional en algunaotra

enzimaimplicadaen la síntesiscapsulary podríaserun mutantede deleción(Bemheimery

cols.. 1968). Porotraparte,seobservóque las cepascapsuladaspodíanser transformadas

con DNA extraídode cepasrugosasobteniéndoseasí transformantesno capsulados,aunque

con bajafrecuencia.ya que las cepascapsuladasposeenuna eficienciade transformación

notablementereducida(Ravin, 1959; Ephrussi-Taylor,195la, b). A esterespectocabedecir

que. en una mayoría sustancialde los casos,las cepascapsuladasque no se transforman

poseenalgún tipo de defecto en la produccióndel factor de competenciao activador,que
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puedeserrevenidomediantela adición de dicho activadoral medio de cultivo (Yother y

cols., 1986; Hávarsteiny cols., 1995).

Del mismo modo, se hicieron experimentosde transformacióngenética‘intertipo’. En

algunos casosello suponeque el nuevo polisacáridosintetizadocontengaazúcaresno

presentesen el polisacáridooriginal, lo cualsupondríala adquisiciónde nuevosgenes.Estas

transformacionesimplican la pérdidade determinadasactividadesenzimáticasy, por tanto,

de sus genes correspondientes(Austrian y cols., 1959). Por tanto, la transformación

‘intertipo’ habitual consisteen el cambio de un grupo de genespor otro y puesto que

algunasvecesestosgruposson muy distintos, al implicar la existencia(le un proceso de

recombinaciónhomóloga, los puntosde sinapsisdebenincluir regioneshomólogassituadas

a ambosladosdel grupode genesserotipo-específicos(Mákeláy Stocker,1969). Además,

algunasveces,cuandose transformaunaestirperugosaconDNA deunacepacapsuladade

serotipodistinto al original del receptor,seobtienenindividuos capsuladosdel serotipode

la cepadonadora,así como otros del mismo serotipo que el original del receptor.Este

hechosedebea que el grupo de genesdel DNA donadorposeeun genhomólogoal gen

mutado en la cepareceptoracon lo cual, sepuedeproducir una recombinaciónqueafecta

únicamenteal gen mutadorestaurándoseasísuactividad(1-layes, 1966).

Otro fenómenoqueha permitidoobtenerdatosde graninterésacercade la disposiciónde

los genes capsularesfue observado por Austrian y Bernheimer (1959) cuando, al

transformaralgunasestirpesrugosasde serotipo 3, deficientesen UDP.-GIcDH, utilizando

un l)NA donadorextraído de una estirpecapsuladade serotipo 1 obtuvieron,ademásde

transformantesde serotipo 1, individuos que reaccionabancon antisueros frente al

polisacáridode tipo 3 (sueroanti-S3)y también,aunquede formamásdébil, consueroanti-

SI. A estosindividuos se les denominó ‘binarios’ 1 -3, ya que sintetizabanambostipos de

polisacáridos.Medianteanálisis genéticosse comprobóque estos individuos conteníanel

grupo de genesparentales(serotipo3-específicos)mutado, así como el grupo de genes

donador(serotipo 1-específicos).En éste se encuentraun gen que codifica para la UDP-

GIcDH del serotipo1. la cual suplela deficienciaen estaenzimadel grupode genesde tipo

3. l)e estemodo, el tJDP-GIcAsintetizadopor la enzimade serotipo 1 esutilizado parala

síntesisde ambostipos de polisacáridos.En estos individuos binarios, el grupo de genes

donadores se habría insertado en el cromosoma, en una región distinta a la que

habitualmentecontiene los genescapsulares(Austrian y cols., 1959). Cuandoel DNA de
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unaestirpe‘binaria’ se utiliza como donadoren un experimentode transformaciónen elque

la cepa receptorano capsuladaprovienede un serotipo distinto al í ó al 3, se obtienen

transformantesde tresclases:

1) no capsuladoscon un genotipocapsularde tipo 3; II) capsuladosde serotipo 1, y III)

capsuladoscon fenotipo ‘binario’. Estosúltimos sedan con unafrecuenciamuybaja,por lo

quepodríanseratribuidosa una transformacióndoble másque a la transformaciónconun

fragmentode DNA conteniendoambosgruposde genes.Por tanto, estosdos gruposde

genesno se encuentranpróximosen el cromosomade £ pnewnoniaey la obtenciónde

estirpes‘binarias’,estásupeditadaa la existenciade intermediarioscomunesaambasrutas

biosintéticascapsularesy de genescomuneso fragmentosde éstosrepetidosen otraszonas

del cromosomabacteriano(Austriany cols.. 1959).

En resumen,los resultadosde los estudioscitadosindicabanque los genesparala síntesis

del polisacáridocapsularseencuentranligadosy puedeníransferirseformandoun elemento

único durantela transformacióngenética(Ephrussi-Taylor.1949).Asimismo, sepropusoel

modelo por el cual los genescapsularesserotipo-especificosforman una agrupacióntipo

casete,intercambiablemediantetransformación,dandolugar asíal cambiode serotipoen la

cepa receptora;esta casete ocuparía la misma región del cromosomaen todos los

neumococos,independientementedel serotipo,y estaríaflanqueadapor regionesaltamente

conservadasen todos los serotipos que contendrían, posiblemente,genes capsulares

implicados en flinciones comunesde la síntesisdel polisacárido(Ephrussi-Taylor,1951b:

Austrian y cols., 1959; Bernheimery Wermundsen,1972). Sin embargo.,una excepcióna]L

modelo de la casetede genescapsularesla constituyenlas estirpes‘binarias’; en estecaso

no sc produce un intercambio de casetescapsulares,sino que ambaspermanecenen el

cromosomaen regionesdistintasy alejadasentre sí. presumiblementecomo resultadode un

procesode recoinbinaciónno homóloga.

Por otra parte,hacemuy pocosafios se ha comenzadoa aplicar las técnicasde biología

molecularal estudiode los genescapsulares.En efecto, en nuestrolaboratorioseclonó y

secuenciópor vez primeraun fragmentode un gen capsularde neumococo,denominado

cap3-I, implicado en la síntesisdel polisacáridocapsularde tipo 3. Se vió ademásque la

región situadaa un lado de éstegen estabapresenteen todos los serotiposanalizados

medianteexperimentosde hibridación (García y cols.. 1993). Algún tiempo despuésy

duranteel desarrollode estatesis, Dillard y Yother donaronalgunosfragmentosde DNA
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situadosen torno al gen cap3-1, que ellos denominaroncpsA, con los que transformaban

ciertosmutantesrugososde tipo 3, restaurandode estemodo el fenotipocapsulado(Dillard

y Yother, 1994). Más recientemente,estosmismos investigadoreshan encontradootros

genesimplicadosprobablementeen la síntesisde ¡a cápsulade tipo 3 y han sugerido las

posiblesfuncionesque las proteínascodificadaspor ellos podríanteneren esteproceso,

aunqueestasproteínasno hansido expresadasenningún sistemaheterólogoy su funciónno

ha podidoserdeterminadade maneradirecta(Dillard y cols., 1995).

Asimismo, tambiénmuy recientemente,se han donadoalgunosgenesimplicadosen la

sintesisdel polisacáridocapsulardel serotipo 19F de neumococo.Así, mediantela inserción

en e) cromosomade plásmidosincapacesde replicaren neumococo,de su posteriorrescate

y del empleo de la técnicade la reacciónen cadenade la polimerasa(PCR), se han

identificado seis genescompletos(denominadoscpsl9/A-F) y uno incompleto (cpsl9fG)

constituyendolo que pareceseruna únicaunidadtranscripcional.Mediantela inactivación

de cadauno de estos genes por inserción-duplicación(Morrison y cols., 1 984)seha

propuestoque todos ellos estánimplicados en la biosíntesiscapsular,aunqueno se pudo

excluir la existenciade efectospolares.Además,sehacomprobadoque los genescps19/A y

c¡>sI9jB hibridabancon DNAs pertenecientesa todos los serotiposde neumococo,los dos

siguientesgenesdel operón(cpsl9/Cy D) lo hacensólo con algunosserotipos,mientras~

que los genescpsl9/E, cps19fF y cpsl9fi3 parecenestarpresentesúnicamenteen el DNA

deestirpesdel serotipo19F(Guidolin y cols., 1994).

En resumen,la organizaciónde los genes capsularesen bacteriasUram-positivas,y

concretamenteen £ pneumoniae, no se ha dilucidadoaún, aunquetodo pareceindicar que,

si bien no esigual en suconjuntoa la disposiciónencontradaen Gram-negativas,los genes

serotipo-específicosseencuentranagrupadosy flanqueadospor regionesde DNA altamente

conservadas,las cualespodríanestarimplicadasen la biosíntesiscapsular.
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OBJETIVOS

Como hemosindicado en la Introducción de esta Tesis, en los últimos años se esta

produciendo,un aumentoespectacularde las resistenciasde neumococoa los antibióticos,

especialmentea los Il-lactámicosy másconcretamentea la penicilina.A raízde estehecho,

se hace necesario un mayor conocimiento de los factores de patogenicidadde este

microorganismo,y principalmentede la cápsulapolisacáidica,que constituyeel principal

factorde virulenciade S. pnewnoniae.Por ello, el estudio de los procesosbioquímicos que

danlugara la biosíntesisde la cápsulade neumococoasícomo de la genéticaque subyacea

dichosprocesos,puederesultarde granutilidad a la hora de desarrollarnuevasestrategias

parael tratamientoy prevenciónde las infeccionescausadaspordicho microorganismo.A

pesar de que los procesosgenéticosde la síntesis capsularde 8. pneurnoniaehan sido

objeto de investigacióndurantevarias décadas,habiendodado lugar a descubrimientos

trascendentalespara el desarrollo de la biología moderna, las técnicas del DNA

recombinanteno se hanaplicadoal análisisde los factoresque controlanla formaciónde la

cápsulahastahacemuy pocotiempoy, por tanto, setienenpocosdatosmolecularesacerca

de los genesque dirigen la síntesiscapsularasí como de las proteínascodificadaspor los

inismos.

Tomandocomo punto de partida lo anteriormenteexpuesto,los Objetivosde la presente

‘lesis sonlos siguientes:

A) Clonación, identificación y análisis molecular de los genes que dirigen la biosíntesis

del polisacárido capsular de serotipo 3 de S. pneumoniae.

B) Caracterización de las funciones desempeñadas durante la biosíntesiscapsular de

S. pneumoniae por las proteínas codificadas por los genes capsulares.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLÁSMIDOS Y OLIGONUCLEÓTIDOS

Parael desarrollode estetrabajo se utilizaron las estirpesbacterianasy los plásmidosque

sedetallanen la Tabla 3, y los oligonucleótidossintéticosdescritosen la Tabla4.

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepasse conservaroncongeladasa -700C en medio de cultivo al que se añadió

glicerol al 10% (y/y) (concentraciónfinal). En el momento de sembrar las cepas, se

descongelaron,incubándoseen los medioscorrespondientesa 370C, amenosque se indique

lo contrario,con agitacióncuandose tratabade cepasde E. coil y sin agitaciónparalas de

£ pite umoniae.

Los cultivos de E. coli sesembraronen medio LB (Sambrooky cois., 1989),añadiendo

agaral 1 ,5% (p/v) paracultivosen medio sólido. Laconcentraciónde antibióticoañadidaal

medio LB parael cultivo decepasresistentesfue, salvo que se indique lo contrario,de 100

j~g mV’ parala ampicilina (Ap), 10 ~g mf’ para la tetraciclina(Tet), 0,5 mg mf’ parala

eritromicina(Ery) ó 20 jxg mf’ parael cloranfenicol(Cm). El crecimientode los cultivos de

E. coli se siguió por turbidimetríaa 600 nm (A
600)con un espectrofotómetroShlinadzuUy-

260.

Para el cultivo de £ pneumoniaese utilizó el medio CA-Y: CpH8 (Tomasz, 1970)

suplementadoconextractode levadura0,08%(p/v) (Difco). Paracultivos en medio sólido,

se añadióal medio anterior agaral 1,5% (p/v) y catalasa(250 unidadesmV’) (Boehringer

Manheitn) aunque. en otros casos, se utilizaron placas de agar-sangre[Agar de soja

tripticaseina(Hispanlab).suplementadocon 5% de sangredesfibrinadade camero]. Las

cepas de neumococoque contienen derivados de pLSEI (Ronda y cols., 1988) se

seleccionaronsuplementadoel medio correspondientecon 1 ~tgmV’ de lincomicina (Lin).

La multiplicación de estemicroorganismose siguió por nefelometríacon el empleo de un

nefelómetroColemanmodelo 9. calibradopara el recuentode células viablesdonde 1 N=

7.5 x lO> unidadesformadorasde colonias(UFC) mf’,

45



M
A

T
E

R
IA

LE
S

Y
M

É
T

O
D

O
S

(1
‘0

‘o
0

0
os

o>

‘o

-t
.9~

rn
tfl

~fJ
-t0
0

0
0>

0
0

—
‘-d’

~
—

cO
’

cd
O

e
—

o

o
cd

x
t

0
0os‘o

o>
o

os
o

cd
$4

o)
o

~Q
E

6
~

o
~

~
.

4
-.t

~
-

z’cn

—
£

uu
-~

-t
u

~
<14$

~t
-~

-4
2

u

-1
-,

~
2

t~
o

o
~

%

o>-~
~

-r
~

‘1.>
~

-
~

~
r—

7
Z

u
~

Ir
u

~
.

•,,.

—7~
-t

N
~

~
-

E
~

2
>

-’
~

.~
N

~>
~

un
u

~r
‘~

~
—

.~
g

S
.u

q
~

E

e-->

Oo>o‘4

uoenu00o4r>

—
O

>

N
~

Ir>

o
’

rl-,

unO
c

rl
o

u
o

—

‘1-
LI~

0

un
e-->

(1
en

u)>
00

un
un

en

‘o
—

‘o
e-->

e-->
e-->

e-fl
‘~

~o
CA>

o
)bI

tooe
-

0
0

0
0

osa,oO‘uPa

en
o

o>
4

-.
0

’
o

—
‘oo

e‘u
c
d

t
‘ucd

‘oooun‘uo)N‘uoe‘cd
CA>

os
‘4>

O
s

0
0

—
Cus

‘o

‘o

O
oN

un
~

L>
cd

—q
,

cd
~2

—
<

u.;

o)cdo
)

o)ooo)
e

-
ooE‘cdo.o)o.u,

u,oEu,
‘cdE.u,cdcdo)ocd.0u,o)o-

reencd

.0cd

~oo

<
~

H
O

O
U

O

46



M
A

T
E

R
IA

LE
S

Y
M

É
T

O
D

O
S

V
S

0
0

o>N
O

a
,

cd
cd

1-,
‘u

=
o

—
-.~

~
t

t
>5

‘u
e‘4

4:

4
:’

—
~

‘C
se-nun

—
o

4
u

n
m

v
o

r~
0

0
0

0
o

s
~

--.rlu
n

CA>
CO

CA>
CC

CA>
CA>

(A>
Cf)

cdo-‘uo

‘:1~
-n

fl
o>

-
-D

C
VS

~
.fl

.L
.~

-z
o

0
e

-n
o

o
o

.n
~

o
o

h
.u

n
‘A>

un-a
C

c
c

‘O
0

0
V

S
0

0
’o

V
S

C
1

0
0

0
0

o
c
O

0
0

o
s
~

O
T

h
’t0

0
C

0
’0

’V
S

tflc
4

0
0

U
~

Ú
o

>
.n

0
’e

-n
c
m

c
lu

n
u

n
o

u
n

e
-n

rlrlu
n

es
U

n
—

o—O
~

(.2
‘-

H
-~

’
a

,
O

cd

o)

tecdo)’

V
S

0
0

o
>

VSO
C

O
s

tiO
C

‘o

c
s
Z

c
i

—
O

OC
>50>

bu
—

.t~
o

•
>

5
>

5
-Oo

>5
c
ta

,~
~

cd
Y

cd

a
,

oO>5Ncd1
)o
-

o
-

.o
)Cdo)

¡o
)

It.eo
-

ee
-eo.o)

•
.

CO
un

e-n
(/3

~
en

re‘cd‘u:
o.re

‘-ou
nz

C
i

‘t
rl>

u
n

VS

o
.-,

o-
o.

t

0
0

0
>

os
U

U
m

o
.o

.o
-

47



M
A

TE
R

IA
LE

S
Y

M
É

T
O

D
O

S

00O
C

os‘o
—

—
o

s
c
o

o
~

o>
o>

w~~
O

‘o
~

>
cd

cd

cd
cd

0
0

~
~o-~o-

u

O
s

~
4C

C
xtr~

C
C

~
~>rtrL

o
-o

-o
-o

-o
-

‘oO
C

o
>U
n

oO‘o‘u

O
C

t
os-N

cd~
0

m
C

C

O
C

0
0

osO‘o>5‘u‘u
-t

cdoE—
cdE

40
U

H
<

<
c
d

cd
o-

o-
o-

o
4

:4
:4

:
~

VS
VS

C
N

O
V

S
O

o
-o

-o
-a

-Ocd‘ocd‘uoo
-

cicdcdo-cdo-too‘uo.o‘ub
u

‘ucdtoo-‘uo
-

e-->

u.;oobu

-o1
)

ocd
-o‘utiEOU

n
oEo1

-
oU

n

o‘uo~0cdb
u

‘uooti‘uU
n

cio-‘uU
-)

‘ocd‘o

u.;

o-Ocdo-Oooo
-

o‘u‘oooo-
-2

-~
bu

~
o

oL
z
2

~
O

)
‘u

-o
-O

y
-

O
H

-s
ob

u
t

ce
e-

o
-o

-~
~

ci
0

-~

-D
-L

‘oo
0

0
cd

‘o
o-

O
C

‘uO
e-->

ci
cd

‘u
o

-
-O

‘uo
4:

CO

zo
-o

0
4:

ooCAen
.4

O

-~
h

e
-A

‘t
CC

e-~
O

1)
o-

-O
E

vS
t

o
$

-.
U

n
‘o

-O
O

o
0

~
~

e-
o

‘o
C

d
c
i

ci
5

-;-;
~

~
-~

-O
o

1>
0

~
e

-
‘u

‘u
‘oo

O
O

ci

E
o

-o
-o

-~
cd

‘u
‘u

ci
-~

-O
--o

a
,

~
-~

g
4..>

o
‘o

31)
0

0
‘o

o
O

)
‘u

O1
)1

)

•
~

~
o-

~
4-.>

0
Z

-
—

‘o
‘o

,,—
—

~
‘u

u.;
=

¿
L

ii
~

o)eoo
)

o
)

e-o
)o
)

ecdo
)

o
)Oo.eo)

ce
-

eo.
4

-

Oeo)OEu
,

‘Cdo.o)o.4
-

u
,

48



MATERiALES Y MÉTODOS

Tabla 4. Oligonucleótidos sintéticos.

Nombre Secuencia 5—>3’

CAP3APR1 TAOCACCGCTAAAGACAGTCC

PCAP3 CGAGGTCATTGGTCAGCAGAAAOTA

PCAP3E CTATACACGCGATTCATATOOCAGAG

PCAP6 CTCTGCTTCATTAAAAGCAACAACC

PCAP7 CCGCCCAACGAATAAGAATAAAGAC

PCAPIO GATTGAAAACACCCTAGCTCAAGAAG

PCAP1 1 GAAGTCGCATTTAAACGATTOGTCAG

PCAPI2 TAAAGCAGCTATACAGGATGTGATG

PCAPI 3 CCATAAAGCTCTOAATAGTTGCAATAC

PCAP2O GAAAGAGGACTGTAGTCATATGAAAATTG

PCAP21 (iTGTGCCCAUCCCTGCAGC

PCAP22 TATAACCGCCCAATGCATAAGAATAAAGAC

Las secuenciassubrayadasindican dianasde restriccióncreadaspor los oligonucleótidos

durantela amplificaciónmediantePCR y en las que los nucleótidos en negrita corresponden

a los queno coincidencon la secuenciamostradaenla figura 10.

3. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA

E. cvii se transfonnóutilizando el método con RbCI (Hanahan,1983) o bien mediante

electroporación(Dowery cols., 1988).

Lapreparaciónde cepascompetentesde neumococoha sido descritaporTomasz(1970).

1~os cultivos de neumococoposeencompetencianatural en una detenninadaetapadel

crecimiento(a una concentracióncelular comprendidaentre280 y 300 N). Una vez que el

cultivo alcanza esta concentracióncelular, se le añadeglicerol al 10% y se congela

rápidamenteen unamezclafrigorífica de etanoly nievecarbónica.Las célulasconservadasa

.700C mantienenla competenciasin pérdidaapreciabledurantelargosperiodosde tiempo.

El métodode transformaciónutilizado ffie esencialmenteel descritopor Baranyy Tomasz

jI 980). exceptoque la incubacióncon el DNA transformanteserealizó a 300C durante30
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minutosen medio CpHS suplementadocon seroalbúminabovina al 0,08% (p/v). Después,

los cultivos se incubarona370C durante90-120minutosen medio C±Ysuplementadocon

seroaIbú~ninabovina al 0,08%(fasede expresión),antesde ser inoculadosa 370C en el

medio sólido adecuado.Cuandofue necesarioaumentarla proporciónde célulascapsuladas

en la suspensión,se favoreció la aglutinación y sedimentaciónde las células rugosas

mediantela adiciónal medio de expresiónde antisueroanti-R (0,5 it1 mt’).

4. OBTENCIÓN DE MUTANTES RUGOSOS DE & pnewnoniae

Los mutantesespontáneosno capsuladosde neumococose aislaronmediantesubcultivos

repetidosde la estirpeparentalcapsuladaen medio C±Yo en agar-sangre,tal y como se

describióanteriormente(Garcíay cols., 1993). Asimismo seaislaronmutantesrugososde

neumococoutilizando la técnicade inserción-duplicación(Morrisony cols., 1984),con las

siguientes modificaciones:un fragmento interno de cada gen se clonó en el plásmido

pUCEl91 y el plásmido recombinanteasí obtenido se utilizó paratransformarla estirpe

M23 de neumococo.A continuación,se seleccionaronlos transformantesLin’~ y se observó

su fenotipocapsuladoo rugoso,que fue posteriormenteconfirmadomediantela técnicade

Quellung’ (ver másadelante>.

5. SEROTIPADO

La presenciade cápsulaen neumococose pusode manifiestomediantela reacciónde

‘Quellung’. Para ello se extendió una gota de una suspensiónde neumococosobre un

portaobjetosy se secó al aire. A continuaciónse depositóuna gota de antisueroanti-

neumococoal que se le habíaañadidouna gota de azul de metileno y al cabo de unos

minutos, se examinó la preparaciónal microscopiocon objetivo de inmersión. La cápsula

parecede estemodo estar hinchada y se visualiza como un halo claro rodeandoa la

bacteria: este efecto se produce como consecuenciade un aumento en el índice de

refraccióndel polisacáridoal reaccionarcon los anticuerpos.Los antisuerosusadosfueron

suministradospor el StatenSeruminstitutde Copenhague,Dinamarca.
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6. EXTRACCIÓN DE DNA

Para la extracción de DNA cromosómico en pequeñaescalaa partir de cepas de

neumococoLytAÁ se utilizaron 10 ml de un cultivo en medio C+Y a una concentración

aproximadade 800 N. Estecultivo se centrifugóa 10.000 g, durante5 minutosa40C. Las

célulasseresuspendieronen 0,4 mi de tampónfosflito sódico20 mM, pH 6,9 y seañadieron

25 pi de una solución0,5 M de EDTA (pH 8,0). A continuaciónse añadieronentre5 y lO

ytg de amidasaLytA (Garcíay cols., 1987)y se incubéa 370C durante20 minutos,tras lo

cualsetrató la suspensióncon 50 pi de unasoluciónde desoxicolatosódico(DOC) al 10%

y se incubé a 37%’ hastaobservarla lisis total de la suspensión.A continuación,se

añadieron5 pi de una solución de RNasaa lO mg ml’ y se incubé una hora a 370C.

DespuésseagregóProteinasaK (concentraciónfinal 150 ¡tg ml’) y se incubó una hora a

370C. A continuación.se añadieron0.5 mi de una solución de fenol:cloroformo:alcohol

isoamílico (25:24:1). se mezcló y se centrifugó a 12.000 ~< g durante 15 minutos a

temperaturaambiente,desechandola faseorgánica.A la faseacuosase agregaron50 pi de

una solución 3M de acetatopotásico(pH 4,8) y 1 ml de etanol absoluto,enfriando la

mezcla durante20 minutos a -200C, tras lo cual se centrifugó a 12.000 x g durante5

minutos.El precipitadoselavó con 1 ml de etanolal 70% y se secó al vacíodurante¿lO

minutos.El DNA así precipitadosedisolvió a temperaturaambienteen 0,5 ml de TE [10

mM Tris-HCI (pl-] 8,0), 1 mM EDTA].

Cuando se purificó el DNA de una cepa de neumococo LytA4, las células se

resuspendieronen 0,4 ml de una solucióncompuestade 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 30 mM

EDTA, 0,4%sarkosyly 0,1% Triton X-l00 (Morrison. 1978) y se incubarona 370C hasta

producirse la lisis total. El resto del procesose llevó a cabo de la manera descrita

anteriormente,omitiendola adiciónde acetatopotásicoantesde precipitarel DNA.

La extracciónde DNA agranescalade cepasLytA’ de neumococose realizó siguiendoel

métododescritopor Fenol> y cok. (>994). En el casode cepasLy-tA separtióde 400 ml de

cultivo y se efectuó de manerasimilar a la descritaparala preparaciónen pequeñaescala

aumentando40 veceslas cantidadesde los reactivosusados.Tras la lisis de las célulasse

procediósiguiendoel métododescritoparalas cepasLytA4.

La preparaciónde plásmidosa partir de las cepasde E. cvii se realizó utilizando el

método de l3irnboim y Doly (1979) tal y como lo describenSambrooky cois. (1989). En
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ocasiones,los plásmidosse purificaron en gradientesde CsCI-bromurode etidio segúnse

describeen Sambrooky cols. (1989).

La concentraciónde DNA se estimé a partir de la absorbanciade la solucióna 260 nm

(4261,). Unasoluciónde DNA de 50 jztg mi’ poseeuna¿1260 de 1, cuandoseutilizan cubetas

de 1 cm depasoóptico.

7. EXTRACCIÓN DE RNA

La cepa406 de £ pneumoniaese incubéen medio C±Y(30 mI) hastatinos 500 N. Las

muestrassecentrifugarony lavaronconTEC (10 mM Tris-HCI pH 8,0;10 mM EDTA). Las

célulasse lisaron con 0,4 ml de TEC conteniendo0,1% de DOC, congelándosedos veces

en nitrógenolíquido. Posteriormente,se añadieron50 pi de SDS al 10% y 50 jul de acetato

sódico 2 M pH 4,0. A continuación,se añadieron500 pi de fenol equilibrado con agua

(fenol fundido conteniendo hidroxiquinoleina al 0,1% (plp) y equilibrado con tres

volúmenesde agua)a 600C, semezcléenérgicamentey se incubo a 600C durante5 minutos.

Las muestrasse centrifugaron recuperándosela fase acuosay extrayéndoseel RNA

mediantedos tratamientosa60”C con 400 pi de fenol equilibradocon aguay precipitándose

posteriormentecon etanol absoluto.El RNA se disolvió en el volumen adecuadode TEC.

El DNA presenteen las muestrasse eliininó mediantetratamientoa 370C duranteunahora

con DNAsa 1 libre de RNasa(Pharmacia)en presenciade un inhibidor de RNasas(RNAsine

de l3oehringer). La concentraciónde RNA se estimó sabiendoque una unidad de A260

equivalea una concentraciónde 40 ~g mV’. Para determinarla purezadel RNA, las

muestrasseanalizaronen un gel de agarosaal 1% y sealmacenarona -70’C.

8. ELECTROFORESIS DE DNA

8.1. ELI« ¡ ROFORESIS CONVENCIONAL

Se utilizaron gelesde agarosaal 0,7 ó al 1% en tampón TAL (Tris-HCI 40 mM, ácido

acético20 mM, EDTA 2 mlvi. pH 8,1), utilizando el mismo tampóncomo electrolito.A las

muestrasse les añadió 1/4 de suvolumende unasolucióncompuestapor Ficolí 400 al 30%

(p/v). azul de bromofenolal 0.2% (p/v), xilencianol al 0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0. La

electroforesisse realizó a 100-150V durante60-90minutosy. unavezfinalizada, los geles
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se tiñeroncon bromuro de etidio (5 xg mU’) y [osfragmentosde DNA se visibilizaron con

radiación ultravioleta. Como marcadoresde tamaño, se utilizaron el DNA del fago X

digerido con la enzima de restricciónBstElI (Amersham),y la forma replicativa(RF) del

DNA del fago 4X 1 74 digeridocon HaeIII (New EnglandBiolabs).

8.2. ELECTROFORESIS EN CAM1~O PULSADO (PECE)

La preparacióndel DNA de S. pneutnoniaey £ oralis, embebidoen bloquesde agarosa,

se llevó a cabosegúndescribieronGascy cols. (1991).El DNA se digirió con las enzimas

de restricciónadecuadasencadacaso.Parala electroforesisseutilizarongelesde agarosaal

1% en TBE-SG (Tris 75 mM, ácido bérico 25 mM, EDTA 0,1 mM) (Stiblitz y Garletis,

1992). La electroforesisse llevó a cabo a 90C en estemismo tampón,a 200 V con una

rampaascendentede pulsosde 1 a 40,2 segundosdurante24 horas,utilizando un aparato

CHEE-DRII (Bio-Rad).A continuaciónlos gelessetiñerondurante20 minutosen bromuro

de etidio (1 ~igmr’), previamentea su examenbajo radiaciónultravioleta,,Los marcadores

de tamaño utilizados frieron moléculas concatenadasde XcISS7Sam7 (Bio-Rad) y

cromosomasde Saccharornyces cerevisiae (Bio-Rad).

9. REACCIÓNEN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para llevar a cabo la amplificación se empleó un equipo ‘Gene ATAQ Controller’
FM(Pharmacia-LKB)y las enzimasPfr DNA polimerasa(Stratagene)o Replithenn DNA

polimerasatermoestable(Epicentre)de acuerdocon las instruccionesde los proveedores.

Las condicionesde amplificaciónseespecificaránen cadacaso.Los productosamplificados

sepurificaron utilizando ~-Agarasa(New EnglandBiolabs) o con el ‘kit’ Geneclean(Bio

101).

10. SECUENCIACIÓN DE DNA

La secuenciaciónmanual de DNA serealizó segúnel métodode Sangery cols. (1977).

Para la reacciónde secuenciaciónse utilizó el ‘T7 Sequencing’MKit’ (Pharmacia)y como

nucleótido marcado radiactivamente,[a-355]dATP (3,7k1 0’ Bq mmd’) (Amersham)’,

siguiendolas recomendacionesde los fabricantes.

53



MATERIALES Y MÉTODOS

l)urante la última parte de estatesis, la secuenciaciónse llevó a cabo utilizando un

secuenciadorautomáticomodelo Abi Prism
327¡M (Applied Biosystems).Para la reacción

de secuenciaciónse utilizó el ‘Dye TerminatorCycle SequencingReadyReactionKit’ de

Applied Biosystems,y la DNA polimerasaAmpliTaq FS, siguiendolas recomendacionesde

los suministradores.Las reaccionesse llevaron a cabémediantela técnicade PCR con un

termociclador‘Gene Amp PCR System2400’ de Perkin-Elmer.

La secuenciacióndirecta de los productosde la técnicade PCR se llevó a cabécon el

‘fmoI DNA SequencingSystem’ de Promega,de acuerdocon las indicacionesde los

proveedores.

Para el análisis de las secuenciasde DNA se utilizó el paquete de programasdel

‘WinsconsinGenetiesComputerGroup’ (Madison,Winsconsin,USA) (])evereuxy cols.,

1984). Las secuenciasde aminoácidosdeducidas a partir de la de nucícótidos se

compararoncon las existentesen las basesde datos Swissproty NR, así como con las

secuenciasdeducidasde las incluidasen las basesde datosGenBanky EMBL.

II. TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN DE DNA y RNA

11.1. MÁRUA,w 1W SONI)AS

Los fragmentosde DNA marcadosradiactivamente(sondas)se obtuvieronmediantela.

técnicadel ‘random-primer’utilizando [a-
32P]dCTP(14,8x102 Bq mmol<,3,7>d0~Bq

1~r’}
(Amersham).el fragmentoKlenow de la DNA polimerasa1 de E. cvii (l~ollk), la solución

de iniciadores(‘primers’) y los dNTPs (Pharmacia),segúnse indica en Sambrooky cols.

(>989).

El marcajede oligonucleótidossintéticosse llevó a cabo mediantela utilización de la

polinucleótido quinasadel bacteriófagoT4, utilizando [‘y-’
2P]ATP(18,5x10’3 Bq ‘nmof

3.7xl0~ Bq pl’). siguiendolas indicacionesde Sambrooksy cols. (1989).

Los fragmentosde DNA ~narcadoscon biotina seobtuvieronmediantela utilización del

sistema tolarPlex Cherniluminiscent Blotting Kit’ (Millipore) de acuerdo con las

instruccionesde los proveedores.
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11.2.’Soi ti I¡tRN—¡n ÁYI’

La hibridación por la técnicade Southernse realizó segúnel protocolodescrito por

Sambrook y cols. (1989). El DNA se transfirió a membranasde nylon ‘lmmobilon-S’

(Millipore) y la hibridaciónse llevó a cabo a 650C, con sondasmarcadascon biotina de

acuerdocon las indicacionesde los proveedores.

11.3. ‘Dor~nLo1r’

El DNA (aproximadamente1 ~xg)fue desnaturalizadopor tratamientodurante10 minutos

a 370C en NaOH 0,5 M; a continuación,sedepositósobreuna membrana‘lnimobilon-S’

(tvlillipore) utilizando un aparatode ‘dot-blot’ (Bio-Rad). La membranase sumergióen

solución desnaturalizante(NaCí 1,5 M, NaOH 0,5 M) durante 1 minuto, se transfirió

despuésa unasoluciónneutralizante[Tris-HCI0,5 M (pH 7,2); NaCí 1,5 M; EDTA 1 mM]

durante1 minuto y se secóal aire. El DNA se unió covalentementea la membranamediante

irradiaciónultravioletadurante10 minutos.La hibridacióncon lasondamarcadacon biotina

se realizó a 650C siguiendo el procedimientodescrito anteriormentepara la técnica de

~Southern-blot’.

11.4. ‘NORrnrRN-rn.>oi’

Trasel aislamientode RNA, tal como se indicó en el apartado7 de Materialesy Métodos,

las muestrasse cargaronen gelesde 1% de agarosaconteniendo2,2 M de formaldehidoy

sesometierona electroféresisa 9 V ~ duranteunas 1 8 horas.El gel se lavó variasveces

contraaguay se trató segúndescribenSambrooky cols. (1989). La transferenciade RNA

serealizó mediantevacíoutilizando 2OxSCS(SCS lx: NaCí 150 mM, citrato trisódico 15

mM). La membranase secódurante30 minutosa 65V y, posteriormente,sefijó el RNA

con radiaciónultravioleta(10 minutos).La hibridación con la sondade DNA marcadacon

[a-32P]dCi’P.serealizóa 65 0C durante14 horas.

12. TÉCNICA DE ‘PRIMER EXTENSION’ PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS

SITIOS DE INICIACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN

El RNA (20 ~tg)y el oligonucícótidomarcadoradiactivamenteen su extremo 5’ con

[y—2P3ATP (10< cpm) se precipitaronconjuntamente,resuspendiéndoseel sedimentoen 30
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pi de buifer de hibridación [PIPES (N,N’-bis[ácido 2-etanosulfónicol-piperazina)40 mM

pI] 6.4; EDTA 1 mM; NaCí 0,4 M y 50% formamida], desnaturalizandoa 850C durante10

minutos e incubando12 horasa 300C. El hibrido RNA-oligonucleótidose precipitó con

etanol y se disolvió en lO pi de la mezclade reacciónde la transcriptasainversa(tampón

AMV (1 ><) (Promega);dNTPs0,9 mM, pH 7; 0,4 U de RNAsine,y 3 U de enzima(virus de

la mieloblastosisaviar, Promega)1.La reacciónde extensióntranscurreduranteuna horaa

420C y sedetieneconNaOH a unaconcentraciónfinal de 0,4 M, manteniéndose12 horasa

temperaturaambienteparadesnaturalizarlos ácidosnucleicos.Posteriormenteseneutralizó

la mezclacon ácido acético0,4 M, los ácidosnucleicosse precipitaroncondos volúmenes

de etanolabsoluto,y sedisolvieron en una soluciónque contieneazul de bromofenolal

0,15%. xilencianol al 0,15%,EDTA 5 mM (pH 7,5) y 48,75%de formamidadesionizada.

La determinacióndel sitio de iniciación de la transcripción se llevó a cabo mediante

electroforesisen un gelde poliacrilamidaal 6% conteniendo8 M de ureay autorradiografia

posterior. Como referenciase utilizó una reacciónde secuenciacióndel plásmido que

contienela zonapromotoraobjeto de estudio.

13. ELECTROFORESIS DE PROTEíNASEN GELES DE POLIACRILAMIDA-

SDS (SDS-PAGE>

Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en

condicionesdesnaturalizantesen presenciade SDS. La técnicadescrita fije la utilizada por

Laemmli (1970)utilizando gelesde poliacrilamidaen placa(160 m~n X 100 mm x 2 mm) a

una concentraciónde entreel 8 y el 1 5%. Las muestrasse hirvieron durante5 minutosen

presenciadel tampónde ruptura(Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2%, ~-mercaptoetanol

al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenolal 0,005%). Las electroforesisse realizarona.

temperaturaambiente y a 50 mA (corriente constante), utilizando un electrolito que

conteníaTris-HCI 0.025 lvi, glicina 0,192 M y 51)5 al 0.1%. Las proteínasde los gelesse

visualizaron con azul brillante de CoomassieR-250, según se describeen Swank y

Munkress (1971). Las proteínasempleadascomo marcadoresde tamaño molecular se

adquirieron de Bio-Rad: fosforilasa b (92,5 kDa), seroalbúminabovina (66,2 kDa),

ovoalbúmina(43 kDa), anhidrasacarbónica(31 kDa) e inhibidor de tripsina (21.5 koa).

56



MATERIALES Y MÉTODOS

14. OBTENCIÓN DE EXTRACTOSCRUDOSDE CULTIVOS BACTERIANOS

Para obtenerextractosde E. cvii se cultivaron las células en el medio adecuadoa

370(5 durante 16 horas(faseestacionariade crecimiento).A continuación,se diluyó 1/75

(y/y) el cultivo en medio fresco (volumen final 100 mí) y se continuó la incubaciónel

tiempo adecuadoa cadacaso, tras lo cual seañadióIsopropil ¡3-D-tiogalactósido(IPTG)

(0,5 mM, concentraciónfinal). La incubaciónse prolongó el tiempo indicadoen cadacaso.

A continuación,se enfriaron los cultivos a 40C, se centrifugarona 6.000 >< g durante 10

minutosy se resuspendieronlas célulasen 5 ml de tampónfosfato sódico50 mM pH 7,0.

tina vezhomogeneizadala suspensión,las célulasserompieronmediante.3 tratamientosde

ultrasonidosde 10 segundosde duracióncadauno, empleándoseun sonicadorMSEmodelo

MK2 y manteniendosiemprela muestraa 40C. En determinadoscasos,la suspensiónse

centrifugó a 16.000 x g durante10 minutos a 40C para separarla fracción solublede la

particulada,tras lo cual se valoró la fracción proteica de ambasmuestrasmedianteel

métodode Bradford(1976)y se analizaronlas muestrasmedianteSDS-PAGE.

Para la obtención de extractoscelularesde estirpesde 8. pneumoniae, éstas se

cultivaron en 10 ml de medio C+Y duranteunas6 horasy al alcanzarla faseexponencial

tardíade crecimiento,setransfirierona 100 ml de medio frescocontinuándosela incubación

hastaalcanzaruna turbidez de 500 N. A continuaciónse enfrió el cultivo a 40C y se

centrifugó a 1 0.000 x g durante20 minutos a estamisma temperatura.Las células se

resuspendieronen 3 ml de tampónfosfato sódico50 mM pH 7 y se sometió la muestraa

tres tratamientosde ultrasonidosde 10 segundoscadauno utilizando un sonicadorMSE

modelo MK2 y manteniendolas célulasen todo momentoa 40C. El polisacáridocapsular

presenteen el usadocelularobtenidose analizópor inmunodifusióndoble en gel.

15. DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE LAS PROTEiNAS

Cx¡’3A, CÁP3B Y CÁP3C.

La preparaciónde las muestrasse realizó siguiendoexactamenteel métododescrito

porSpeicher(>994) y se determinóla secuenciade aminoácidosdel extremoN-terminal de
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las proteínasCap3A,(?ap3B y Cap3C,medianteel métodode degradaciónde Edman.Para

ello se utilizó un secuenciadorautomáticomodelo 477A(Applied Biosystems).

16. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA

16.1. ENsAYO DE A(71’IVII)AI) UDP-CLCDH

El ensayose realizó segúnel métododescritopor Sehiller y cols. (1973)modificado

de acuerdoa ciertas característicasde la enzimade 8. pneumoniaedescritaspor Milis

(1960). La estirpede E. cvii conteniendoel gen cap3Adonado,se cultivó en 10 ml de LB

suplementadocon 1 00 gg mV’ de ampicilina duranteuna noche;a continuaciónse diluyó

1/100en 100 ml de medio fresco y secontinuó la incubaciónhastaalcanzarunaA6,~, de 0,6.

A continuación,el cultivo seincubó durante30 minutos a 30
0C. tras lo cual se suplementó

con IPTG (0,5 mM, concentraciónfinal) la incubaciónseprolongó durante75-90minutosa

300C. se enfrió el cultivo a 40C y se centrifugó a estamisma temperaturaa 6.000 x g

durante10 minutos. lascélulasse lavaroncon 50 ml de tampónde ensayo1100 mM Tris-

HCI (pH 9,0), lO mM tioglicolato potásico,5 mM MgCl
2] y se resuspendieronfinalmente

en 3 ~nl del mismo tampón. Las células se rompieron mediante tres tratamientosde

ultrasonidosde 1 0 segundoscada uno, manteniendola muestra siempre a 4
0C. A

continuación,secentrifugóel lisado celular a 1 6.000 >< g, durante1 5 minutosa 00C, tras lo

cual se recogió el sobrenadanteque sirvió como extracto enzimático para el ensayo

posterior. La concentraciónde proteínasse determinómedianteel método de Bradford

(1976)utilizandoseroalbúminabovina como patron.

El ensayose realizó a 300C en una cubetade espectrofotómetrocon un volumen total

de 1 ml de tampónde ensayosuplementadocon 1 mM de UDP-Glc y 2 mM de NAD; la

reaccióncomenzóañadiendocantidadesvariablesde extractoenzimático. La oxidaciónde

NAO a NADI-1 se determinó midiendo el aumento de A340 en un espectrofotómetro

Shimadzut.JV-260. Una unidadde enzimase define como la cantidadde enzimanecesaria

paraproducir 2 ~~nolesde NADH por minuto, a 300C. La relaciónentreaumentode A
340 y

~molesde NADI-l producidosse realizó mediantela aplicaciónde la ley de Lambert-Beer,

cuyaecuaciones: AHÓ b x M x E: dondeb esla longitud del pasoóptico (1 cm), M es la

concentración~nolarde NADH y s es el coeficientede extinción molar, en el caso de!

NADII. g — 6220M’ cm’.
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16.2. II)FNIIIICA(¡ON 1)11. PRODUCTO DE REACCIÓN DE LA ENZIMA UDP—GLCDI-1

Los productos de la reacción se analizaron por cromatografia líquida de alta

resolución(I-IPLC). Se utilizó un procedimientomodificado del descrito por Hoistege y

cols. (1982). Trasllevar a cabola reacciónenzimáticadurante1 horaen presenciade 250

nCi de 1JDP-[U-’4C]glucosa(l,14x10’~ Bq mmor’), seanalizaron100 ~‘Ide la reacciónen

un equipode Hl-WC (Gilson) provisto de unacolumnade intercambioaniónicoSpherisorb-

1 0-SAX (4.6 x 1 50 mm) (Spherisorb).La elución de la columnasellevó a cabo mediante

un gradientede concentraciónde fosfatomonopotásico.El eluyenteA consistióen KI-1
2P04

20 mM pH 4,1 mientrasqueel eluyenteB conteníaKH,P04 500 mM pH 4,6. El eluyentede

alta concentraciónse añadióal de bajamediantedos gradienteslineales,alcanzandoel 6%

(y/y) en el minuto 6, y el 100%en el 36. El flujo semantuvo constantea 1,5 ml miii . Se

recogieronfraccionesde 0,5 ml y se determinó la radiactividad de las mismas con un

contadorde centelleo1219Rackbeta(LKB Wallack).

17. EXTRACCIÓN DE POLISACÁRIDO CAPSULAR DE NEUMOCOCO

El métodoempleadoesuna modificacióndel descritopor Lund y Henrichsen(1 978).

Esta modificación consisteen la inclusión de, al menos,dos procesosde eliminación de

proteínaspor tratamientocon cloroformo/alcoholisoamilico (24/1) (y/vi Asimismo, si la

estirpeutilizadaesun mutanteiytA se incluyó un pasoprevioa la lisis con DOC, en el que

se trataronlas célulasdurante30 minutosa 37
0C. con 5 gg mt’ de amidasaI.>ytA purificada.

18. MISCELANEA

¡8.1. FRÁCCIoNÁMwFSro SLIBCELlJLAI I)E E. cali

La preparaciónde esferoplastosy el fraccionamientode las célulasde E. cvii se realizó

segúnel métododescritoporOsborny cols. (1972). La lisis de los esferoplastosse efectuó

mediante resuspensionen agua. De este modo se obtuvieron tres fracciones: a)

citoplasmática.b) membranosa,y c) periplás~nica.La presenciade polisacáridocapsularde

serotipo3 de neumococoen estasfraccionessedeterminómedianteinmunodifusióndoble

en gel (ver másadelante).
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¡8.2. MÁNIPI;1>xnóN I)EI. DNA CON ENZIMAS DE lISO COMUN EN ItIOL()GLA

NlOI.>FCIII.>AR

Las endonucleasasde restricciónse obtuvieron de BoehringerManheim, Amersham,

Pharmaciao New EnglandBiolabs. La fosfatasaalcalinade intestinode ternerase obtuvo

de BoehringerManheim,asícomola DNA ligasa,Pollk y la polinucleótidoquinasadel fago

T4. Las enzimasy sustamponescorrespondientesse utilizaron siguiendo,en cadacaso,las

indicacionesrecomendadaspor lascasascomercialescorrespondientes.

1 8.3. INMUNODIFUSION DOBLE EN GEL

Se siguió el procedimiento descrito por Ouchterlonyy Nilson (1973). Sobre un

portaobjetosse extendióunacapade agarosaal 1%. Sehicieron unospocillosen los que se

cargarondistintas cantidadesde extractos celulares, así como de antisuerosserotipo-

específicos,y se incubo durante12-18 horasa 370C en atmósferahúmeda,tras lo cual se

aprecianlas bandasde inmunoprecipitación.

18.4.DETERMINAcIÓN DE ÁCIDOS URONICOS

La determinacióndel contenidoenácidosurónicosdel polisacáridopurificadoy de los

ensayosenzimáticosse realizó medianteel testdel carbazol(Bitter y Mtiir. 1962). Parala

realizaciónde la gráficapatrónse utilizaronsolucionesestándarde ácidoglucurónico.

18.5. DETERMINAcIÓN DE (.?ARBOHIDRATOSIOTAL.>ES

La determinaciónde los carbohidratostotalespresentesen una muestrase realizó

medianteel testdc la Antrona(Loewus,1952).

18.6. DFrERMusAcIÓrs DE LA MASA DEI.> POLISACÁRIDO CAPSULAR

Se realizó mediantefiltración en gel (Howard y cols., 1971), utilizando Sepharose

(‘L-48 (PharmaciaBiotecli).

18.7. PREPARAcIÓN 1)11.ANTISUIERO ANTI-R (ANTISOMÁTICO)

El antisueroanti-R se preparó segúnel método descrito por Ravin (1 959) utilizando

célulaspertenecientesa la estirpeR6.
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1. CLONACIÓN, SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE LOS

CENES CAPSULARES DEL SEROTIPO 3 DE & pneumoniae

Previamentea la realizaciónde estatesis,en nuestrolaboratoriosehabíadonadoen E.

cvii DH 1 un plásmido, denominadopLUL 1, que conteníaun fragmentode DNA de la cepa

406 de neumococo,que aparentementeenglobabaun gen, capi-1 (denominadocap3A a

partir de ahora), implicado en la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 de

neumococo(Garcíay cols., 1993).Además,se habíaconstruidouna seriede subelonesde

esteplásmidomostradosen la Figura6. Sin embargo,observamosque al hibridar DNA de

la cepa406 digeridocon la enzimaScal,con el piásinidopLOL], obteníamosdosbandasde

hibridacióncorrespondientesa fragmentosde DNA de unostamañosaproximadosde 2,5 y

2,2 kb. Por otra parte, cuando hibridamos este mismo DNA con el plásmido pLGL9,

obtuvimosunaúnicabandade hibridaciónque correspondíaal fragmentode 2,5 kb anterior,

mientrasque cuandoutilizamos comosondael plásmidopLGL lO, observamosque la única

banda de hibridación obtenida, correspondíaal fragmento de 2,2 kb que hibridaba con

pLGI.>l. Por tanto concluimosque durantela donaciónde pLGLI sehabiaproducidouna

fusión de dos fragmentosScaI de DNA, perdiéndoseposiblementeun fragmentode DNA.

de pequeñotamaño en la zona de unión. Además,encontramosque la hibridación del

mismo DNA con el plásmidopLGLS producíalas mismasbandasobtenidascon pLGL 1, le’

cual indicabaque la fusión se habíaproducidoen la zonacontenidaen pLGL5. Por otro

lado, medianteun experimentode Southern-blotsimilar a los anteriores,utilizando como

sondael plásmido pLGLI5 (Garcíay cols., 1993), encontramosque la región de DNA

implicadoen la síntesiscapsular.seencontrabaen el fragmentoSealde 2,5 kb.

Porotra parte,aislamosvariosmutantesno capsulados(rugosos)espontáneostal y como

seindica en el apanado4 de Materialesy Métodos;dichosmutantesseencuentrandescritos

en la Tabla 3. Utilizando el plásmido pLGLI como DNA donador. se realizaron

experimentosde transformaciónde todos estosmutantesrugosos, exceptuandola cepa

M24. la cual se había utilizado durante la donación de pLGL 1; en ningún caso se

encontrarontranslbrmantescapsulados,por lo que se concluyó que las mutaciones

presentesen estasestirpesse localizabanen otrasregionesdel DNA de la estirpe406.
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Figuro E
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L~igura 6. Mapafísico de la regiónde DNA de neumocococontenida en pLGLL. 1k, BarnHI; C. (Val; H,
UindlIl; P, Pstl; Pu, Pvull; Sa,Sacil; Sc, Scal.La ficeha representala posicióndcl gen cap3A. l)cbajo sc
muestranlos insertoscontenidosen algunosplásmidosrecombrnantes,construidosa partir dc pLGLI.
udijiadosen estetrabajo.

Figura 7. Mapatísicode la región de DNA de la cepa 406 situadaalrededordel insertode pLGLI. La
barra negraindica el fragmentoScaldc 2,5 kh contenidoen pLGLI quecontienela región implicadaen la
biosintesis capsular. Dcbajo sc representanlos fragmentosobtenidos con algunas endonucleasasdc
restricción y sustamañosaproximados.P, Psul; Ii, EcoRí; 5, SnaBl; 13, Dell; Pv. PvuI; II, Hinólil; Sc, Scal:

(1, (Val.

¡.1. REALIzACIÓN I)E UN MAPA FÍSICo I)E LA REGIÓN DE DNA QUE CONTIENE EL GEN

<ti ¡‘5-4.

Corno pasoprevio a la donaciónde esta región, procedimosa realizarun mapafisico de

la zona er’ la que se encontrabael fragmentoScal de 2,5 kb. Dicho mapafue elaborado

medianteexperimentosde Southem-blothibridando fragmentosde restricción de DNA de

la cepa406 con diversossubclonesdel plásmidopLGLI. semuestraen la Figura?.

Figuro 7~.
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1.2. (?ONSTIUJCCIÓN DEL I’LÁSMII)() ItECOMItINANTE FKER1

Taly como se observaen la Figura7, la endonucleasaEcoRl libera un fragmentode DNA

de la cepa406 de un tamañoaproximadode lO kb, que contieneel fragmentoScal de 2,5

kb dondeseencuentrauna región implicadaen la síntesiscapsular.Utilizando el fragmento

EcoRl como DNA donadoren experimentosde transformacióngenéticade los mutantes

rugososespontáneosobtenidosen el laboratorio(Tabla3), observamosque estefragmento

era capazde producirtranstórmantescapsuladosapartir de todosellos.

Para donar estefragmento,digerimosDNA de la cepa 406 con EcoRI y separamoslos

fragmentosproducidosmedianteelectroforesisen gelesde agarosa,traslo cualpurificamos

los fragmentosde aproximadamente10 kb y los ligamos a pBR32Spreviamentedigerido

con EcoRl y tratado con fosfatasaalcalina de intestino de ternera (CIP); utilizamos la

mezclade ligación para transformarE. cvii DHI, seleccionamoslos transformantesApR

Cm5, purificamos los plásmidos contenidosen dichos transformantesy probamos su

capacidadparatransformarel mutanteM24 al fenotipocapsulado.Deestemodo obtuvimos

un plásmidorecombinante,denominadopKERI, que conteníaun fragmentode DNA de la

cepa406 de aproximadamente6,5 kb, segúnsepudo comprobarmediantedigestióncon

distintasendonucleasasde restricción(Figura 8). Por tanto, el fragmentoEcoRI de lO kb

había sufrido una deleción de aproximadamente3,5 kb en uno de sus extremos,

concretamenteen la regióndondese encontrabael gencap3A.Mediantetransformaciónde

los mutantesrugososde serotipo3 con pKERI comprobamosque, si bien esteplásmido

conteníaun fragmento de DNA capazde transformaral fenotipo capsuladoa varios de

ellos, entrelos que se encontrabael mutanteM24. otrosmutantesno se transformabancon

pKERJ.Jo cual indicabaque la deleciónincluía regionesde DNA implicadasen Ja síntesis

capsular(ver apartado6 de estasección).

1.3. Su¡wL,oN.xCIóNI)EL INSERTO CONTENII)O EN rKERJ

Para facilitar el proceso de secuenciacióndel fragmento de DNA donadoen pKERI,

construimosvarios plásmidosrecombinantesque conteníandiferentes fragmentos del

inserto correspondiente(Figura 8). La construcciónde estos plásmidosse detalla en la

‘Fabla 5.
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Figura 8. Fragmento de DNA de neumocococontenido en el plásmido pKERI. Sobre
el fragmentocontenidoen pKER 1 semuestrala región de DNA situadaa ambosladosde
esteinserto.La barranegrarepresentael fragmentode 2,5 kb contenidoen pLGLI (Fig. 7).
En la parteinferior se indican los insertosde los plásmidosrecombinantesconstruidosa
partir de pKERl. E, EcoRl; P, PsIl; 5, SnaBI;B, BclI; Pv, Pvul; Sp, Sph[; H, Uindlll; Sc,
Seal: C. (Jal; St, 8/nl: S. Safl; Ec. Eco47Ill; Sa.Sacl.

Tabla 5. Construcción de plásmidos a partir dc pKER1

Plásniido Inserto de DNA

(endonucleasas utilizadas /tamaño)

‘Vector/endonucleasas

utilizadas

pKER3 Hindlll/0,9 kb pUC I 8/HindllI

pKER4 Psfl/3,2 kb (incluye un fragmento de pBR325) pUCI8/Í>stl

pKER5 IJindIll/2,5 kb pUCI8/HindIll

pKERJ f%-oRl-dScal/3,5kb pUCI 8/EcoRl-+-Smal

pKER8 Eca47I1 l-i-Sphl/0,7 kb pUC1 8/Smal+Sphl

pKER lO Salí 4flindlll/2, 1 kb pUC1 8/SaIl±Hindlll

pKERI l Siul+Saf¡/1 kb pUC 1 8/tS’mal+SaIl

pKER12 EcaRl SnaBl/0,5 kb pUC1 8/EcvRl-iSmal

1
E Sn St

¶ Ec
HSp Sc P Pv

pKERIR

pKERI

pKERII
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1.4. (?oNs-ÍRII CIÓN l)EI. PLÁSMII)() RECOMBINANTE rKER2

Como ya se indicó anteriormente,habíamoscomprobadoque el fragmentoEcoRl de 10

It habíasufrido una deleciónduranteel procesode donación. Debido a que la zona

delecionadaincluía regionesimplicadasen la biosíntesiscapsular,abordamossu donación

digiriendo los fragmentosEcoRl de 10 kb del DNA de la cepa406, purificadosmediante

(jenecleantras la electroforesisen un gel de agarosa.con la endonucleasaSeat y los

ligamos a pUC 1 8 previamentedigerido con EcoPJ y Sinaí. Esta mezcla de ligación la

utilizamos paratransformarE. cvii DH1, tras lo cual purificamoslos plásmidoscontenidos

en los transformantesApR y probamossu capacidadparatransformarel mutanterugoso

NR3-6, no transformablecon pKERI, al fenotipocapsulado.De estemodo obtuvimosel

plásmidorecombinantepKER2 y secomprobóque era capazde transformarigualmenteal

restode los mutantesrugososque no erantransformadospor pKERI. asi como a aquellos

que tambiénse transformabancon éste,excepto M24 (ver apanado6 de estasección).

Mediante el análisiscon diferentesendonucleasasde restricción,realizamosun mapafisico

del inserto contenidoen pKER2 (Figura 9), observándoseque conteníaun fragmentode

DNA de la cepa406 de neumococode un tamañoaproximadode 3,5 kb, que conteníael

extremoEcoRl del fragmentode 10 kb yaaludido.

1.5. Sund Á)NACIÓN DEL INSERTO COWFENIDO EN PKER2

Puestoque la mayoría de las mutacionesespontáneasque habíamosseleccionadose

localizabanen la región de DNA correspondientea la incluida en pKER2, procedimosa

construir varios plásmidosque contuvieranfragmentosde estaregión, para localizar de

forma másprecisadichasmutaciones,Porotraparte,estosplásmidosseriande granutilidad

a la hora de secuenciarel fragmentode DNA. Estos plásmidosrecombinantesse muestran

en la Figura 9 y su construcciónsedetallaen la Tabla 6. Al igual que en el apartado3, los.

fragmentosde DNA obtenidosmediantetratamiento de pKER2 con endonucleasasde
Rrestricción fueron purificadospor Genecleany los plásmidosde los transformantesAp

analizadosmedianteel uso de endonucleasasde restricción.
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Figura 9. Fragmentode DNA de neumocococontenido en el plásmido pKER2. Sobre
el fragmentocontenidoen pKER2 semuestrala región de DNA situadaa ambosladosde
este inserto. La barranegragrandeindica la posición del inserto de pKERI (Fig. 8) y la
barrapequeñarepresentala posicióndel insertode pLOLI (Fig. 6). En la parteinferior se
muestranlos insertosde los plásmidosrecombinantesconstruidosa partir de pKER2. P,
Pstl; E, EcoRl;5, SnaBl; B, Bcfi; Pv, Pvui;H, Hindlii; Sc, Scal;M, Munl; D, Dral.

Tabla 6. Construcción de plásmidosa partir de pKERi2

Plásmido inserto de DNA Vector/endonucleasasutilizadas

(endonucleasasutilizadas/tamaño)

pKER2I0 Pstl

pKER22 Munl/0.4 kb pUCI 8/BeoRí

pKER2B Munl/l,l kb pUCI8/EcoRl

pKER24 Dral±Hindll1/0,5 kb pUC1 8/Smal±H¡ndlll

Plásmidoconstruidomedianteautoligaciónde pKER2 digeridopreviamentecon Pial.

Pv
AHP ES

II

67



RESULTADOS

NS L FN U 5801 PRIV SI NOS ¡A

GAAYYO ‘‘-0’?’ ‘rG’.iui iii -.1 -A ‘‘,‘,‘‘-ll0ll.ArCiiWf.Y¼’i’0,AAJIYíIA

IZYTAAA,,...-,Jji.;o.,’. ‘‘‘-..AIAA A A’i’r’r ACiAGO’‘3”” YYA’)Y

O E VR EX A A FA’ O A ¡1 LS RO
~A-”.1iii0’FPi.1’1’o 1.iAhiiAi~i 1’ Y . AftA’ “‘7”l””-’ AA’T.-’,”rA’-Y’r<?;i’r~1YGA9-iiAGAGl2

.1 YA ‘A T •AA’IYA’:NiYACYCYCII

Y F Y’ Y OCRE 1 NY NY P FE T A
A VA .1 ‘-A ‘,A’’A l’,u’,A, ‘‘AL- 10w rlvrlihlliYYY<iAAAOYG’r

A AA”..’YI’ VAA . -ii-O YA ,A’rA(101?AAIiCYTYI’A<;A

032V FBI E SL NY ¡
1K E ALE E GV

•‘.iAY’ AA’;YlAiio.iOs;AYA‘r-’•ti AJiY,’Y.cri)PiACYAYI?’)ítisY’;A(OillY’ZYY’iAAAAAOOTI’l’
17.0., 11Aipi)YY’1’)’xro.Ac7.v,.,o.~,Ac;YYoo‘7’ Pi{ili’10”AC’j>CCACAAGYYYYTI’0’AGA

8 1 E E 1 ¡4 0 8 1 56 1 1. 0 E 0 ¡4 A A T 56
r’.1,huíu’¿-A,A’;A0.A<”’A ‘1”.’, A’ 101 “>0Y<C’YC1’’PA’t’VCAC0iYCACAA’l”~OOOl1YAc~<’íV
A’;’i’i’0J. .Y’r’”’Y’1’ A’ -YA r)1Y’~AYA’V1’A0 10’rAO.1)OYCGACA-l;YYAGOG(iC)A’t-c0200

NONO ES ¡<SA ATO OP ¡4 LA V

AY A> A iAAAAl:(1l)’7’i10YY9’~? ‘l”’ívi’)A’;ii.r’ IAAOIIIVrYI1I.;YYGIICCL1’r

A YT’:viiiiri0,~AAlviei.>’rzcsYzí;oicYYcí;AAccoAccsco’a

ti PNV E NI KV.) RALAS OS Y E

AM AA V AIG’’ CfI ‘ANAYCGIVSAYYCYAYYYV
A 7’ A Y •.<< Ar’.rY1 YYO .“‘AACI’GYYYACIZYCTAACAYAAAA

Y YA OK L O 32 a KP NS NL LA A O

A 1 Y A AA 1 ‘ unhí rl’,. sjiLG OAArALCYOGI:YAA-rYoGAo1-YuA

-, -c .1 1~AA’ <‘Y7”YY AIfl(’CACVCiArYAACGYiVAOY

81

8 8. L ¡ ¡ Y A 11 56 ‘1 E E ¡A O O a
AA o ‘YOATAA’i’’r’’ZY’r’” ‘--‘rAYATACGTAAI¿AYV,crsAc-co

VA A A 7’’FAY’rcz’ ‘ACAAA’’riArT >UCCAYP’ GYACiYICYCISC

¡ A L y 32 A ti 8. 8 N E E O O L T y E O 8<

A A’.IYY ‘IT iU’).*rIORAOOAC;()AYi’IAGYVGACACYACRAO0iAAA
A -1T..Ai)Aii’i’r1~A(’YYí’Y<?’0YYcY’1AAl>Y~CYcAA~I:YYGGYYY

y K O 32 L 1 E ti Y A A Q E V E E E Q A A

T hA A YA A A uA IZYYYGAAA.S.AGAAAYGIY

Y 020 A A Y O AY 1 YY . OAAAOY’CYYYCYYYA11Ai

A W O A E ) 32 E Ci L
Y’.””i’iAA’U’7’AOrA”’t~i.AYAYY: ‘rl OOA’.iAAAAIA1YYAAA

Y :A’.1A’1’ ~TY0AI1.:AZAYYYAA~ 0117’ TTYYAAA TY

A A A iAi’.IY’.i.’i’VAAYIIIAAAAYAYI”OAAAAA A YA A A

A Y A 1’r’;AOI’A’rYACY’rYYAYAA’;l--r lOAr. AY A A

A 7’ AA A [Y LíGTCOAC~ A%AAi rOAY’ZYI)A1 1 AA AL
AY AM ‘ CAcCTCiV~YGA 1.’ 1lc.N0Y~AA 1 AAr rY

1 ‘>110

A IIOIAOOAY’r ‘1’l’OOYMuAYiI’i1’AYO YY”r’IAAAAYAY’-riY’1cA21)40
80 Al A QY”;’iYAACA(10A1”rYA’I”.AOA’IAAA’iIYY r’ro’C A”IYAO”’1’r

Y A AY A A A A101)CAAC.iAYAAAAAAYAYYYAYASC’AA’OIUOiAYVYAO’i’Mi ¿‘110
A A A Y AY YAOO.7’11O’rAYYI”l”CYAYAAA-VAY’ZCIYYi-O’<0000‘l”iAYY

322<2> 1 AA AlA AO<i’t~1YAAí’iAA~l’OA0YOYYY0AAYA Qi’AA~VrYriI;YC0AA’l’ 20611
YYIiYYGCAYY CAí1AYY7’v’rACYi’oí;AIJIOY’rA’OAGAYYoi¡iYr’Aoo’r’7’A

114‘8

4.10

400

Alt’

61’ 0

¿800

1.10

T YAk OAOAAAYCX.)YYY1IYYYYYTA

A rA v)’r’l)’rAOOAAAI)AIAAAAAY

000

A A iJ Y A A AP A AOAA’iAÑYYOYA)iOYYOOO

r Y 1 A Y ‘3’l”rcY”:AA1IA-00”;AACOI0

A 1’OYCiO’’17AAY071’0’,’0’0AA 170’)

YA OOAOI1AAYYAOAI0000YY

010707’)Y’r1’OYAAGYOA-0
8 ISCA’IA’i0iAOOAYA’OAO’YA

LA AAAYYOV’O1’0A0A.’0OYYO1’’iL~’
1”0 iAOAOA,v’rix’r AOAAOA

1 132 A’l’AiA0’OAY”AAA’0c””’00Y

1’T’iAY YGAiYA ‘YY?A’10A0

AAAA’r’lv)7’7’AA0AAAt-UoC
‘I’A2i0AAY’00’0 7”7’A0YO

‘I’A’1YA’0A’.’11’OCYGO’r’0’

AYCPY’z’r1~~’lA0A•cc.AA

...A’r’;’7’S<1’Y’VA ‘1’’” 700

AA
A Y

Y 7’

A AY

..Y .0

u YA

O AoVO A Alizo
A. A .A . 00.

YOAOAi’O’CAY<i’iY’c1111’ AYYAO;rY.’Vc;Y’li-rCco’.’CAYOA(;AYO-rí-AAYA-o01--,’í A1’IIA’?Y1’fl’ 2)20
A’i17’3Ai0i2A’1’AOi.’AGu1AYAAYCAA~i~)OAiiAGOGC1’ACYOYALA~iYYAYAIi(iA~)YAO’OOAOA

~.AlAY’1(;i0~;A’rAi”1AA~1AAl0AYOCY1-’l’Y0A0~’AOAvAÚz’;í’C”1í’-o”LCAY‘;í’í-’OA’0 CYAOOAA7 1,280

.‘i0’AoAYÉ1’;7ii”iAAAYAA’l’.”iAAAAAiiA’l’AAAYY~iAO7CAYC~’~<i~1iGz0TY’1-AYC0CAI1’l”VI0A 2.34<1

A’COl7~).7’A<)1)Ac1.)17’OYAY1.A1l.OOYY.rc:í.AYYYA0c.,...1A.?vAc..vo.o.~,1YáioA.l.AO..í.c~oA.r0

00e’r1’I~A’l’YOA(~A(1”r’rAoAAAAYOYOYAYliI0AGYc.0A’0AYOAJ6YYAI”¡>AYGYA0tAYY2400

~

OAAOYYOA~)YY0iZYYY’O7AAAAY’lV1AY7ciA~r’l’1’0YwG1A’r1;0AAYYc2A:(i1’YYAPA2>’rCiA1)460
Y0AAIiY1iAACCAAAAA~)YY7AA0YAACYAAAOAAG0YA~1)YYAA0’7AOAAA7AYYAO7

A8iA’YC’A~YAAAYC;A”0C.1iYAYi’ll’YYAc’<’YY’00AYAA’rciiÁ;AI’YY1’Oo~r1-AOAAo>rACAAO’r

Alilíí4’I1 II
A A Ji Y YYG’l’YCCY~ZAOCOCTAGYO’Z~)7A00A(lAA’<i10CCAYGui’rAA

02 Y YA A A OAAOCAOtCGCGA0CAS’1í,p’Qi*iYOYAo:l;lii1’rocizAí.;’l~

O >1>1-AY AA 010700 A’CY00101A Oc LYY’-AAA2>AYYAACOYG82>0000
A Y YY”c A8”YAA1ACOOAYA’,OAAOYYYYYAOYYOOA<iYYGCC7

1’ 020

10580

2640

A~0A26OY(0AARAAYYAYA0;A’Aí1A6YCAY‘l’oAYAi1OA’Yi;OAACAYYOYA’OOOAAAO02007AY 2100

‘1”) ~YGACrl’-~-‘rYAAYAT.”AI’ACYAC’rAA, YAYOCAAC’CTYOA’AACAYAIAQ’I’YYOYYYAA’A

0011’A.1C01Ol8I0A<)”A?2AYACA’l”l~OACYCAA’1’AGY0A1;YO00lA.AAC7ciuA0sGA.A’l’YAYAA

OCiIi’1”1AuA’) 7C’0’¿AYAOYA’0O’l’hA.AY’)AO’l’~r AYCA’;’rIUVAOOYA”l’OAQGYI””>OYAAYAYY
2200

AoYAAA’r’rOYOAJ1100A’rY’OAAAA1;~000OAo(~-l-OcCAYI0c;A’¡’I’-O YOI)Y’ril’OYAYGOAAYCOO 2820
.OCAOYOAACAOI’i’YOYAAAOYI’0000Z.11.IXIACO’?YAC”¿OA’2AA’1OiiAACMYAOI0YYAOIM

0008’ 111 ——

A~iAOA’1Y0l¿O)Z’l’OYAYCY’iA70lCíAAAYA(iAYCA’rA.’0AA<lY7’0A100’OOiYA)Z.’I”rAAIA(iiZAIAO?

>1YOYOAY7’IOAOAYAOA11YAOOYY?AYOYAOYA1’0.AYCAA.A’LOOAOA’OI’AAYYYO1OYOO

A A <1 O1’o.’oA1’CAA,xrooOAoocá’r,’í’AY-occ,c’p’(->sYO~-0’o—~”l-A-Y~;
O A O A A 1 77 AYOYACYA’A’ACYA’r’•’ r”YAO1.1YAAL’7’10YAYAL;~1AkA.AAO

>1.-AlilO

AY Y AY A Y AA YI1AAYA~ AOCAYAOOAAOCOAOYIYYAAciA10~AOCTTA’OA
A A YA YA A Y ~

A O l”’IY’?CAC.’0’i’0i11)A .‘,1’1:’.)C100AAoOoAA1’AY”OoAAA.”’OG
A cA Al ~

2130

2040

3000

‘10(0~l

A AAAA Y YAAuAA7YYZ’V’l’AA~11iY’1’>.;’1CAAA AJAVi OYAC A 2
Y Y Y ‘-2> 77OA0A’l AAYY)1)OAAC’.‘IAC’7’’1‘‘7’ YA ‘A . Y

Y Y A OC0’IA”>AOAYAYAC’iii’7’AC7C> 0 ->1>2>.. A

AA A A 0>0 000 AA 00 AO’>OY

.AIXAoAAA Y YMAAAoY A A A A 224

77 YA. A 7000 >1 80 YA

A A AY 1> Y AY oY YoAY VAA A 20
VA Yo 00 OAA.A AAAA.> .2 700>7

>17 AA A A A> A 7 6
A YO A A 10.. AY 07 00.50

Al -i 7’ A A 1 A’l’CAI”11’l”l”)”.1-VuAAo))(7’I’AA

A A A A O A¿7Oi’MuAGYZYY OOOAY7
4’

Y ‘U A >1 7 11?’ A”’Y 7’7711’.AAACGYOA 24011
Al’ AA A Y Y A YA> 70 A OO7Al..A2iAA01OYYIIOAO>I’

Y A A O ‘2 A11>’AOO’7’C1’11’A’I’ A’rA’OúOui. 30412

07’ A A

o A 7 Y u-AA A. YY
Y AYo >1 A Y A nAftA

SN E 32

Y A A AYYA<Z’.’)’l’A’.IYYAA’I””Juyi?110>1”.>l ‘ZYYA.’i’0..’7’Y’1’)’0’7’077

5 T E E 1 E> 32 L O A E E A A N ¡6 ¡6 ¡6 L 32
Y A A AA 0

A 01 A A

4
26611

24

1 AyA i í~ 8323 EA Y 17EV’ 44

1< ‘VA’)ASYAOT’7”1”’,’07YAA-I.’ 1” AA
‘I’OA’~’>’OWY’AAY’.’’A’)’1 “7’000’I’A’7’ A 0Y’iTCAT0,AOAA’100YAO

NP EF Y ITA Ely 32 Al E 500 E ¡6 64

A A AA AAI 04
O A A 77

SO! A AJO LOA O Y 0321<0 Y RE 84
<20 A A AA 7’ A A> A

u AY

6$

O r AP O r A YYTA’IIAAOAYYOOI)AOYAY
A A YA. AA Y005A’IAYYYAA1i’iI0Y0AYA

‘0101

A Y Y 0’ASCCCAVAOY7YYCIZAY
A u A ‘;TCCOOAOY’AAAAOOYA

1 1 A AOAAAAAOA)YAOYOAYOAA
A Y A c’7Y’rYz’sori’0001Y00A)Y

u O Aíro A’7’YAOi 10’1’IiAYAAYATAOi 1’)•
-0 Y AA AYAAYCi’I1iAOYAYYAYAYC

i-.V-•’-’.2 0,0=’”-—
A A APA o AA”t1iOAIWYYO’OYAA’EAO

7 AA’A011)OYYG.AAOI)AYYAYO

A A Y AAYA00A’0’0 OYAOY’?AO1IYOA
A OYYCV’.A’2iA’tA’?l100iYOOAOY



RESULTADOS

O IT OB O LEE VE A E> L ¡6 LO CiY
A A “1>1” 11>11111>‘AA»”” 0AtCY >Z’OIiA’OYY12AAAI)TPd’iAYYYCIACIi

Y AA>’i’Y”))l”OC”. AAO0100’ AIYOAAAC)YY’O”>JAYCYAl6A’VTCC

04
1>18012

A> ¡6 5 1. A ¡4 ¡6 Y ¡6 32 Y 32 5 32 0 Y R 5 32 5 124
‘.1)33AAA’12)” I’O’,i>’”i ‘OcA IAAAlAY’01320ft12’<AAC?AOiYAI>CA3iY‘OIiA’l’A1~i 3 .‘l12’O AY’l)3IYCTC’O 1021

PA AFTA AYYAA’l”r’Ci)A<O’OIiY’>ZAYCIOYI)36A1)TAYE>C.I’;GAYAACA12A’IA

32 5 32 ¡4 E> 56 32 8 E E A 8 E 5 A ¡4 6 L E E 144
A ‘i’>I70’IAPiOAO’ 1í)AAlli)I)’l’rAYI)02CA’AA1)’l’Or’COOiA31A1~AA 411 II>)

A A Y íOAA’ 2?’)” “1”> ‘i»CFl’.iI>I~A’OkIil’li2Il’A’C12iP0lAA26CYCYCY7’

VA A 08<1 SITE VS 032 AY LEE
1 .1 A A .1331’I’AYYAI’>YCIL’01 ;‘l”i”I’i”rIOA’I’IiYoOCAACAIUY3I6IAOSIAI;

A A AA i’OC.AYAIiT’ >A12l’)ACAAíACAAC~TACAI)1)liYYO’A’C’iACCYPSCYC

164
41412

A E 8 A 1 56 A 56 56 8 ¡4 5 1< ¡6 ¡4 Y 0 1 32 ¡6 164

.12)A2ICA.)1~)i’.’>612’. A’l’A’C ‘.201)1)11‘I’I)’I’l’1)’ (CC’) OiIOAYAYYAAACIICAAYAI)AI)YAA’O’T’IAi’CI”I”O 42’) II
A )ACiAAI’i’1)12’ iYY’OAYAAA’YYCICIiTYAYIiA’CiAYYAACiCAAIAA

LA OC ST 5321V 1.1 LE L LO YE 204
A A >2> OAIl’O.12TYAJA1iTTi)’O’i’i~)Y’i’I)’Cl’PiAAC2l’Tl’TOIlACAISYCAY 42610

‘U O Al” )AI)AA’Oil’l’C’AAOIAAI’IAA12AACTTIAAAAACS3)TOiTIiA0>A’A

32 ¡6 E 8 E 0 1 E O Y L O 84 T Ci L 32 32 32 8 224

AA Y A A A ‘OiAAOOA’i’Aí)ACYGCASAYIOEiZACYTTTIIOi6IACiYY6OYAC)CA 4120

A >CA’TCYAT’S1TGACOYCYACT12TGAAAAIZCCAVAACATCIGY

‘>112 4
NL OK Ci 56 230 84? Y L El A OK 1<

O.ACYTII’V12YAA>iTIIiAAA’I’AIiIiAIAIiACiOAA’CCi(1C.IACSAA’YAOAAAYAOIIZAI)AAAAAAAA

iiAA1)I)I)ATl’CAACTYTAA’1~>CTCTCYCCTTACO112’?T12TAATCTTOAYI)CiA’1IYYYYYYYT

4330

L E 8< Y E E A E E Y Y ¡4 A L O Y ¡4 1 0 L 29
..‘OC,<’.A”)YY’)AY’CAAIi»A IAI1>AOAAIoC’CA’)023’OilOu>’TTOY12YA(1AAATAYACAOYYO 44412

í.AVC~”?’)’AiAiiT AAI”O>?’CF ‘O “TC’YYC~YAYAAZIlYYAC)1iCiAAI)Al)Aí<iYYYAYAT0YCAAC

O 13 >2 >0 1. ¡6 32 1 56 32 7 5 32 ¡4 E 5 E 5 ¡6 Y 49

2121<2>iAoliVi 1 TYC’ 1.. TACTTI~TilTTAA1~CCA’IiI0iI1iAA12OAlAAAACA 43>110

‘O> ‘liC>’) ‘1>2>0 ‘A’ l”>”Ol IAT~’O”’A’~T13AA12w’AAYCAAC>AI~)AAl’YI~13CiA1)C.’C)C¿YYCCYYYYY12T

Y Y 5 32 ¡4 1 A 56 5 8 56 56 A O Y ¡6 Y O Ci 8 69
AI)’OAIZ’CI’C)’.>I.i’CiO32i’OiiC AIA0oTWY 012C’ICC.TGI)AIIOC)YEOAAAA(1’ItYTYTOATC 40612

TI0ATIIA.All12i)ATYYAYAl’ TY38’AI -CA AACCO12II>ACOYCCOAYI6TTYYOA6IAAAACTAO

O O U Y E ¡4 5 32 84 56 12 E ¡6 ¡6 5 56 E ¡6 1 Y 69
liA’OOi’i’C>iA’C AOi”l>l> AIoiA OC A.T IAA OT ‘ACi12ATA’l)’OY’l’ AAAA’C’FCIAOOAAAAAAYTACA 41,2(18’TACCACY.AY’>ACCYTYAA. 01 AA ‘OC Si’.T6)I)YAJiAI6AftTTYZ30AGCACTYTYTYAAYIOY

E Ci Y E 9 Ci A O Y A O Ci 5 5 32 L O ¡A Y ¡4 109
>AIOcYAACA’1A11’OT’CAYAA. O.nhjAI Al-- rIIAl’T’0i6’OIz’0I:AU3IO12YTTATGY0ATACAAAY 46311

.ll)l.CAYZ”Y’JYYO2cAOA2ATA’AC>A’Cl’G’.AI’)’AAAYAIiAIIYCO2)O)AAAYAGACTAYIITTYA

1 1< ¡4 1 E 32 32 0 5 5 56 32 5 8 ¡4 5 Y A 0. L 129
Y AP A ‘ AAI 1>1 -0>1’> )‘OIP?’A’l’CAi12LAMECCCA’ACAOCCYTE>YTA 4’) 412

Y .0 A A AA’ l’TA’’>’.’YA’>AC2AAA12A’1I”ITTYO1212AY12YCO6iAACAAY

O ¡6 ¡4 9 32 32 ¡4 32 3< Y 8 1 1< E 32 5 5 L 5 149
O 1 >1 A 1 AAA IA.)”C’C’i”:”CC)i3200A60AOiI’OCAOTATAYTE>A12’O 4000

IC-rAAI3AAA12YYTTCYCC:AC;-FCAA’A-FAACYI?A

Al ¡4 ¡6 E 1 3

>3 >‘CAA’CCi’Cl’TI’AI) TCCTYT12ilYTA?CAAA.TTA12CC?1’I~TI’I)’1’

A ‘U 10 321121 0>2.1 VATA12YTYAAYC’OICOCiAIOIOA

Y 7’ 0 AM O’l’Oí’IZCoI=’3’Y’O’OTOACA12
A A A A AAA(1O3)112>CCiAAAAAIZTIi’OC)

A A A A Y>VA12CAC)CSYAAAPiI:A 4’33%i

O ‘AYA AOYYA’IoA’IZO’0II12ATYYCOY

‘‘‘‘A >1 ‘ O A A ‘ TTA1121212’OA”OIiYIOCIiTIiY(1 12.140

A YY A A A AY’ TI)>,)> )AYCC)ACOCACAC

AA A A O OTAOTTAT’OGCAAA12TTAYAA A 1111)’
Y 7’ AftCIIAAY023CIITTYCAATATT

‘U ‘U Y A Y :AA>VAAYIiAAOAAIi’OTCY

Y 3 A 7l’í”CT’)AC¿TTCiYT(1AAOA

A >10 0 AAAAAAA’>iI)AA’OACiCC)AIII)26E>(1 I’.)2C’
A A A A rYTiIC’OYAYC12E>YCI12YCC

O A A A -‘I)A.iA’C i”0C2>I)TAATC’ATY
A TC~ >GTTAI>CC.OC>AA-TAC;’OAA

A A A AA2iiiAIOOAIYAOATYC.AA(1TY “>340
A A A PO 0C”)A’l>C)’YATi>TAACTYCAA

A 02 .1iI>I)A’CC)C>CCAAAY>2100AT
1 A TYTTC12’IAAC.C>CTY’OO>0’I)I AA

A A ACiACA>C ‘OAYTACA “‘ )AA (14611
000’)’IA A10>010 TUAIOO

~OCYY AlA’ Ti -‘ AAAClICi’I’
OYC,AA A 1’> ‘001’ (1’- AY A’ AOCI

Y Y A’ooTT IA,>0>AOAA3IACC)
1> 3’ Y YA ACOAA~’»”’C’AC’’’>liCi

<2 ‘Y AA YYAA’ ‘ >-AAAAAA’T’OYT’’C12C

AOl, u A O AAAA

‘UVAA A. Y .A AAIAAA

VA Y A 00 Ao

A >00.1 AA A
A Y Y A A ATA AA

TAOií 000>101Al> III l’i)AAA ‘>í>’OI>ATAC>’CAA’.3o’<Ai)AAAAAAAAciT’Z l”iA’7’ NI”CI’I”I >YT

ATA3.í’IAI A APiiiA”IT’7’Tí ‘1101 VOAY<AT’l’l’.l>’Oll’l’CTT’?’’C’?’TI’AAACI’AT AAIOIIIII A-A

‘11 tI

1001 AAIA -AYAJOAAITAT’OAYATNA’r’7’021111:’l’A’COoc>YYYT’7’020AYAAAIIYIIAI>A>A’OA’I”C

CTGYA560’ TAl 1 0 1 AAI’AATAYATTAATTTOA’OAA”’C.AAAMiT’VOATT’OIniI>’l’ C.”OTATAA

4

>43<1.41 A OSE> Y
AA] AAII> AI>A~-AAftOJ

2~.)Yil’7’Ai;’OAAAA’l’iiAAi32JT1i.>c:ATTi’>C.’AIli0AAC1’l’i’-Ii’0TA)1)

Y’0AYTAC 1 A C TI 00 IP) TI)I)YI iACATCATYYTAC>TY’OTAAC)IiC>TAAC)CiYI)I>’OYOACCAATA

32 5 Ci 5 Ci A 32 L O A O E E E 32 E 32 1 0 32

OIACiAACYIITC)’COYA12C.’liI0’0l0IZ’CA(1’TACiI’)TI>AI12C)ATC>ATOAAO”l’’OAAI-’IP?’’ >AT’OCIAY(1YT

CAYCCYGA6ZAGAAA’00212C)C)AIZOAI’OAAA)OACITCCiTACiTACYTISANI>l’3.)I)AII’IViftOTACAA

10
A 340

30

30000

O ¡6 0 E 32 1< 5 E ¡4 ¡4 56 ¡6 5 8 E ¡6 ¡A E 20 1 50
P>’OAMiooAYAACi6ITA(1AOTO(1AYAAAc’AATAIiAAAJO”C’r>j(1AATTAACCATIIAIiIOCOOATY 33260

TATTTCCTATTI)I)AYi)TCAIiI)’rA’O’I”OOYTATI:TYTTI6AAI;IOTTAAT’OI)c)’OACYIZ (<1207020

E E A L 32 E E E Ci ¡4 L E A 56 L 0 8 A II 32 732
12AOOAIAATAC.’YYAOTTCiAAAAAE>ACiTTCiAA’Il¿‘OYOAAIICCY’COTTAC.ATCC>A’COI)TuCA(112YY 6120
I)’OCYCOi3YIOOAA’IIZAAC”C’COA’TCA’C)AACYYACAACT‘0I)íiciAOiiAlOTC’0APIIIAIZCYOITIICP>A

Y 06 0 32 E Y A 1 Y A Y 8 Y ¡4 Y E> 32 0 L ¡4

TAYAAAIIACOYO(1I6OTAYOCA’AYTATYC;C)YACYCCOIIACYAATTAYIIAT(1YAOACYTAAAY
NOAY’OYCSCCACCYCATAC(1AYAAYAIACIIA’CIiPi3ilil)’OC.AA’YAATACTACEOC’OIOAA’I’TTA

OF ¡AY 5532 E A Al ¡6 Y CM E Y ¡40 Y
CAOYTTGATACAYC’OYC)AIiTTIAACiC)TCi<OAYCAA&A(1TY12TAYIOC1AA’OA’OAA’OOATAOT
I;TC’AAAI)TATII’OACiAAC>”CC)AACYTCi12AZIIATAIIYT I)’r’XAAI)AI’AI)CYTAYATYACYAYE>A

O TI VI ¡656? JPEG Y Y ¡6 E VEDE
T12YACSAftTCIITAATC)AAAAOYA.OYAYYC(1’O(1AA(112E>’OAT ACTAAAIAAAIiI’CiA(1I12PIAY32OA(1

Sí)AAA’;’r’OAí;>’A’’YACiI’l”OYOA1GAOAIAO12ACYTCCCATAOCAI>OTCYA’I;A’zO>¿2ICOYOOTC

‘>3 lIc> LI’

¡6K TOE 118<58 EF Ci RES E AL Y
T’OYAAYAI)AIIA’Oi )(1TATYIAYZYTYTCYOCAOAIIYTT YAc)OA’IAA CC<AAAGCYtOATAY

OAI6AYYAY(1TI)YA(1CATAATAAJ323AAC;ACiCSYCTI)APiA.IATCiCACYTA(1oTYYCGAAA00 A

90
0180

110

6240

130
6200

1532

63611

O ¡4 L Y 2 56 56 Y 32 32 33 Y O Ci E> 0 5 E L Y 1702
(1AYAATYT(1YIIYCCATCTAIIAAYTC;YYO;YAI.>IiAA(1YOAYTT(112AT12ATZV2YE>A12A’YAACA64231

CTAYTAAACAYA’12’ OCACIAY’C’OTAAI)ft20120’p6)CYY12AIV02AACC)YAI)A’AAIiAC)l’GPuAYTCY

06 E A ¡4 0 E A E> O L ¡6 112 1 A Y ¡6 E E 32 5 1911
OiA2AAPJAC.CATC’2>CAO)TA”OIi>)ACiAA’O)A’ACZY’OAAftOfiT12(1ACCYATTAACiIiAAOAOOOY’1012120431’
A’TYTCTI’)>’CAi)i)IiTI)PcAAI)CiTCTAI)ATIIAAYTYCCA>) ‘)‘>‘i12 iA”AA’i’YCCTTI)’0C)IYAA12001

O L 32 32 A E ¡4 E A E 32 20 ¡6 L 8< 56 ¡4 Y Y Ci 210

ATACYC»TTC>A’TCIC’OA>O’OAA’001A16011P(1AC1(1TTGGA2XAAZTCTYTACi’;’A23CIuCTYACTYO6040
YATiiAC’2)AAI)AAI2O.’u32u>’T’l’ACTYC)(1YCTCCAACC;Y)’TTO>A>)02uA’Ci”A’Ol”IT’12AAY>IAAC

A Y 5632 E Y 8< ¡4 E 00 Y Y 56EV 1< EL AJ
AA Y ATTATTOAATi100ATAOATAI>ATAY.3>.0>)ZA12ITAAIiJOOOOC’OTAAY

O ‘ . .0.1 A OiAO>ATTACTC2TATC)TATI>‘1 A’OA’C>’211”?’CZC>PiYTTTC2010(1AATTA

13 56 Y 1 1 ¡A 1 32 0 Y 0 8 E 1 13 56 Y Y ¡4 E 250
AA AA A A ‘(iTYT(1TTAT12AYC2I)YACIA20TA’CiIIA’01’.A’2’A(1YAYAAYAACZ 6660

Y PAIi2A2OA>”;.ATACYA)’>’)P. TC’i””AA>’C’l’AI0’i’A’OCOATiATYATT~l

)‘‘‘1Z11>’’1C’’i’’>’’’’’)’’ 0>l’i’I’’l II> 1141>3.’
ASEO Y SOY O Ci 8K E> Y ¡60 Ci ¡6 AS

200 Y Y A A A AAII A >15600 CAAYYOAAI>GCZAAOI<

AY’.. ~2Ci ‘AA AA A

TT T—TCGYYAAOA-IOIzl>rAI)A

E 56 0 32 8 E ¡4 1 1 Y A 32 32 32 5 ¡4 E Y 91 ¡6 390
- OAA 1 AY Y’ 1 ‘-AAAATC’OI>A’rA)Ac-AoC’00YC>GY(1C1~ATI)YAA’C’AftAAi)AAI01u21l6ft 0130

A2>6T1’C’’>’A’’AA’-1-Al> II OA-,ACTAITcYCSOIAC200)C3i)11’. VTAIiIOY’OA’OTYT(1TTCYTTT

O Y YAGA lOA ¡6OP56VVOY Y RL
IAl p’A1. 1 ííA.c A 1 YA, A>VA.)AAC.”’-A.1’7’.11’l’>’i’rAII12”OATTTATAI2ATTA

00 -A 1 ,.c- iT >0> ,AT - 36 1 TCi’OTC)lii<O’ ‘A.’AOI).’AY>’)CAYA20ATO>T’2)’OAA’r

084 ¡64050K 8<1325 SA 32 ¡63232 AJEE
307 ‘‘‘>A>i 1 1 -Al YA ‘AAI’ioAo’)’TAY>100>Al N.Y

‘AA A’ Y YA’ A >0>’’>”’ ATTA20 AA .......uA”OCC12CTCNATOI)CiTA12(1A

Ci 0 ¡4 Y C E 8. Y 32 Y Y E 8 Y O E 12 0 Y 8< 3532
12 APiTY’>’r’OA’CA”OAI)’iA’(1C’ >2” >i.”Z’ATY>IA>CAiA’l iATAi>’5’TT’0 63611

PSi l’Y’’AAV.ACiI’AP>A’O12C’C~OC»”.A ?“‘Al’AA?”’CI’A>ACYOAYOAAAA

940V 5632 910 Ci BE ENO 1 56013232 330
u A Y A OP-IT“<Y’) C<CATTIi’0l”.ITA >0212

Y ...‘ T’Y.oY.’. A AA .‘O..T ..A’YAAP-1iCiC’0C<2A20C>.AIiCAT

20 ¡4 56 ¡4 ¡4 E> E> L 56 II 1 0 E E Ci Y Y 16 B O
A A 0’ IPAA AoA’UVu Y An ATA

8<0K 3<> 394 ¡4 Y Y FILMS. LO

OVO ‘U A
P’’’’..’ O

8< Q ¡41108<118<5684 Ci AVE’ LOE
O A

AA’ ~ <2 A... 1.121.1

¡4 A VI Y ERA 3256V ¡656 VIO 53250
Y A A A

A 7’ AA A 1

69

‘332
816011

270

0720

310
6940

330
6900

390
712tIíl

132
‘>1 ICí

30

O



RESULTADOS

E - 56321 5532320 E PL ML FE
AA .7 Al lA ‘O .L’C’L’C A1”L”O AA’lL0)”’Yi>’Oi’cL’012”’>AT12AACI’A’LYYA2>Y(<YTYYYOAA

>1 32 Ci ¡4 Al 0 56 E ¡4 ¡6 5 56 E 5 5 A 32 5 ¡4 0
Ni’>’’’’ A OlO Y’O’)’LL’LACiAi A’OAAA’,)í’A’CILi’i”AIUAYYATYE>A<OOiA’YATYAA(<uiPi<L

Y’LAi Al 1-A’ lA ‘> OAAAi>.>’I’IL’Oi>’YA’OY’rIi’i’?’ACOiiC.YYYAAYAACA>2LA20TJAAT’0l<iL».O

8’ ¡6 Al E ¡6 1 32 ¡6 1. 01 8 0 8< ¡4 E 8< Ci E 94 ¡4
Al 02<21 A A AAA-AILY”0’C’ -‘1 (<AY”LAYYY’OAA’OOAAAAAYTAIih<2i20PiYAAY

AA “l”C’I’i iAJ32>l .10 ‘“00’ L’l’A AAA’OYACYYYYYAftYCYTYYAYYA

84 Y 8 5 0 Y Y Y 1> 32 8 0 1< E ¡4 A 1 E y
A 3 AA A YYA “OA>”.Ai)’l’ILC’Oo’OYC.’l’LY’liIii)Aft12AOAA20TOCYAY(<(<Y(<TYY

2 A AAA’r’.i’l’>IAiOIOAI’LAAOiILIILC’O’OTiLY>2YYYA>zi.IAYAOOACWAA

‘70

<32>’

40
lillO

110
74411

130
‘‘Alio

O L 8. 56 32 E> 4 0 5 0 0 Y V L V 0 56 U Y V 150
A Y A ILACLAGYOAYAY’l’OiChiOYT(<YAE>TASAYAOYOAYACSAOYA“<103.0

O A AA’i’7’>’LY,LLAi)-l’A’l’ AA’OiPOILAAO;AYI’A’l’l’.VAYCACYAY>>”l’CAY

¡4 Y 8 Y Ci SE L 1,1< ¡4 FAGO ¡6 Kl 0 170
CiA AA A ‘12AILYYIAO.”oí;AACIILO’L’OYTA’l;’YT’OiOOLOAYAP.AAAAA’OAOOY l<>L)0

3 íí’A’LLAAiLLiLA>’7”OGCOi iAAAAC)AZCACOII)OA1’7’YOYOOAOCPZA

3 32 Y -r E O E O L E> 8’ E E ¡4 1 V Y 94 8< A
‘“>11> AAAC12ACA>AI7AILA<2cAAIuAYYCYYiIAcLCLCY12A12(<OYAAYC’O(<OTG20CAJ4TOY’l’TO(<Y

L>ATYC>Y’ ~‘O’Oi”l’ii’C’O’7”OYYAAIAAIL ‘01<110’ A(<YI)>
11)A’O’O AIAA>ICUACY>AYY56I)AJAA(<IAA

MLLE ESE A ¡60 ¶941< A 845632 Y ¡73<
1cACYT12Y’OAC>AI>l’iAAATTACLI1iU’.AOA3100AACLYXOCIAA2>CICLAAYOAOTOYOA(<YOIAYAAA
‘OT<SA’AI)A.A’L’iLYILC ‘1Y’OA20YC)ILi )i(1OC 0’¿LYTC>A’OAi)9’YY’.LCiYYACYI?A>?’A>L’OOACCATYY

14C>i

VG Cl 56>016 Y! A FE Y 1<5 LEE CI

‘i’OA,i,0.Y»CLYYAOLCL’Clici lLi’CiAAC».YICI.”OYA”CO,1220ZWA12A12AYYCYOL20OAOAOYOYAT56A

l’i~LLi~Ai>i>’h>20>0iL’;Al~C Acil L’l’YGYYAAC>OAmOA’ríL’l’Y12YGY(<TAA>;AIIYILYCYCAILATA’0

MEE ¡4 HE? >0 ¡408 ¡4K E VS 00845
‘LAY(1A(1YYYA’OiiA-A’i’IOA12A>11’0A’YCAYIO0>iLiA’OYY(<A’OAAP.OAAAPi’07”0(<YOAYOAYAIiPAAOY

í’>YA(<Y(<AANi’ACLYYA(<T(<Y(<02<ACA’PAI)COLYJOA2>OYAA’Y(<(<’OY(<h10IAAOACJYACYAY(<YT(<A

Ci Y NL? 1 ¡<KG Y NY VM 00 Y 56 VV

LA”?’ A(<AAAYYY12A6CLYYYA<2<2<2i20AftOOo?YA7’AAAACL’OOYYAYO12(<AIAOAYA(<TTCYOTYOYIO

iÚIY12YYYAAAI?YOhY1UAYYYYYYYC’)CIOAYAY’OYT12ACAAYACO”OOCYAYOAACACAACJ6(<

Y YO 208 ¶563< ¡6 ¡6 8<1RQ OLE ¡4 5K
i’A’CAiLA6OA’O>LiC.YCC)YAi)0c5660’i’YO12AiPuAA.A>17”OC)A’0’>’AOA>ÚACZAACYAAOO’POOOAAOAIA
A’OAY IA’7’í.)YICCiAO12AY31YYI)AACI2OV’l’YA’.’LLAACYAAYCYCO’EC(1YYE>I8YY(<CAO)CCOYiYYY

O 56 0 Y Al ¡4 L 06 94 Y 8 3< 94 5 E ¡4 A 8< 1 84
>A>Y7”.L7’í?.AIL’OA’í’,Aft(<A.ftA’(<YAAft’LA’l’iIAI”I’CLLLYY(112ft7’12A 1’YA12AA2>Y(1>11010>2YIY7’ftA’12

..LLA2>CiAI?’7’?LAYA’l’YOYYAOATA’i’iL’L’ACY’>AGC]A2>C’CTACYAAY(<YYYA(<O121212AIOAAY20(<

8< E O Y 8 Y 1 94 0 56’. 56> 84 1 L 56 5 8< 0 32 ¡4
Y A O OA’OCLA’O’O’i”i’ AlLIL’OAY’LIiY’0 A>LYYAA’A’AA(<’OYYO12Y12YIiAAY

AuAAA A’l’A>L’OA.hiAllY12L)AYA,”CAAA’CiAlAYAAY>AAAAAC(<ACLA(<YYA

Mili>]

O E 5- 1- ¡6 1 Ci K 3 Y Y A A Y Y A 56 3< 3< E
iR/A AAA’0A’OAAIL’OACAAYYGYYYAYAI)Ou>iC’OA’(<AT(112YCIIAiiA.Oc

PA O OYYA AAO’O’OA’OA’07.’ ,ATOTTAACAAAAYPi’COYCGAAOYACCA(<(<O.’YY

O O 301009411 8<08<00 E ¡4 8< ¡620

0 10 A (<0 OL’,2C,AA’OCiAL”i”l’YYhiC.(<YTY(<E>ACiIiAAOh¿AA(<TYYAAA12OL’O

O AA fu>-, LC.’YYA~’L’C,6AAftC>Y>’í0AhAA(<~”A>CCYYlLY’?’YOAAATYYC<iA

190

<6531

210
“‘040

230
‘I<>~I0

250
710,0

270

‘192<1

280

731312

350
012412

330

6 ‘(‘(1

350

616’?

370

OiL 2(1

9435684KW Y 732 oí 8328<11V LS 390
A Y A A Y YYYAYAAA’CLIITTYT12AOY 1>1211

YY A A ‘ A AAAA,O>TAYYAC.CAA210PiIJYOA

O Al CE. 86?’ Lo L Al 56675600 LO ¡4 47.0
Al. A ‘..L’C>’IY’OAC>L>AC” “‘00’?’ 12AOAY12YYOYIOAj’)iA’OYYO,OGOTE>Ci 0.190

AY L~i1>OAO-’?’OL>’Y’>~.’ AA’OACYi•’l’h>i~8uA’(1hcOYA”YAAiCYCl’(<AO’

2

12 Y E 13 L Y 0? • 417
>i>.>0A’.LYAC?C>AAYYYAAILAIiA’. O.A IT A- ‘ OIYAYA12AOYAA’Y’I’A(<Y(<2012 SACO’

A YO A A AAAYAYOTL’?AA’AAIA’OiAJO1YO

A A A AA O A VA AY’.AACiA.&AiIIiAOYYCAAA’i’ 643.1.>

A Y ‘U’Uu A O u AA oA’OYOLYYYOYY12A20C)YYYA

u A A O YTTYCA’l’7’A’CAA’YAC12(1A

VA AoAI> AAAACi’i’A.AYAYAAA’OOC)’C

A Y A A
cA A A AA O A. OYAA Y .Y

‘A A AA i> AOYYAYOQO’7’A’Ci’YYAAYA

.‘(1AAYAYAA‘l’P>AAAYYAY

op.>”,

84 ¡65632 ¡616203218 A A O
AAo.>~A YA’OCIAAA31AA’;’?’ AAiAIcAAA’?O’OOYYA’07’(<C‘OoCYCCACiii

A TIC ~ “UiT’?’ 0A”rZ 0>LOAILAAYAAiOOJ600ACOYCCI)

0> Y E 1 8’ A Y ¡6 A Ci A ¡6 E 94 L 8 0 32

‘.‘‘‘‘O’’ILO.AAOCYTPi2>. ‘AAAAi iA6AA’COO’OY’ Li> h12>.Y’OCi’Oi”

7 il i’L’;’’’’A’’YYCOA20IC’’’SY O’IL’7’’L’7’YYA’LLLi.Aft”10’2YAAILAY

13
1(11)

33

O 56 8’ Y 2 56 8 32 0 8 E A 1 E 1 0 3 E E> 0 53
....A..0i’.>SiSI.OFA’l”i’OiAA(<AYPIL’C)Li’L”(’

VA Y AG>L,’LiLP>CAAILYYÚYA’l’AA

3232 Y 0>8< ¡6560 56 SU VEO OYE 8) ‘73

A A O

A .0 ‘ ‘ ‘ 10AYAAAA ‘ A >0 102> ‘Y

Ji O Ci 56K 3208, AlEO L 1<432K ES 93

AA AA
00 A

Y 0 1 8< 32 ¡1 E V 56 O 8 56 56 E O L O U 5 V 013
YIil’l’hi’O’0A20>CTAILA’C’i”OOl’>’OA’iLIOI’l LA2<2612T’OOAi)iLA<’’POoOYOY’0’1>-’YC>AlLO(<Y(1Y’i’ 1011120

‘7’OAC l’A’OAAYTY” AY’ ,YAA2¡(1L’AA”ii•AI Cl ‘l’YCAAOYiii”PCiCLAOOAOAAILCLACLYOOOACLAA

LOAN 568< VG ¡AB 58V VM LOE> U Ci 133
i)~l~iLiLhAA12ILLCiAAii~ClL~OYYY’7 YYiiCPOihilL’ LA’i’iLiLIL’COYOA’YIIYAA’OiOOLYYiLIOYCIA’l’oACi2YY 91060

OAIYOYA’iLIiCL’OYOAOAAAAi”A2>iLOAOYIiIL’OAiOOOAAACLP>ACLJAYYAOOAAiLiLAILYAlLYOOAi2>

84 U Y Y U 56 Y A 32 8 L Y II Q L 94 0 E> Y ¡4 153

AT,71;AYA’l’,.LftOOl’IAILYILAAC”r121 LYCYAILCL’56’YYAAOAAA>iACAA’OTOAY>iOA(<(1’ATYA(<h.hiO 9020
YA,L,’CL’OJIYAi7YILOILYIOAOYY>LLACiIAiLA’OOiLiAAA’01’CiYYCLTOYYAAI’LA’AOOYi7ILYAATOYYO

A Y 02056 Y 020V 9453216V E 0V 5656V
IIOAAOAOAiiIOOY’0(<A20OYA’OCLCiCLAOTAA’i’iilL(<TOYTA>iA’l’A’IOJ6AOAY0>A’Y’CO’OTOTYAY

iLIiL>0Ci’7’(1YOCOAA0>A”<’OAYIAILiC(<7’ILA’OTACOOACLAATiLTOuYAC9”OILYAO20AAGAACIAATA

5 A 0 56 8 E L E 5 56 M O 1L Y 56 V U A 8< A

OISIYOYOAY’0’CC.’OiL6LYAOAYAAiC.JAA20OYAO’OAOLYOOOCVOOL7’hi’OAOYOTYOA’0í0.YYTYOYA
,‘CAOACYAAAAAI70AYCTA0iOOYYYCiATCA~l>YA(<OO6lftOA•0AY(<ACAAOTAiLOA20AAOA’O

E 1< 5 ¡6 5 E E 20 8’ 56 ¡4 1 A 5 5 0 E Y L L
iiACiAl32h2OAAAAi~>LAOAA12AAiACL1iiLCL’C huSOA20Y’OYO6oVLYAYYAYT>iI12AOOYTAYCTAI”T’0

OYCYYYCICi’0A”OY12OYOYYC)YYOOC.OOAYCLOiYYhAOAAYOiAAYAAYAAOOYOCAAYAOATOAA

¡-‘13

91.80

‘-93
92431

313
33031

Y 5 E 1 8< 56 5 Ci E Y 0 ¡6 P O A 0 ¡4 E 5 0 233
AO’OOLOY12AI1AY’O’O’OY’0(<TATAYYAIi8.hu20CLCiLAA20hlli(<(<A>OOAOOAOOYAA’OOZAAATTOAA 1360

YOA<LOAC’OCLA’A20AAA20OAYOuYAAYOTTYOIOCiYYYTOO7YCIL’l’iLOTO(<AYTAILYYYAAOYY

Y 02010? Ci 941< ¶05328<20 E E FV

Y’OCiA< LA6OAYO(<YAYYIiA’OAOAYYOAA’ILAAOAOAOAOEiOYGYYYYYOCOCOYOAAYTYOTO

Ah4OYCi’OOYAOi1AYAAI)A’AYO’OAAOYYA’3’YILTOTOTOYiLAOLO>26AAAOO(<OOAiLYYAAAOAO

>9 ¡6 E Y 0 32 156 U ¡6 8< ¡4 8< ¡4 8< ¶ 56 56 0 Y A
í0liOhuA20Ci12YYAC~’0P>Yo’0’l’(1OY(1A’OA6Ao’OA”0AAYTY’OA ‘OOJAAA20CAYCA20A”COAYYAYOOT

(<COYYA’>Li.L OiAYC’ILLYAOAAO>-’ACLYAT’OOAAAY’OAA2AAYAO)TYYY6iYAOYYAA(<TAAYA(<CIA

Ci 0 81 5 0 1 1< E 56 L ¡6 ¡4 Y 32 5 A Ci CI E O
..¿‘C(<AAILAYCILA’OAOIOOYAAAIWAOAY.OT’OOOAAAMAA’OAA(<OTYAYYOiLA(<Y’C12IIYAA31OAA

1>10020’?’ A’12’02000A127’COhiA7’YYOYCY’LLOuAA7’TY7’Y7’2017’ClO~AAYAA(<OYC.hi2»L>LftYY(<OYT

LEE LOO (<561560 56L
‘l”i’I12IiAOAAO(<YAOAYOA(<YOYYIL12YiLAAIOY(1OA(<A(<iLLTA’I’OM6YTOYAYAIIh<2OAOYTAYO

O,AOOYOYA’iLCIAAILOLYAOYOAi.’AACOCACOYYOACiLYi.iYOOATACYYAAOAYAYOYYYCAAYAO

253

114231

273
480

293
1<1040

306
‘<600

1024AA31’0000YA20AYILi’56’<L(<ILYOAY(<YYOCLAoC.”CYAYYYAAAACOAYOAATY12(<YOAO(<ATOO‘06631
‘O’OYYY10iLCC»’OYYA>LAOOiLAIL’OOdOA20C<IYOOAAYAAJY’OYY,2YACY’OAA>L(1A600YCGYA(<(<

00,181
A’OiAAILAAAA(<AAJA20oAAOACiIc’C1 11786)50AAA(<¿7 TOAATTCOOAAOA’7(<YII>IYAYOC

A’L.”0li’OY’7’Y’7YYYYCYYi”lCiiL>L~CAA20A 1,01 1 Y(1OAACSTAA8<.SCYYOY’LLCIIC(<AY2000

AY Y ‘ AiLA2cA’L(<ii’CA’l”C0.AYA))O YA’Oli’000Y0017’OILA10I’iOIA2<O560
..A(<OAAYAYAA7’LCA(<6i.IiC(<OYOYYYOO<LAYiA20YTAYI81220’OAACLAOCACOCACiYY(<OTYOA’C

AALiOOL’OT’OO(<(<A2>A’l”C A(1YY12IAATOAAA26o(1iL~CAAAiLliCiCL(<AAOAAAO(<~000O12TTO(<>0A

‘l”l’OO.’OOAAOAIOYY’C AAYOLAAA’LL’OYACi’2’0’O’)(<(<‘SOYYT>iILCLCPOYYYYYYiL<iA’LLO(<OAA(<OEO

YY12C’C’YA’7”’OAC””OoOOAOAY’r’l”lti’A1000AOAAY?COILYYYTOAA’YCTO(<OiLAAI2OA’COPiCi

AAOOCLAYAIL’OCOAC>(<OOY>’LYAAAAAII7’OOTCY?AA56C.’>.VuAAAOTYAIIO0.>OOOYYO-AY10.5TO

95620

9760

9040

99(10

O A TAPA AY YA 10’-> OAC L’OhtOYOCi””IAI”’Ol”’CYY 99631

YA A YYA AI>2i1 YY ‘7 OAYIAAOOAi Ti ‘.10’ nO-AA

O “‘Y Y, ‘ AY YO’ TAO AALO-oGAOi AAJA’cc YO 1(1020
OA A A YA A ‘032 VA 300 iIiCOOYCA’’YA 00(1AO

AAY. AVuoY”A.. A.... h<2iAYo -,iAOc..ATI1IOOOO
A AA A AOYA YY 01» 10 lOO TTYAC oAAOOYCIAA’ AtuO

A ‘.O’’’Y A ‘‘A A. AA; . .A.YYOCYOYO’LY”>’YYC’CYO 1121431
A A OY A>A AY 0212> >C101’A’Ci A>’’ CIA>)

.YY 0’. ‘.10 . lOA2>’’IL.’ ,. AY >2>. 1010.0 OYOAAAi IiACOATOCTiS 102110

A Y YY ITT A AY AY 102> CACYYYOAOAOCYAi)iIAC

‘YA . Y ‘‘Y ARlO. . . A - A- .oA- AA <0. OYOATYCiA>’LOAAT6000TO ‘023,11

AY VA Y Al “YO A A A YYA Y AVAOYAAOYCiii’L”C AYO400200

A VA Y A ..A... A AOAI<2iY>OL.”CALIOAOOTOOAO .0)56231

0>1 0 0 A IOYA’YYACC.AYOOAOOA12OYOL

AA .0 A ...... AA ‘U. Y AA ILA’OA2000AAAAi.’C.’AOAOO 10260

O A” AA A A lOA Y 1-2> 56 OAOYY(<iOi’l”O’l’111(1’Y>?YOO

A Y..... C(<oOO7’’Y’CIiíLL’’COAOOT12 ‘044 ‘Li

YY10A Y” hY SARA AA A

1A.. i20,Y...-.. A- YY. ..A.YOA...... -o’.- A.
A O A A A YO >09Y A YOAOY”iIOIAiL’l’A,’LOO.1YOO

O . . O VAI.’IL’l’’O’L’’LALO.1’0O,lO>Li.?AAA 1 003011
Y A OY A ‘1 hill ‘>11040i2>JICIACC.A’2Y1>CIA’YY

TAO.... iu’ AA ..Y loo .10 ALA ;iAOOYO12OIAOAC2OIZO;(<AA 1113.211

A 9 A .6 Y?’ Y >2>2> Y 2> Y oYY>LOAIL’.L’LA’o’Oo2>1200YY

O . AA .010 00 0 A ‘2CAILCL>VcI<2OTY(1C’IC>AAA i.O¿O<i
A Y A \YYA 40 Y AA YY

‘‘A . o’..A A - A.. Y<.0AA AA .51010200 104
Y .27 ASí YO 00>1

A .A u>. Y . YOAA “00h11

Y A O OAAAY Y AYAA

O . . A AY A

YA A A

A >1 . Ail Pi A 10010

AA Y AAYAA YY

AA A A AVA A O

A AO A

7<)



RESULTADOS

10 02 íA’OA’>’i’oGAGCYCAY’.’ IAIIAAAI.OiL’l-hcIAIi’;Y’OY’OA’0’rOAO ‘Iiii’50

“1 A’>” LA’ )OYCOAO’OAi >A,)’I’i?’OY’OOOAY’0I.LOAiAAYAACYi’;

A Y. . ..A’I.Y’-’l”’.’?’AAAA’;-”’0C12 0A’oAo’rAC;AAOOCLCLYA’AYILAOAC)Ao 111.1111
[AA A AnA YYAA AA ‘0 A’CL(<’2OAAYAiAYCYOTC

A . AA .... AY 77 A iL>’ií)POLOAYAOOAAAOYOA lii

VA .2> Y Of AAA “I”CAIii>iL12C>A(<ACYAAAA26iPOACCO(<IJOYAY(<OYTYOAOY

0 031 Y Al I~,rAL~,rL>YYAAI’IACCA2ICAI;YAI;YAIAACLYAO(<AAAYOOAO

AA AftA. A LCiftiOC;ACLOA’O7”i’iOYi i’.)AY’i”’0)0i;OAAftA’AOiSOA’0’O’OA20Yi)fAA 1 1

APAAALT’?’CO’YO’~’0AAA”AI~í;’0AlO2i)LPLYYYAYO(<OYAAAYYAI>YY

A Aí;’LYc’iOYAI.AA2iYA’C’?’OALLIL>i’O(<AOY(<OYAYAAAYAYAA(< II L’40
A AlA AnA Y O AOY>LA>7OAYA7’Y’OA’0AY’l’>0

>2> - .AAAAJAA ‘A. . 8 ...hAIuAA. Y(<Y(<YYA20A(<AAOOAYYY 11400

A A A A 7 YY AOAPOAA7’YYOYA’(<(<Yh6AA

“A.. A ‘‘AA Y A Y.oA. . o. AAo(1CY(<YOAOYYC3AAY>ii0A>LA 1

Y A A A LYAhcPiiL,i,>>itiAYiLi7,iLLiC>AiOA>)>AI;A>iA>OIi>LI10AC.~C0AO(<YoY

AA ‘ A ‘ A. AliAR . CACLi>’OAAYiLTI?’O’CA’»7’CC.iLAOL>LAACLA’0Y7’O’YYiLAAC?ZAOA 1.1 A20

A 77 A <2iYO’.LAYYA’;AOAAAi)AAiOYOOYYOYA20ACAAOYYCOYCY

YA20h . A 2>120Y1?hcA2>”IAOAARYYOOYCLA(<YA’AYOCPOGAYO20AYOOA611(1612
AiLi)0’C7”<”C’OC >AAIOCLO(<?’ATAOOAi7YYYi’7í’>)7”i’Y AACOAOYOA20YAOCOOYAOYYACCYY

‘•;>VA>Cí»i~’0AA•OíL~C•0í0~AIi>A,C).,0L,0I.LAOOAYO>’iY’LYY>0Ac)20AT8LlLA>020Ah<2i20OCOACOOOYOA1.164>1

>.‘IL’P AI’LiAft’O’0AOA20CLOY(<A’AAiAAOYCCYAC~i~AiiAA2>A’oYYAI0OYOYYYYYOOOYOOcOACY

>iY’OY’ LYAAACLCL’OAAAA’YAiICL(<A”IAOAROCA>AA2>00AOYOOAAYYCCOAAYYCAYYYAOA 12>0(1
A AY” 1V 7OAAYcYY))OLY>)7’Y>7)’0CAC0o’YA~AR>0OOYYAR31YAJ<26YOY

A A A ‘A ~A1-í~OA>LA212PiA11’?’Y(<A12(<0(<OYO(<fiAYOYAYOAA2>l’ARY(< 1 5’>00

10 Ci Y Al Ci” “,“l”I””’A’I’>’i’C’17’Y’?’Al>’.iTOOOOC20012YYAOAYAOA’YYI<’OYA6i

AA >1 Oh . ‘>(<A’C>’AYAI9t”CLYC’hP.>”CA’r’I)í>A’OAYOL(<AROAROYA>LA2>AA2>O ‘<>121>

A YY A A .)iiA>) rA7”í’Ao>A’IYMí’0AAíLYAYAOOYYCYYC;A’0’L;YYA’7”Cí~

AA. Al .. AP .AYA?’Y?‘YOi~LYiLiRAAA~OiAiLY)0ILA~iiOCLC>A20CiAO~OO0OAYYYAYL. 1611>>
A ATT Y AYfAA AYAAAACLOAC)YY’.”~OAiL>;lO”LC>AOCLO(<YY(<YOAOOOYA2>AYA

AA ‘iLACIAC’OYY(<CCiOAA’(<OAYOAA(<(<YACO’O’l’C’AYA’OOAYOA 119412
O A YA A ‘;O’ri)Yi;AAA>)í.>iiC)YAI0o”0lOOiYY>012AYO~;ARCYATAOYA0Y

Si .AY . . .A AohJiAOYAC?ft.20>AAOAYA’r’l”OAOiOC>’0’I’YC’AOYOAO’OOA20OAYAAYO 021>0>1

YYOOYAi’iACLAYC(<YCYYYGAYOA>?’YYYILYAYAAA>l’Ci¿.(<A2AAOYO20OYOi.?OOYYCYAYYAC

‘i’Ai.A>.’’C’%>’.Y A.Afil’2>A>iY <0>’>’>’> ‘i~’C A>CA7~LiA>L~OAC>Oft2iAAA~0Y00LiYYA>LYOA0OILYiLO>0lAAYO0211611

A .,OACA0<0 I.>AA’C>?”OYY?’YARCOAAYOAC’rCCLIIAOLOAO?lOO

01>01
f A h O YAAAi ‘>AAoA OA.A>A’OACOCTOCA&LLO(<A2002YYOOYYOAOAO12? 120

Y 1 Al l’)”CACiIC.OACOYCiiOOO’OYCOf6AOOAROYGYO

AL
8’);> 1

O 2110YA2AO¿OO’.?IOYOILA20’?’ILA’Y6iY(<YAl6OAYGGIAL 00(1

AA FAlO A A 10 5 OAOOYYAOPcSLAOAA’Y>LYACC

YACCiA . . A O . OSTAlcA OAPZAAOYiiAI>ILCLAR’OCL’?’YPCO 02-L 411

ATOO AA AA A Si YY YY AYOYYOA(<YYIIPiYYACIAAYA

A AA O . TI “7AAYA>VL202CAIA>iiL.?’LLAOiO 112.112(1

O Y A Y A 010 LA”OAA”.0I’i’7’Y’OYYOOAOYCC

>0-> <2 0... A19’AA2> . .T )AACAAIiAY(LYOO(<AlAA2>(< Li>.’ 1110

A YYYCYY>LYALAILC)0YA”C’OI

‘U 1 A A> FA OAY’r7’CLCiLY’OONA’l’1111.’’OC.IuAY SL>’>>»
A A A . Y Y >2>2> AAA>AOiL>OAACLYTACOA(<YYA

A AA 1 AO AA Y
A Ji O .Y A T.AOAAf¿

.7 A . .AY “AY

.1>2> o oPAA.Ai’L02>2YPJA2AAYCAJA2AAAOOAY6ACISAAAOAOYOAR

Al 10 7 A 71 VA ‘AYOAAYYP(<OY’i’YYA’AY”C’OA’OiLA’.>CiO’O’OAAO(<AYYOi?AOYY Ci> 6’»>.>
A A. 1 Y ,‘rA’i”OCAA?’AAA>AAi’.Li’P,hi2iTAI>Yi>O(<ARYY(<12YAAiLi12’OOAA

A - ‘ACuA>VAOOcf>AI>’C.’i’I’ AAA’>’LI>’L’0’Cí i>)’CC 02cAAftYOh>1ilAOOAY O
AiL>”OiLY’?”..’YY’.L’LLY’2AYAAAf>1AA’0’C’I’YY>L’>’ YY’CALLh>’CY’) i>ILLiAA(<OAOTYYYYA(<YYYOCYA

““‘1 -*

84 Al 8< 0 Ci 8< PL ¡6 Al 67 8< Y 56 Y E 06 8< lA
hA Y OAAIOQO”h>7 ~ >11’?>’»

L’C.’i>A’OCiRi’>L)’O”’C’>. YO>LAP.OAY’OYO-YAA’> LAYi’cAi>>)í?’l’ Y’i’02>

56 1 0 32 20 56 32 568 2 C A. A 8< 8< 0 Y 5 8’ 32 Ci 37

Y Y ‘‘CA’)L>A’C’O’ >1 iAC>C.’’CO’C’AYYOYY’0120i7A’>ARCYCi.’ii<YYI)’?’ 1 <‘>3>1

Al o . A AA>’ A>L’CAA> L> )Y’.LL>h>’ L>iVAAiiAAI-Ci’í”C 10Y>’Ai <.i’í’

A 0 /6)S.,S 8<20K 1 SAE> LAY AL AV

A A A Y Y A 12
>0 A

A 568.00 56>110 51< 08. U 12

VA VA A

07 C

110>8 32 . 8>1 E E 8.1 A 8. ¡6 47

A A A AAA

8 ¡6 8 A 1< 8. ¡6 8’ ¡6 E 0 566 8> A A 20 E 8 E Y 117

u u’>’>. AAIIIO’.’iA’¿’ ~A7 A.~’’LCY~’.Lri-’LPf>1AA’.>”O>;AAA’’ 1 .1>121

-“‘O’?’> ‘‘‘“12’. ‘Y AYYYI>OA67OYCI>AiL1A7”?’Y iLL’)AC’O Y’]’>’,

56> ¡6 Y 32 Y 8 1< 3< ¡7 Y 32 E 1< ¡6 E ¡7 ¡7 12 Y 32 137
Al )CA’AROAi)i;I;YAAiL’i’’loi>iA - -‘ fulA>’ ,i~’0Ai,Ai AJ6AAAAi AAiLAAiL A>IoOAAILAOY ) 731031

‘0>>,”- AY’I’L)’I’í <‘‘<‘0 YY(iAi -‘>5’ OíA’ .YA>”’’A””””.”OYY’l’Y’0i YTOYTCiY>‘1’’ ‘7”Cii’>’i’A

Y 1 ¡6 E E ¡6 >9 V E Y K ¡7 L 56 56 Y A ¡7 M 0 557
i.LAI.L’CA’OiLiLCiAC;AAi2AAAAA’ 0> 1- 1’,’ lA> AA lARA YAAi oY(<AROYi?iL7’(<.AOAftA’CiOA 13140

..r’.’>A’l’ACL’;i~’r’>’C’l’>>Y’I ‘III’ A’ -u-bu-Y AAIAi>’iAC;’l’7’iLIA>.L»A>i’YYY’YA(<’L’

Al A G ¡6 8 20 L 8< E 86 ¡6 CI L Y A 0 20 94 3 Al 577
‘luíA’)> Ii~AiIi10ARA.LCA O-AA’-> ~i-> Ii,AiC 1-YYOAYi;.L>YAAA’PL’‘lOAR l’<2310

A’OYO’ “ST’. 1)9‘O’>”Cíi6i’lí’..OA ARA, Y II.... c . CAAc Y -, AJA(<’OA’.LL.’P0’CACcYYY

A Y 32 Ci Ci Y 8< 1< E> 0 8 E ¡6 0 ¡6 56 E 8< 0 32 197
YC>G.AAILYi>’YYiiA’i’ YA’IAAC>LLYYCLAJAAAYi>A’17L>’YCOAlilAAOiAi. OAAAYCAI’I “A”” Ti CYOY 17260

AI’)ii’C’0i i10”LAAIL’L’A20AYYOCA2>i’LY’0’l’CLYAI>YAROAOYZYYOO’CO’07OAi- 11 1 AIAACCAOA

8< 7. ¡6 8< K E> Y 86 ¡4 94 32 8< 32 0 V U 1< U CI 3< 217
0~Y’0C’2YIih10AAY’CYhi20lO>2AYAi’L>)AAC02i20’0ARYC11’0YYY~OOYCC0OYYACIAACAAI-1-AYOO(<YO .9.3231

.>AROAR(<’?’YYARAYYYCL’OAY’0’LCA’(<ZYAZYA’LAAAAAC)AIIiL>Lh<2i0 CYOA O ;A. 1 ‘TuI)

8< W E 1 ¡6 5 8 Y Y 56 Y 3< Y E 11 56 <6 32 A A 237
iir>I’i’Yi»11iil6C>’’I’AY>AA20Y(<YC>)AAi)ARC”CAo(<ACLYYOi7YAYAiA8>;C’7>AI>l’0’i’Oi’I’Yi ‘i>YO(< 1 3780

.ARiOAOiLILLY(<AYAYYYAOAOiCi’OY’.YYO20Y(<OYOAAC>)AYAA’i)YCIATOAI,’ APMAC’ AC>i

5 E Y >9 56 Y Al E L 56 5 Y Ci N 56 0 1 ¡7 Ci ¡4 257
YOOYOAAACAI>i>AY>LAPu>LA2cA>L(<OYCYOYI)YAYOA>)YI)’i’iLAAO’OOAOA(<OOYILAi(<YAAl> L >4412

AOOACYYYiO’0ILiLYAOYYOYTYOOOAGAi2AC<AYAOYO.AiOAiiYYOAOYCYOCCAOYOOA’I’YY

A 56 94 AJ O V Al Ci 8< E> Y 32 Y 7. 8 A A 32 ¡4 U 27’7

‘OIhYi)lO12i)ARYAAC>’LAY’OTC.AAY(<YOYYA’OftOAC~AOY 7ACYP)YAO6LJ10O(<YOOOOY(<A20YOA1 3AOl>

A(<00YC12’OYAY’rii>L”<AIL<0OYYAOAOAAA’LLYOYIP?’CA“)IiAOAA’O>.2YOOACOO(<A12YYA(<Y

94 7. ¡6 Al E ¡6 E 1 Ci 7. 8< A 0 56 V E> U E A Y 29?
cCLA’C’¿Y’Chi20h<26AY12AOAA0AACiAYYI”>”O(<‘?‘iLAROO>L20120Y(<YYAYIIA>)Ii AA’oAO(<OAROZ (.30631

.,OYA.7ARYYYY’OAC’?’C)Y’OCLY’YCY620020AOAOYYCCOC.CC»APAP¿OAOYOOYACLYOOOZYOL

32 32 56 32 ¡6 Y U 94 ¡7 E 0 32 ¡6 Y E U Y 5 A E 318
>AISYYI>YYAC;iL>v>”CAlAAA. ,¼lOYfOlC..AAoAOOiiC>iSAAAAAA> Ai0AO31ATA(<O(<C’YOOYC<A L. 36231

7’CAACAAYI)Ci’L’C>AY’CA >0(1 AY . YC.’ ‘AA’ II .YCYOCYAYOOOOAC12ACY

¡6 1< Y O 8’ E 32 U 0 56 E 32 Y Y E> Y .0 ¡7 56 1< 337

.>AlcAiZARh6(<Ai.>’>’2.)’.L - I>h4101- liii’-’ OCifAAOi.-.íoilAAi >AC)Ai)OA’OT(<AOTOYAA C36100
YYYYCYYYCi’I’C>.L>uC;’.oAC”YC~uA””A”~YAY’ >iAiI cAbrA .YOYOOYAAOYOAOAYY

V Ci ¡6 91 32 0 E> ¡7 8 8< 8’ 56 67 Q 0 1 ¡7 Ci E 564 351
L’i’i.)ARAO’LA’2 YOAYY’-ACCAliOi’’”l”i .cCic .‘.0OA G1AAOOAAYAiLAC>í)’rY11A210’OIi 13040

.LAROAiLYYYC’L?’(<Ai”CCch6> Yi%>2”Yi”COAAOoOOA, (<A’ AAYYC(<YA’A’PIi’0002020(<YYAC

Y V 8< A E Y 0 56 Y 32 ¡7 10 56 í Y Ci 373
,.AACA’OAiLY’I”i’O>LL?A>OOA>¿AO>0YY.)AROACiYYCARI)iLLAAo”OIL’OYALhAY(<AR’OARCL(<A(<(<OAR>3103>7

iL’0O’OA’rOf61iACL>2OYCCTCY(<?LAJ-oY’L’O’0(<AAoTYo,.L>Y’2CAOAAAYAOYYA’0’ri

“‘i.’ALLcLL.’i.L’l’10111i.LIZLLAi(<YYAYAACRA.AAA’iLA2A’I’COA¿<.’.’IuA(<AO(<AO20OT6(<YYi>AZ(<AAI”(1 1 3>16’’’

Y A A “7/YA” c,YY Y(<OYC.YCA’0>’>AAL)A’A(<Y

AY A A Y >1 .oo>IJ Y YALL>uI)A’YC<i)AA’.7”CCI’CO¿0

Pu, A YYYA oY7120AACLii’O’OOAIC.’ACL(<

u . . A A . 7. .0 A AA 2> AA CAAOY(<AOYOCA(<,OY(<ARA1569>0

Y Al Cf Y Y O CYYCAiI’OiA>’iLii i’.’’iL’.).AiOA

lO’ A IL’20000AATOiLY?’AAO

A Y TY A AYP AACiAOC)(<COYYCiC>L»A.u2>Y(<

‘“COY Y?’> TA7’20020Y67.A

‘-Cii L.’iAA.,AZC20OYAOY

Figura 10. Secuencia dc nucleátidos de la región de
1)NA (le neumocococontenida en los plásmidos
pKERI, pKER2 y pUCEK2I. Se muestran en
negritalas dianasde algunasde las endonucleasasde
restricción utilizadas en este trabajo. Los
olígonucleotidos indicados en la ‘Fabla 4 sc
representan mediante flechas. los posibles
terminadoresde la transcripciónsc señalanmediante
dos flechasopuestasy el valor de la encrg~alibre <en
kcal mol’

1) se indica entreambasflechas. -lO y -35
indican la posicióndel operencap3. IJ representael
sitiode iniciacióndc la transcripcióndcl operónc-ap3.

aminoacidossimilares a los localizadosalrededor
del sitio catalíticode la 1 JI)l-( HeDí 1 bovina (1-ranzen
y cols., 1981). Sobre la secuenciadc nucícótidos se
indican en negrita las secuenciasde aminoácidosde
las proteinas codificadas por los genes de este
fragmento.
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1.6. SEcuENCÍÁCIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE DNA CLONADOS EN rKER1 Y PKER2

Para llevar a cabo la secuencíaciónde ambos fragmentos,utilizamos los plásmídos

descritosen las Tablas5 y 6. Además,cuandofúenecesario,se emplearonoligonucleótidos

sintéticos. En la Figura 10 se muestrala secuenciade nucleótidoscompletadel fragmento

EcoRl (nucleótidos1 a 9704), ademásde la del fragmentoEcoRl-Bcll adyacente(véase

apanado9.2 de estasección).

1.7. ANÁLisis DE LA SECUENCIA DEL FRAGMENTO EcoRl DE 9704BP

El análisis de la secuenciade nucleátidosdel fragmentoEcoRI reveló la existenciade

cinco marcos abiertos de lectura (ORF de Open Keading Erame) completos y uno

incompleto(Figs. 10 y 11). Este último corresponderíaa un gen que comenzaríaantesde]

sitio EcoRI. llegandohastael nt 697. En posición3’ de estegen se encuentrandos ORFs,

ORFí (desdeel nt 3649hastael 4341)y ORF2(desdeel nt 4351 hastael 4815); cadauna

de éstas,estáprecedidaporun sitio consensode unión al ribosoma(RBS)., A continuación,

encontramos3 ORFs, la primerade las cualesconstituíael gen cap3A (desdeel nt 5911

hastael 7095), implicado en la biosíntesiscapsular;las dos siguientesse denominaron

cap3fl (desdeel nt 7111 hastael 8364)y cap3C (desdeel nt 8662 hastael 9582),debidoa

que parecíanestarincluidas dentro de un mismo operón. Por tanto, la deleciónocurrida

durantela construccióndel plásmidopKERI habíaafectadoa] gen cap3i, quizádebido a

que la presenciade la proteínacodificadapor estegen en el citoplasmade E. coli resulte

nocivapara la bacteria.Asimismo, comprobamosque parte del gen que en principio se

habíadenominadocap3-J (Garcíay cols., 1993), se tratabarealmentede la zona 5’ de

capitá. Portanto, duranteel procesode construcciónde pLGLI dos fragmentosde DNA,

uno de ellos conteniendopartedel gen cap3A, se habíanfisionado, produciéndosela

deleciónde un par de bases(bp), por lo que no se reconstruyóel sitio de corte Leal.

Recientementese ha demostradoque el fragmento Leal de 2,5 kb también parece ser

específicodel serotipo 3 aunquese encuentraalejadodel otro en el cromosomade £

pneutnoniae y no está implicadoen la biosíntesiscapsular(Garcíay López,1995).Cadauna

de los geneseap3A, cap3By cap3Cestáprecedidopor un RBS (posiciones5896-5900>,

7096-7100 y 8752-8755, respectivamente).Además, precediendoal gen capiA, se

encuentrandossecuenciascaracterísticasde un promotorconsenso(posiciones5819-5824

y 5841-5846)que ya habíansido observadaspor Garcíay cols. (1993). Por otro lado,

72
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identificamosdos secuenciasque podíanconstituir terminadoresde la transcripciónRho-

independientes;la primera de ellas se encontrabaentrelos nt 1042 y 1099, y la segunda

entrelos nt 4851-4903.

EcoRí 1 ~coRI
11’

pKERI

pKER2

Figura 11. Esquemade la disposición de las OREs contenidasen el fragmento EcoRI
dc 9704 bp. Las flechassombreadasrepresentawlosgenespresentesen el fragmento. P
señalala posicióndel promotordel operóneapi. ‘II representalos posiblesterminadoresde
la transcripciónRho-independientes.En la parteinferior semuestranlas posicionesde los
insertosde pKERI y pKER2.

.1.8. IDEN”UFICACTÓN GÉMCA PRELIMINAR MEDIAN”FE COMPARACIÓN DE SECUENCIAS

La comparaciónde las secuenciasde aminoácidos deducidasde las secuenciasde

nucleótidosde las OREs encontradasen el fragmento EcoRl de la cepa406, con las

presentesen las basesde datos,nos permitió asignardeterminadasfunciones,siquierade

maneraprovisional a las posiblesproteínascodificadasporestasORFs.

Por una parte. la secuenciade aminoácidosde la ORF incompleta mostró un gran

parecidocon la correspondientea la proteinaDexB tanto de £ mutans(Russelly Ferreti,

1990) como de Si equisimilis (Melchod y cols., 1993); en concreto, observamosuna

identidadde aproximadamenteel65%(Figura 12) y, enbasea ello, la ORE correspondiente

de neumococofUe designadacomo dexB. DexE esunaglucan 1 .6-ct-glucosidasa,implicada

en la liberaciónde residuosde glucosaa partir de dextrano,un exopolisacáridocompuesto

porunidadesde glucosaunidasmedianteenlaces13( 1 -‘--*6).
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DexB 

M30944 

X72832 

DexB 

tao944 
X72832 

DexB 
tao944 

X72832 

DeXB 
l-e.0944 

X72832 

DexB 

l-i.30944 
x72832 

DexB 

ta30944 
x72832 

137 

463 

463 

183 
509 

509 

229 

555 

555 

231 
557 

558 

Figura 12. Comparación de la secuencia conocida de aminoácidos de la proteina DexB 
de S. pneumoniue con las de otros estreptococos. M30944 y X72832 corresponden a los 
números de acceso de las glucan 1,6-a-glucosidasa de S mutans y S eyui.similis, 

respectivamente. Las zonas en azul indican aminoácidos idénticos en las tres proteinas, 
mientras que las sexialadas en verde corresponden a cambios conservativos en la secuencia 
de aminoácidos entre las tres proteínas. En la parte inferior se muestran los porcentajes de 
identidad (en azul) y similitud (en rojo) para cada comparación por separado. 
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Las secuenciasde aminoácidoscodificadaspor los genesorIl y or/2 corresponderíana dos

proteinas de aproximadamente25 y Ii kDa. respectivamente,que poseíanuna gran

similitud con las codificadasrespectivamente,por los genescpsl9J(iy cpsl9/Ddescritosen

unaestirpede neumococode serotipo 1 9F (Guidolin y cols., 1994). Se habíasugeridoque

estosgenes podríanestar implicados en la biosíntesisdel polisacárido capsularde este

serotipo, aunqueeste punto no ha podido ser confirmado todavía. Además, también

observamosciertasimilitud, aunqueconsiderablementemenorque en el casoanterior, con

la estructura primaria de las proteínascodificadas por los genes epsfl y epst.’ de S.

agalac¡iae (Figura 1 3A) que forman partedel operóncps responsablede la síntesisdel

polisacáridocapsularen estemicroorganismo(Rubensy cols., 1993).Los porcentajes,tanto

de identidad como de similitud, de estascomparacionesse muestranen la Figura 138.

Asimismo, en la proteínacodificadaporel gen orfl observamosuna cantidadconsiderable

de residuoshidrofóbicos,(un 34%), principalmentedispuestosformando dos segmentos

altamentehidrofábicos,uno en cadaextremode la proteína(datosno mostrados),así como

la secuenciaLIGFLAGGIGTSVIVLLLELLDTHVK (posiciones181-206), característica

de proteínasimplicadasen e] transponede azúcares,denominadastransportadoresGLUT

(de tilucoseTransporters’),generalmenteasociadasa la membranade los microorganismos

(Silverman, 1991). Todo esto podía indicar un posible papel de esta proteína como

transportadoradurantela síntesisde lacápsuladel serotipo3 de Si pneutnornae.

El gen cap3Acodificauna proteínade 44,6kDa, muy similar a la de la proteínaHasB de

Si pyogenes(Figura 14), cuya actividad enzimáticahabía sido identificada como UDP-

GIcDH, esdecir, la enzimaque catalizala oxidaciónde UDP-Glca UDP-GlcA (Dougherty

y van de Rijn, 1993). Además, también encontramosuna identidad de aminoácidos

prácticamenteabsoluta,concretamenteun 99%, con la secuenciade la proteínacodificada

por el gen cps3D(Dillard y cols., 1995) de otraestirpede neumococode serotipo 3. Un

análisis másprecisode la estructuraprimariade la proteínaCap3Areveló la existenciade

unasecuencia(aminoácidos251 a 264)muy similar a la del péptido tríptico que contieneel

sitio catalítico de la UDP-GIcDH bovina (Franzeny cols., 1981), así como un aparente

motivo de unión a NAD en el extremo N-terminal de la proteína,característicode muchas.

desbidrogenasas(Wierengay cols., 1986)(Figuras10 y 14).
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Cap3A 
LO8444 

Cap3A 

LO8444 

46 

46 

226 
227 

272 
273 

312 

319 

357 

365 

391 

399 

Figura 14. Comparación de la secuencia de aminohcidos de Cap3A con la de la 
proteína HasB de S. pyr,genes. LO8444 corresponde al número de acceso de la secuencia 
de aminoácidos de HasB. En azul se indican aminoácidos identicos entre ambas proteínas. y 
en verde, los cambios conservativos en la secuencia de aminoácidos. En la parte inferior se 
indican los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo). *, aminoácidos que 
componen el péptido triptico correspondiente al sitio catalítico; los aminoácidos 
característicos de sitios de unión a NAD están representados por los símbolos 0 (residuos 
básicos o hidrofílicos), q (residuos pequeños e hidrofóbicos), l (glicinas) y 0 (residuos 
ácidos). 
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El gen cap3B codificaría una proteínade aproximadamente49 kDa, cuya estructura

primariacontieneaproximadamenteun 33% de aminoácidoshidrofábicosy cuyo perfil de

hidrofobieidad es característicode una proteína de membrana, con varios dominios

transmembranales(Figura ISA). Lacomparaciónde estasecuenciacon las de las basesde

datos revelé un cieno parecido con la proteína HasA de 1S. pyogenes(Figura 1 5B),

identificadacomo una hialuronatosintasa,esdecir, La enzimaque catalizala formaciónde

enlacesentre ‘os monosacúridosque componenel ácido hialurónico de la cápsulade este

microorganismo (DeAngelis y cols., ¡ 993b; Dougherty y van de Rijn, 1994>. Además,

encontramosuna identidad de aminoácidosmuy alta entre Cap3B y la proteína Cps3S

(Dillard y cols., 1995), codificada por el gen cps3S.adyacenteal cps3D anteriormente

citado.

Por último, el gen cap3C codificaría una proteína de aproximadamente34 kDa muy

similar a las proteínasGtaB de Bacillus sublilis (Soldo y cois., 1993) y HasC de £

pyogenes(Crater y cols., 1995), ambasidentificadascomo UDP-Glc pirofosforílasas,es

decir. Ja enzimaque catalizala formaciónde UDP-GIc a partir de UTP y Gte-!-1>. Otros

autoreshan descritox’arios residuosde usina que estánaparentementeimplicados en la

actividadcatalíticade la UDP-Glc pirofosforilasade patata(Katsubey cois., 1991).Uno de

ellos esel único queresultaindispensableparael flincionamientode la enzima,alrededordel

cual existenvariosaminoácidosqueformanun dominio que comparteun granparecidocon

unasecuenciapresente en el extremoN-terminal de Cap3C.en la queseencuentratambién

el residuode Usinacatalítico(Figura 16).

Los datos comentadosen los párrafos precedentessugirieronque la proteina Cap3A

actuaríacomo UDP-GIcDH, mientrasque Cap3B seria una de las glicosil transferasas,o

polisacárido-sintasas,encargadade catalizar la fonnación de, al menos,uno de los dos tipos

de enlacesqueformanel polisacáridocapsularde serotipo3, y Cap3Ccorresponderíaa una

UDP-GIc pirofosforilasa. Como se ha indicado anteriormente (apanado ‘7.1. de

Introducción),estasactividadesenzimáticasya habíansido estudiadasen neumococoy se

habíasugeridosu implicación en la biosíntesiscapsular(Milis y Smith, 1 965).
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B Cap3B 

Figura 15. Perfil de hidrofobicidad y comparación de la secuencia de Cap3B coo la de 
la proteina HasA de .S. pyogews. Panel A, comparación de secuencias. L70853 
corresponde a la secuencia de aminoácidos de HasA. En azul se indican los aminoácidos 
idénticos en ambas proteínas, y en verde, los cambios conservativos. En la parte inferior se 
muestran los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo) entre ambas proteínas. 
Panel B, perfil de hidrofobicidad (HP) de la proteína Cap3B; los valores en el eje de abcisas 
señalan las posiciones en la secuencia de aminoácidos: los valores positivos en el eje de 
ordenadas indican el carácter hidrofóbico de los residuos. 
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Figura 16. Comparación de la secuencia de aminoácidos de Cap3C coa las de algunas 
UDP-Glc pirofosforilasas. U33457 indica la secuencia de la proteina HasC de S. py»geneu; 
L27S 16 corresponde a la secuencia de la proteína GtaB de B. suhtilis. En azul se indican los 
aminoácidos idénticos en las tres proteínas, y en verde, los cambios conservativos. En 
amarillo se indica el residuo de lisina equivalente al que se ha descrito como indispensable 
para la actividad catalítica de la UJIP-Glc pirofosforilasa de patata (Katsube y cok., 1991). 
En la parte inferior se muestran los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo) 
para cada comparación 

Como ya se ha indicado anteriormente, entre el tina1 del gen &xB y el comienzo de orf’l. 

existe una región que no contiene ningún marco abierto de lectura. La comparación de esta 

región (entre los nt 698 y 3648) con las bases de datos, reveló una similitud considerable 

con la región correspondiente <emprendida entre el gen &xB y el gen cpsp”l9jC’ 

(homólogo al gen orfì)- en el caso del serotipo 19F de neumococo (Guidolin y cols.’ 

1994; Morona y cok., 1994). Cuando reakamos la comparación de forma mas precisa. 
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encontramosque la secuenciacomprendidaentre los nt 698 y 1689 era practicamente

idénticaa la correspondientedel serotipo1 9F, mientrasque la comprendidaentreel nt 1689

y eJ comienzodeJgenoríl (nt 3648)difería signifkativamente de la secuenciadeJ serotipo

1 9F. Por una parte,en el caso de la cepa406, no encontramosninguna secuenciade

inserción(LS), como en el caso del serotipo 19F (Morona y coN., 1994), aunquesí la

posiblesecuenciade reconocimientopara la IS¡202(nt 1658-1689).Por otro lado, en el

casode la cepa406. parecehaberseproducidouna deleciónde aproximadamente280 bp

que incluiría la zona correspondientea la región 5’ deI gen cpsl9fA (Guidolin y cois.,

1 994). Paradescartarque estadeleciónsehubierapodido producir duranteel procesode

donación,amplificamos,mediantePCR, la regióncomprendidaentre los nt 616 y 1787

utilizando DNA cromosómicode la cepa406 y realizamosla secuenciaciándimcU del

producto de amplificación. De estemodo, obtuvimos un fragmento de DNA de 1,1 kb

(Figura 17), queconcordabapor tanto con el tamañoesperado,y cuyasecuenciacoincidía

con la determinadapreviamente.En la Figura 17 se muestra,además,la amplificaciónde

estamismaregiónde DNA a partir de genomasde cepasde distintos serotipos,que reveló

una gran heterogeneidad.Así, a partir de DNA de una cepade serotipo 1, obtuvimosun

fragmentode DNA de un tamaño aproximadode 3 kb mientrasque del serotipo 23, el

productoobtenidofuede 1,5 kb; éstefije de 2 kb cuandoutilizamosDNA extraídode cepas

de ¡osserotipos2. 7, 8. 9 y 33. Además,cuandoutilizamosDNA de una estirpe de serotipo

1 4. obtuvimosdosproductosde amplificación,uno de ellosde 1,5 kb y el otro de 2 kb. Por

otro lado, encontramosotra posible deleciónde cinco bp, respectode la secuenciadel

serotipo IQF, trasla posición1918; estadeleciónprovocaríaun cambio de fasedurantela

traduccióndel n-¡RNA correspondienteque conlievala sustitución,másadelante(nr 2147),

de un codónTAT por otro de terminación(TAA). Por último, encontramosuna zonade

sieteA (nt 3184-3190)—la zonacorrespondienteen el serotipo 1 9F conteníaocho A-~- lo

que acarreabala apariciónde otro codónde terminación.La amplificaciónmediantePCR,

utilizando los oligonueleótidos PCAPI2 y PCAPI3 (-rabia 4) confirmó que estas

alteracionesno sedebíanaun artefactosurgidodurantela donación.

Porotro lado,en la estirpe406 encontramos,entreel genorfl y el cap3A,una región que

tampococonteníaningúnmareode lecturaabierta,mientrasqueen el casodel serotipo 1 9F

no existía una región equivalente a ésta (Guidolin y cols., 1994). Como ya se ha

mencionadoanteriormente,estaregióncontieneuna secuenciaque podriaactuarcomo un
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terminador de la transcripción Rho-independiente, así como una secuencia idéntica a un 

promotor consenso. 

Figura 17. Heterogeneidad de tamaño de la zonas intergénicas deXe-orfl en estirpes 
de neumococo pertenecientes a distintos serotipos. En la parte derecha se muestran los 
tamaños de los productos de la amplificación por PCR y en la izquierda la hibridación de 
estos productos con pKER1. Los serotipos a los que pertenecen las estirpes de las que se 
obtuvo el DNA se indican en la parte superior. h y I$ corresponden a los marcadores de 
peso molecular descritos en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos. La amplificación se 
realizó utilizando los oligonucleótidos PCAPlO y PCAPl 1, mediante un ciclo, repetido 40 
veces, que constó de un paso de desnaturalización de DNA de 3 minutos a 95°C una etapa 
de anillamiento de 2 minutos a 69’C seguido de 5 minutos de polimerización de DNA a 
72°C. 

2. DISTRIBUCIÓN DE LOS GENES DEL FRAGMENTO EcoRI EN ESTIRPES DE 

NEUMOCOCO PERTENECIENTES A DISTINTOS SEROTIPOS 

Según lo expuesto hasta aquí, los genes analizados parecian estar dispuestos en dos 

grupos, separados por zonas no codificantes, una de las cuales habia sufrido notables 
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modificaciones. Previamente a la realización de esta tesis, en nuestro laboratorio se había 

descrito que, mientras que el gen cap3-1 (que correspondía realmente con el comienzo del 

gen cap3A) era un gen especifico del serotipo 3, la zona localizada en posición 5’ respecto 

de él se encontraba conservada en todos los demás serotipos analizados (García y cols., 

1993). Para ampliar esta información, realizamos experimentos de hibridación bajo 

condiciones restrictivas, de DNAs extraidos de cepas provenientes de muestras clínicas y 

pertenecientes a distintos serotipos, con sondas que incluían distintas zonas del fragmento 

EcoRI (Figura 18). Así, pudimos observar que la zona que contiene los genes cap3B y 

cap3C sólo se encuentra en el DNA de cepas de serotipo 3, mientras que el gen cup3A 

parece encontrarse conservado en el cromosoma de las estirpes de serotipo 5. Asimismo, 

encontramos que la región que contiene los genes orfl y orf2 se encuentra en algunos 

serotipos -pero no en todos- mientras que la región que abarca desde el final de &xB 

hasta el comienzo de orfl se encuentra en todos los serotipos analizados. 

A B 

C 

I z 5 4 3 
c 

6 7 6 9 10 

II 12 13 14 * 15 

l 

Figura 18. Análisis mediante ‘dot-blot’ de la presencia de los gehes capsulares y los 
adyacentes en DNAs de estirpes de neumococo de otros serotipos. Los DNAs fueron 
hibridados con pKER7 (Panel A), pLGL9 (Panel B) o pKER2 (Panel C). La distribución de 
los DNAs se realizó de la siguiente manera: 1, S. oral& 2, S. pneumoniue R6; 3-14, 
aislados clinicos de S. pneumoniae pertenecientes a los serotipos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 14, 
19, 23 y 33, respectivamente; 15, plásmido utilizado como sonda en cada caso. 
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3. LOCALIZACIÓN DE GENES EN EL CROMOSOMA DE & pneuníoniae

En el año 1991, Gase y colaboradores desarrollaron, utilizando tres endonucleasas de

restriccióndiferentes(SmaI, SacIl y ApaL) un mapa físico del DNAde la estirpe R6 de S.

pneumon¿ae(Fig. 19A); este mapa podría resultar de gran utilidad a la hora de identificar la

posición en el cromosoma de los genes existentes en el fragmento EcoRI relacionados con

Ja síntesis dei polisacárido capsuiar, así como la de posibles genes (o fragmentos de éstos>

repetidos y cuya existencia ya había sido sugerida hace más de dos décadas por otros

investigadores (ver apanado 7.2 de Introducción). Así, en la Figura 1913 se muestran los

experimentos de electroforesis en campo pulsado de DNAde las estimes R6, 406 y M23,

digeridos con S¡nal, y su posterior hibridación con sondas que contenian genes específicos

del serotipo 3 (pKER3), o genes comunes a varios o a todos los serotípos analizados en el

anterior apartado (pKERI, pLGL7 y pLGL9). De este modo, se pudo determinar que los

genes capsulares específicos del serotipo 3, se encontraban ubicados en un fragmento SmaI

de 290 kb, correspondiente al fragmento 3 en el mapa fisico (Gase y cols., 1991).

Observamos además que algunos genes comunes, o parte de ellos, se encontraban repetidos

en otras zonas del cromosoma de neumococo, concretamente en un fragmento Sinaí de 52

kb. Además, hibridando con el plásmido pXF4O5, que contiene el gen recPde neumococo

(Rhee y Morrison, 1988), identificamos de forma inequívoca el fragmento SmaI de 52 kb

como eJ fragmento ¡2 en e] mapa fisico del DNAde la cepa R6. Por otra parte, digerimos e]

DNAde las estirpes R6 y M23 con las enzimas Sacfl y ApaI, la primera de las cuales

reconocía una diana de corte situada en la posición 2581 (Fig. 10), y lo hibridamos con

pKER2. pKER4 y pKER7 (Figura 20). Así, observamos que los genes específicos del

serotipo 3 se encuentran en el fragmento Sacil de 60 kb (n0 12), y en el Apal de 59 kb (n0

13) y en el que tanibién se encuentran los genes pbp2xy pbpla (Gasc y cok., 1991),

mientras que la regiónde DNA situada antesde la posición2581 forma partedel fragmento

SaclIde 118 kb <it’ 6). Por otro lado, como se muestraen la Figura 21, se encontró un gran

polimorfismo entre ios patrones de restricción de estimes pertenecientes a distintos

serotipos,tal y como ya habían observado Lefevre y cols. (1993).
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-- 

Figura 19B. Localización, mediante PFGE, de los genes capsulares y los adyacentes a éstos en el 
genorna de neumococo. Los DNAs fueron digeridos con SmaI e hibridados con pKER1, pKER3, pLGL9 o 
pLGL7. El plásmido pXF405 fue utilizado para identificar inequívocamente el l?agmento SmaI de 52 kb. A 
la izquierda se muestran los tamaños de los fragmentos Smal de DNA de la cepa R6. En la parte superior se 
indica la procedencia de los DNAs utilizados. 

pKER2 pKER4 p KER7 

-- 

--. 

Figura 20. Localización, mediante PFGE, de los genes capsulares eo el cromosoma de ~CU~IOCOCO. Los 
DNAs de las cepas R6 y M23 fueron digeridos con SmaI, Sm11 o Apa1 e hibridados con pKER2, pKER4 o 
pKER7. A la izquierda se muestran los tamaños de los fragmentos SmaI del DNA de la cepa R6. 
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Figura 21. ltepresentac¡óncsqucmáticadc un experimentode hibridación utilizando fragmentosSnwI
dc I)NAs obtenidos a partir dc estirpes dc distintosserotiposy separadosmedianteI>FGE. En la parLe
superiorsc indican los serotiposutilizados.A la izquierdase muestranlos tamañosdc los fragmentosSrnal
del DNA dc la cepa 146. Las lineas tinascorrespondena fragmentosque flO hibridan COfl ninguna de las
sendasutilizadas(pKILRI. pKER2 y pKER7); las lineas gruesasrepresentan‘os fragmentosque hibridan
cOfl pKEJ4I y pKLR7; las líneasseñaladaspor flechascorrespondena los fragmentosquehibridan, además,
con pKI-M2.
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4. ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL

Según se ha indicado anteriormente, en la secuencia de nucleátidos del fragmento EeoRl

se había observado una secuencia que podría Ilincionar como un posible promotor de la

transcripción y dos posibles terminadores Rho-independientes. Por tanto, podíamos suponer

que los genes cap3AliC formaban parte de una unidad transcripcíonal, independiente de los

genes orfl y 2, ¡os cuales podrían, a su vez, constituir parte de otra unidad transeripelonal.

Sin embargo. no se encontró ninguna secuencia nucleotídica, precediendo a estos genes,

que pudiera en principio actuar como promotora de su transcripción (Fíg. ¡O).

4.1. IDEN’IIFICACIÓN DE LA UNIDAD TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES CAPSULARES

Para detern-iir¡ar la organización transeripejonal tanto de los genes comunes como de los

específicos del serotipo 3, purificamos RNAde la estirpe 406 de neumococo a partir de un

cultivo en fase exponencial de crecimiento y lo hibridamos con sondas que contenian

diferentes fragmentos de DNA (Figura 22). De este modo, encontramos que los genes

cap3A&i’ forman, en efecto, una unidad transcripcíonal (denominada operón cap3) cuyo

producto es un mRNAde aproximadamente 5,8 kb, por Jo que este operón debe incluir, a]

menos, un cuarto gen, situado a continuación de cap3C. Por el contrario,, observamos que

la utilización de sondas que incluían los genes orfl y 2 (pKER5) o las secuencias que los

preceden (pKERS) no conllevaba la aparición de bandas de hibridación, lo cual indicaba que

aparentemente estos genes no se transcriben y por tanto, no deben encontrarse implicados

en la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3. De todas formas, no se puede eliminar

totalmente la posibilidad de que el mRNAtranscrito a partir de estos genes comunes tenga

una vida media muycorta y/o se degrade con mucha facilidad haciendo así muy dificil su

identificación.

4.2 IDICNIIEICACIÓN DEI. SITIO DE INICIACIÓN DE LA TRANSCRIPCIóNDEL OPERÓN cAPi

Para comprobar que el promotor del operón cap3 se encontraba en la zona que precede al

gen cap3A. localizamos el sitio de iniciación de la transcripción mediante ‘primer extension’

(apartado 12 de Materiales y Métodos) utilizando el oligonucleátido CAP3APRI (Tabla 4).

Este experimento (Figura 23) revelá la síntesis,por la transcriptasa inversa, de un unía)

fragmentode DNA de 91 bp a partir de unapreparaciónde RNA tota] de Ja estirpe406, Jo
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que indicaba que el comienzo de la transcripción del operán cap3 estaba situado en el

nucleátido A localizado en la posición 5853 (Fia. lO).
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-e

a.. —

— —
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A
A
c
T

— e e T

T
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e
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1 2
kb
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.3.9 —
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-e

4—

- 9

(0 9 --
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a

Figura 22. Determinación dci sitio de
iniciación de la transcripción del
operún cap3. A la derecha se muestrala

secuencia del extremo 5’ deI gen cap3A
realizada con el oligonucleátido
CAP3APRI (Tabla 4). La flecha indica la
la migración de la banda que indica el sitio
de iniciación de La transcripción,
correspondiente a la A marcada con un
asterisco.

Figura 23. Identificación del ¡nRNA del
operón cap3. Experimentode hibridación
mediante Northern blot’ de RNA de la
estirpe406. Se utilizaron como sondaslos
plásmidos pKER23 (carril 1) y pLGL7

(carril 2). A la izquierda se indican la
migración de ios marcadores de masa
molecular. La tiecha señala la banda
correspondiente al mRNA del operón

copS.
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5. ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DE LOS GENES ESPECÍFICOS EN LA

BIOSÍNTESIS CAPSULAR DEL SEROTIPO 3

Experimentos llevadosa cabo previamente en nuestro laboratorio (García y cols., 1 993)

habían demostrado que mutaciones en el gen cc¡p3A inhibían la capacidadde neumococo

tipo 3 para sintetizar cápsula.Por otra parte, y como ya hemosexpuestoen el apartado 4.1,

los genes que preceden al operón cap3 (orfí y or/i2) no son necesarios para dicha

biosíntesis. Quedaba por tanto por determinar si, al igual que eap3A, ¡os genes capifi y

cap3C eran imprescindibles para este proceso, utilizamos la mutagénesispor insercián-

duplicación de cada uno de ellos (apartado 4 de Materiales y Métodos). Para ello,

construimos un plásmido vector según se indica en la Figura 24. Con estefin sedigirió el

plásmido pUC ¡9 con la endonucleasade restricción S?spl y se añadió a una mezcla de

ligación en la que se incJuyó e] gen que determina la resistencia a lincomicina (ermC),

obtenido mediante digestión del plásmido pFB9 con las enzimas (Jal y M~pI, y posterior

formación de extremos romos mediante el tratamiento de éstoscon Pollk,, Con estamezcla

de ligación transformamosla cepaTOI de E. coIi y encontramosuna estirpeApR Lii? que

contenia el plásmido pUCE 194. Estefue utilizado como vector en las construccionesque se

detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Construcción dc los plásmidos utilizados para la mutagénesispor insercián-

duplicación

Plásmido Fragmento donado (endonucleasas pUCEI 91/endonucleasas

utilizadas/posición inicial y final) utilizadas

pUCEK2 PsII+DraI/8693-9509 pUCEI9lIPsñ±SmaI

ptJCEK3~ EcoRI+SnaBl/ 1-524 pUCEI 91 /EcoRl 4-Pstl

pUCLiK4~’ AdunI/7764-8136 pUCE 191/SmaI+Hind¡U
aIstc plúsmido fue construidoa partir dc pKERI2 (‘tabla 5) tratado con IicoRI y Ps/I (cuya diana de

restricciónsc encuentraen la zona que proviene del vector ptJC¡8).

‘liste plásmido Ibe construido a partir de pKER22 (‘fabla 6) tratado con PvuII y /‘/indllI (cuyas dianas de
restricción se encuentran en la zona que proviene del vector pUC18).
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Msp 1

Ssp 1

C/a 1

Gb 1

Figura 24. Construcción del plásniido pUCE191. pL, zona de donación múltiple del
plásmido pUC19; ApR, Br>’ y CmR representan los genes que determinanla resistenciaa
ampicilina, eritromicina y cloranfenicol, respectivamente.

Cuando transformamos la estirpe capsuladaM23 con pUCEK3, que contiene un

fragmento interno del gendexB, los transformantesLInR no tenian afectadasu producción

de cápsula(datosno mostrados)demostrandoasíqueestegenno se encuentraimplicado en

la biosíntesisdel polisacáridocapsularde serotipo 3. Asimismo, la inaetivaciónde cap3C

mediantela transformaciónde M23 con pUCEK2 tambiénprodujo transformantesLin’1 con

fenotipo capsuladode serotipo3. Por otra parte, cuandoutilizamose! plásmido pLJCEK4

para interrumpir el gen cap3B. no obtuvimos transformantesLin’<. Esteresultadopodría

indicar que el gencap3Bera esencialpata la viabilidad de> microorganismo;sin embargo,

cuando procedimos a mutagenizareste gen sobre la estirpe N424, que contiene una

mutaciónen el gen cap3A que produceun fenotipo no capsulado,sí pudieronobtenerse

transformantesUna. Asi pues, estosresultadosindican que el gen cap3B no puede ser

interrumpido en unaestirpe en la queel gencap3A es firnelonal, mientrasque, si ésteestá

mrnadc,el gencap3Bsi puedeentoncessermutagenizado.

Ssp Y

Alsp 1

Ciar

Msp 1

Pol 1K

T4 DNA Ligase
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6. ESTUDIO DE MUTACIONES PUNTUALES QUE AFECTAN A LA

PRODUCCIÓN DE POLISACÁRIDO CAPSULAR DE SEROTIPO 3

Como seha indicado anteriormente, a partir de dos estirpes capsuladas de serotipo 3,

M23 y NS3-1. obtuvimos13 mutantesespontáneosno capsuladose isogénicos(Tabla 3),

dos de los cuales, M24 y NR3-6, fueron utilizados para construir los plásmidos

recorubinantespKERI y pKER2. Además, disponíamosde un mutante espontáneo,

denominadoA66R2, aislado en el laboratoriodel Prof. Robert Austrian en los años50

(Aiistrian y cok.. 1959). Este mutante había sido identificado por estosautorescomo

defectivoen la producciónde la enzimaUDP-GIeDH, debidoa la mutaciónde un locusque

denominaroncapD (Bernheimery Wermundsen,1972), lo cual le conferíaun fenotipo no

capsulado.Para caracterizarlas mutacionesque habíansufrido las cepas obtenidasen

nuestrolaboratorio localizamos,de maneraaproximada,las regionesen que éstashablan

tenido lugar, medimite experimentosde transformaciónal fenotipo capsuladoutilizando

diversosDNAs donadores,.En la Tabla 8 se resumenlos experimentosde transformación

genéticallevados a cabo con estascepas. Encontramosque en 12 de las 13 estirpes

mutarnesaisladasen nuestro laboratorio. Ja mutación se localizaba en el gen cap3A,

mientrasque en la ceparestante,NR3-12,se encontrabaen cap3B.La mutaciónde la cepa

M24 habíasido localizadaanteriormenteen un fragmentoDral-BstYl de 0,24 kb dentrode

cap3A (García y cols.. 1993), es decir entre los nt 5863 y 6110 (Fig. 10). Las 11

mutacionesrestantesdel gencap3Asepodíandividir en dosgrupossegúnla regióndel gen

donde se localizabala mutación: el primero incluiria a las cepasNR3-4, NR3-5, NR3-6.

NR3-1 1 y NR3-15, cuyasmutacionesse encuentranen la región 3’ del gen, mientrasqueek

segundogrupo incluirla las cepasNR3-7, NR3-8, NR3~9, NR3-13, N’R3-14 y NR3-16.,

cuyasmutacionesselocalizanen la regióncomprendidaentrelos nt 6261 y 6533 (extremo

del fragmentocontenidoen pKERI). A continuación,caracterizamoslas mutacionesde tres

de estasestirpes(Figura25) y paraello amplificamosmediantePCRel gen cap3i (o parte

de él) a partir del DNA cromosómico de cada uno de los niutantesy realizamosla

secuenciacióndirectadel productode PCR.Así, la mutaciónde la cepaM24 resultóseruna

inserciónde una base(T) en la posición lOO a partir del codón ATG de iniciación de la

traduccióndci rnRNA; esta inserciénorigina la aparidónde un codón de terminación

(TAA). Porsu parte,la mutación de la cepaNR3-7 consistióen una transversión,O ---> 1’,
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que conilevaun cambio Glu2<~t>—>Asp; aunque este cambio es de tipo conservativo, ya que

ambos aminoácidos poseen grupos cargados negativamente, tiene lugar en una región

bastanteconservadaentrelas proteínassimilaresaésta,comosepuedeapreciaren la Figura

¡4. Por otra parte, la cepa NR3-5 mostró una mutación consistente en una transición C —*

T en el nt 901 del gen que producela apariciónde un codónde terminaciónTAA en esta

misma posición.

Además, mediante estos experimentos de transformación genética, observamos que la

estirpe A66R2, previamente caracterizada como defectiva en la producción de UDP-

<iilcDH, producía transformantes capsulados cuando era transformada con el gen cap3A

amplificado por PCR(datosno mostrados), Jo cual indicabaque Ja mutacióncontenidaen

esta cepa, que le conferia el fenotipo rugoso,se localizabaen éstegen. Esto apoyabala

hipótesisde que el gen cap3A codifica la UDP-GIcDH en las cepas de neumococo de

serotipo3.

Por otro lado, habíamos encontrado que una de las estirpes rugosas, la denominada NR3-

12, debía contener una mutación en el gen cap3fi, concretamente en la región comprendida

entre el nt 1 y el 656 deI gen dado que no se transformaba con cap3A ni con el plásinido

pKER22 pero si con pKER23 (Tabla 8). Por tanto, ya que estamutación le conferia un

fenotipo rugoso, el gen cap3B debía estar implicado en la biosíntesis del polisacárido

capsular de serotipo 3 de neumococo.
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Figura 25. Secuencia dc nucleátidos del gen cap3A y localización de las mutaciones responsables del

fenotipo rugoso. En negrita se indica la secuencia de aminoácidos de Cap3A. ‘I’ambién sc muestran las

secuencias -lO y -35 dcl promotor del operón cap3 mientras que el posible sitio de unión al ribosoma se

indica subrayado y en cursiva. Las mutaciones presentes en las estirpes M24, NR3-5 y NR3-7 sc indican

debajo de la secuencia principal y subrayadas, mientras que los fenotipos derivados de éstas se representan

sobrc la secuencia de aminoácidos principal. Los codones dc terminación sc representan mediante tres

asteriscos. I.~os sitios de restricción utilizados para construir los plásmidos necesarios para la localización dc

las mutaciones están doblemente subrayados.

7. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS PRODUCTOS GÉNICOS DEL OPERÓN cAP3

De lo comentado hasta aquí se puede deducir que, de los genes incluidos en el fragmento

LeoR>, tan sólo das ---cap3A y cap3B— son necesarios para la sintesis del polisacárido
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capsular de serotipo 3 de neumococo. El primero de ellos parece ser el encargado de 

codificar la enzima UDP-GlcDH. responsable de la formación de uno de los precursores de 

la síntesis capsular (UDP-GlcA). a partir del otro precursor (UDP-Glc) (ver apartado 7.1 de 

Introducción). Por otra parte. cq3B podría actuar catalizando la formación de alguno de 

los enlaces necesarios para la polimerizacih. es decir, para la incorporación de alguno de 

los monosacáridos. Glc o GlcA. al polisacárido en formación. En cuanto al tercer gen. 

ctr,~jC’. parece ser prescindible para la síntesis capsular aunque, dada la disposición de los 

tres genes en un mismo operón que posiblemente incluye un cuarto gen. es probable que 

participe en la síntesis de la cápsula. El alto porcentaje de identidad entre la estructura 

primaria de la secuencia deducida de aminoácidos de Cap3C y las de la UDP-Glc 

pirofosforilasa, tanto de E. w/i como de B. .suhlili.s (Figura 16). sugiere que la función de 

Cap3C sería la de sintetizar. a partir de UTP y Glc-I-P. el precursor que sirve de sustrato 

para la actividad de Cap3.A (UDP-Glc), según se indica en el apartado 7.1 de Introducción. 

Asi, la ruta de biosíntesis del polisacárido capsular del serotipo 3 propuesta por los 

investigadores clásicos quedaría tal y como se indica en la Figura 26. 
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Por tanto, con el fin de caracterizarde forma inequívocalas actividadesenzimáticasde

estas proteínas, procedimosa expresarpor separadocadauno de los tres genesdel operón

cap3 en E. udi con el fin de determinar la actividad bioquímica de cada una de las proteínas

producidas. Como algunos autores han mencionado (Martin y cols., 1989; DUlard y Yother,

1991), la expresión de genes de neumococo en otros microorganismos, como E. coil,

entraña serias dificultades por lo que, para nuestro trabajo, tuvimos que recurrir, en general,

a sistemas de expresióncon regulación estricta.

7.1. ESTuDIODE LA PROTEINA CAP3A

Como ya se ha comentado anteriormente, tanto la comparación de secuencias de

aminoácidos (apartado 1 .8), como la complementación genética de un mutante previamente

caracterizadocomo defectivo en UDP-G1cDH con el gen capiA (apanado 6) indican que

este gen coditica probablemente esta enzima. Por tanto, con el fin de identificar la actividad

bioquímicade la proteinaCap3Aprocedimosadonarel gencap3A en E.. coil, puestoque

se ha observado la imposibilidad de llevar a cabo d ensayo espectrofotométrico de

cuantificación de la formación de NADH, utilizado habitualmente para estudiar la actividad

UDP-GIcDH de otros microorganismos,a partir de extractos de neumococo debido a la

presenciade una elevadaactividadNADH oxidasa,que copuriticajunto a la enzimaUDP-

GIcDH (Smith y cois., 1958b;195%).

7.1.1. CoNSrnuccIóNDE UNPLÁSMIDORECOMBINANTEPARA LA EXPRESIÓN 1)1±GEN

<IÍ4PSA EN E. COLÍ

En la Figura 27 se muestra la construcción del plásmido pTVUI, que contiene el gen

capit4 orientado de forma que su transcripción está controlada por el promotor del gen 4i10

del bacteriófagoTY de E. ccli (Tabor, 1990). De esta manera, e) plásnddo pTVUI pudo ser

construido en un principio en la estirpeDH lOE de E. cali la cual, al no producir la enzima

RNA polimerasa del bacteriófago,no permite la transcripciónde cap3A. con lo cual el

posible efecto nocivo de Cap3Asobreel microorganismo,que sospechamos pueda existir

debido a la deleción que repetidamentese produce durante el proceso de construcciónde

pKER 1 en E. cali, quedaría anulado.
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En primer lugar, aniplificamos,mediantePCR,el gen cap3Aa partir de DNAde la cepa

406. Utilizamoslos oligonucleót¡dosPCAP2Oy PCAP22(Tabla4>, quecreandosdianasde

restricción,Nc/el y Nsil (posiciones5908 y 7195, respectivamente;Figura 10>. La reacción

de PCR sellevó a caboen las condicionesque se indicanen el apanado6 de estasección

variai~do únicamentela temperaturade hibridación que fije, en este caso, de 580C.

Purificamosel productode la reaccióny, tras tratarlo con las endonucleasasNdel y NsiI, se

incluyó en una mezcla de ligación con el vector pT7-7 tratado con NdeI y PMI. Esta mezcla

de ligación se utilizó para transformar células de la estirpe DHIOB de E. col¡ y, de este

Rmodo, se seleccioné un transformante Ap que contenía el plásmido pTVU1.

4
DNA de 406

PCR

¿Vds 1 Nsíl

cap3 A

Figura 27. Construccióndcl plásmido pTVUX que contiene el gen cap3A bajo cli

control del promotor del gen 10 del fago T7. ApR representa el gen que determinala
resistencia a ampicilina; P4lO representa el promotor del gen lo del fago Ti.

A/deI A/de 1
Nsj 1

/Vc’e 1

9$
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7.1.2. PRODUCCIÓN DE LA PRoTEfNA CAPTA ENE. c0.u 

Como se ha señalado anteriormente, para producir la proteina Cap3A es necesario 

introducir el plásmido pTVU1 en una estirpe de E. coli que produzca la enzima RNA 

poliierasa del fago T7. Utihios el plásmido pTVU1 para transformar la estirpe 

JM109(DE3) y seleccionamos un transformante ApR que contenía el plásmido completo, 

como se confirmó mediante la secuenciación completa del gen utiliido los 

oligonucleótidos adecuados. A continuación, obtuvimos un extracto celular de la estirpe 

JM109(DE3) (pTVU1) a partir de un cultivo en el que la producción de la RNA polierasa 

del fago T7 había sido inducida mediante la adición de IPTG (concentración Iinal 0,5 mM), 

durante 90 minutos a 37°C. Dicho extracto fue analizado mediante SDS-PAGE. Como 

muestra control utilizamos un extracto celular obtenido en idénticas condiciones a partir de 

un cultivo de la cepa JM109(DE3) (pT7-7). De este modo, observamos la formación, en el 

extracto de la cepa JM109(DE3) (pTWl), de una proteína de aproximadamente 46 kDa 

(Figura 28) que corresponde, aproximadamente, a la kf, deducida a partir de la secuencia de 

nucleótidos de cap3A (44.700). A continuación, las proteinas fueron transferidas a una 

membrana Immobilon-PsQ (Millipore), y teñidas con negro Amido (Sigma). Se cortó la 

banda correspondiente a la proteina de 47 kDa y se determinó la secuencia de su extremo 

N-terminal, que resultó ser Met-Lys-Ile-Ala-Ile-Ala-Gly, lo que confirmó que se trataba de 

la proteina Cap3A. 

1 2 3 

Q 

97.4 - _ - :.f =~ -1 1 

Figura 28. Análisis, mediante SDS- 

PACE, de la expresión del gen 

cup3A en E. coli JM109(DE3) 

(pTVU1). Carril 1, marcadores de 
peso molecular; carril 2, extracto total 
de células de un cultivo de E. coli 
JM109(DE3) (pT7-7) tras una hora de 
inducción con IPTG; carril 3, extracto 
total de células de un cultivo de E. 
coli JM109(DE3) (pTVU1) tras una 
hora de inducción con IPTG a 30°C. 
La flecha indica la proteina inducida. 
La masa molecular de los marcadores 
(en kDa) se indica a la izquierda. 
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7.1.3.Esruínzo¡n lA M :T¡VIDÁD IN nTRODE CAPJA

Un estudio más detallado de la producción de Cap3A por la cepa .JMIO9(DE3) (pTVUI)

revelóque la prácticatotalidadde laproteínacodificadaporel gencap3A se encontraba en

forma insoluble en estos extractos, probablemente debido a la formación de cuerpos de

inclusión. Para tratar de obtener la proteína en forma soluble, los cultivos fiieron incubados

a 300C, con el fin de reducir la síntesisproteicay. consiguientemente,la probabilidadde

formación de cuerpos de inclusión. En efecto, cuando analizamos, mediante SDS-PAGE,

los extractos así obtenidos encontramos que, si bien la intensidad de la banda

correspondiente a Cap3A era menor, dicha banda aparecía mayoritariamente en la fracción

solubledel extracto.De estemodo, parallevar a caboel análisisde la actividadenzimática

¡ti vitro de Cap3A realizarnos el ensayo según se indica en el apartado ¡6. 1. de Materiales y

Métodos, utilizando como muestra control un extracto celular de la cepa JM1O9(DE3)

(pT7-7) y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.

Se pudo observar que el pH óptimo para la reacción catalizada por la enzima Cap3A es

9,0; por otro lado, su temperatura óptima parece ser 300C, ya que cuando realizamos el

ensayo a 250C o a 370( la actividad enzimática disminuyó considerablemente. Además, en

contraste con los resultados obtenidos previamente (‘MilIs, 1969), el catión \4g2* no parece

ser necesario para la actividad UDP-OlcOH de neumococo, ya que la adición de EDTAa

una concentración fina! de 10 mMno afecta significativamente a la actividad enzimática.

Por último. la acetilación de los grupos sutfhidrilo de Los residuos de cisteinapresentesen la

proteínaCap3Amediantela adición de ácido lodoacéticoa una concentraciónfinal de 10

mM provoca un descensomuy significativo en la actividad enzimál:iea UDP-GIcDl-1,

indicando que alguna residuo de cisteina interviene en la actividad catalitica de esta

proteína.Este hecho ya habíasido sugerido anteriormente(Milis, 1969) y confirma los

datosdeducidosa partir de la comparaciónde secuenciasde aminoácidos(ver apanado1.8

de estasección).
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Tabla 9. Act¡v¡dad UDP-GIcDH

Plásmido” Condicionesde

inducci5n

pl7-] no inducido

pl]-] 3 horas

pTVIJ 1 no inducido

pTVIJI 1 hora

pTVU 1 1 hora

§1VU 1 1 hora

pIVilí 1 hora

pTVIJI 1 hora

en extractosde E. coli

pH de la reacción

(otrascondiciones>

9,0

9,0

9,0

9,0

8,5

8,0
.7,5

9,0 (±ácido
jodoacético10 mM)

Actividad especificac

(U mg1) (xío2)
~~1

2

36

22

19

4

3

pIVUI 1 hora 9,0(+EDTA 10 mM) 34 94,5

pTVU ¡ 3 horas 9,0

pTVIil 1 hora (a 370C) 9,0 4 11,1

pTVUI ¡ hora 9,0 (250C) 2 5,5

pTVUI 1 hora 9,0 (370C) 3 8,3

‘La cepa huésped fue JMIO9(DE3).
5ia inducción se llevó a cabo, durante el tiempo indicado, a 300C a menos que se indique lo

contrario.
Los valores son medias aritméticas de tres experimentos independientes.

no detectable.

Por otra parte. identificamos el producto de la reacción. UDP-GIcA, mediante I-IPLC

según se indica en el apartado 16.2. de Materiales y Métodos. Se determinó la radiactividad

de las fracciones recogidas a lo largo de la elución de las muestras obteniéndose de esta

forma, los resultados mostrados en la Figura 29. De esta manera observamos que, mientras

que en la muestra control la radiactividad se encuentra presente en las fracciones eluidas

durante el tiempo correspondiente a la UDP-Glc, en la muestra problema eluye en dos

tiempos principalmente, el primero equivalemne al de elución de UDP-•Glc, y el segundo

tiempo al de UDP-CilcA. Además, analizamos la presencia de ácidos uránicos (apartado

18.4 de Materiales y Métodos) en cada una de las fracciones obtenidas tras la

Actividad

(%)

5,5

100

61,1

52,8

1 LI

8,3

lo’
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cromatografía, y observamos reacción positiva únicamente en las fracciones

correspondientes al pico de UDP-GlcA.

Figura 29. Análisis mediante
HPLC de la formación de UDP-
CIcA a partir de UDP-Glc. Se
incubo UDP-[U-’4C]Glc conlo
extractos preparados a partir de
células de cultivos de E. coli
JM109(DE3) (pTVUI) sin inducir
(O) o inducidos (O) con IPTO

E durante una hora a 300C y a
J6 continuación se analizaron en una
-~ columna de HPLC. Las flechas
E indican la posición de los patrones
o-
o de UDP-Glc y IJDP-GIcA; la barra

horizontal muestra las fracciones
ehildas que dieron positiva la

2 reacción de carbazol.

7.2. ESTuDIo DE LA PROTEiNA CAP3B

7.2.1. (LXRACrrR¡ZAC¡ÓN DE LA MUTACIÓN I)E LA CEPA NR3-12

Tal y como se comentó en el apanado 6 de esta sección, de entre todos los mutantes

rugosos espontáneos obtenidos en nuestro laboratorio, tan sólo uno de ellos, la estirpe

NR3- 12. se encontraba mutado hiera del gen cap3i. En concreto, observamos que La

mutación se encontraba en el extremo 5’ del gen cap3B, entre las posiciones 7111 y 7768

(Tabla 8) de la secuencia mostrada en la Figura lO. Para identificar la mutación presente en

la cepa NR3-l 2, amplificamos, mediante PCR utilizando los oligonucleótidos PCAP3B y

UDP-GIcA

o

4 6 2 16

(mm)
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PCAP2 1 y las condiciones de reacción indicadas en el apartado 6 de esta sección, el gen

cap3B a partir del DNA de la cepa NR3-12. La secuenciación de dicho gen reveló que la

mutación consiste en la inserción de un sola base, una Y, en una región compuesta por seis

1, que abarca desde la posición 7177 hasta la 7182, próxima por tanto al extremo 5’ del gen

(Figura 30). Dicha inserción provoca la aparición de un codón de terminación, TAA, en la

posición 7232 (Fig. 1 0). Esta mutación causaría la síntesis de una proteína (7ap3B truncada

y, muy posiblemente, inactiva; sin embargo, cuando analizamos más detalladamente la cepa

NR3- 12, observamos que producía una pequeña cantidad de polisacárido capsular de tipo 3

(aproximadamente un 10% de la observada en la cepa salvaje, que es de entre 10 y 50 ~ig

por cada l0~ células) (datos no mostrados). Este hecho podría ser explicado mediante la

existencia de un salto’ ocasional de tipo +1 en el marco de lectura, es decir, el ribosoma

‘saltaría’ una base hacia adelante retomando el marco de lectura original. De este modo, se

produciría una pequeña cantidad de proteína Cap3B activa, que sintetizaría una cierta

cantidad de polisacárido capsular de tipo 3. Este fenómeno de deslizamiento del ribosoma

ya ha sido descrito en el caso de diversos genes y en diferentes especies (Engelberg-Kulka y

Schoulaker-Schwarz. 1 994).

7.2.2. CONsTRuCciÓN DE UN PLÁSMII)O RECOMBINANTE PARA EL ESTUDIO DE LA

ItXPRESION DEI. GENcAP3B ENE. COLJ

En la Figura .31 se muestra la donación del gen cap3B en E. cvii. utilizando el vector

pT7-7. Para llevar a cabo la donación, amplificamos, mediante PCR, el gen cap3B a partir

de DNA cromosómico de la cepa 406. Utilizamos los oligonucléotidos PCAP3B y PCAP2I

el primero crea una diana de restricción Nc/el en la posición 7079 (Fig. 10) mientras que el

segundo incluye en su secuencia la diana Pstl (posición 8693, Figura 10). Las condiciones

en las que se llevó a cabo la reacción frieron las que se describen en el apartado 6 de esta

sección. Tras la reacción de PCR, el producto, purificado mediante Geneclean, fUe tratado

con las endonucleasas Nc/el y Psil e incluido con el vector tratado con estas dos mismas

enzimas en una mezcla de ligación, que se utilizo para transformar la estirpe JM109 de E.

1:01/. Así, seleccionamos una estirpe transformante ApIZ que contenía el plásmido pTBP3

fJNI 1 09(pl8P3)].
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Figura 30. Secuenezade nucleótidos del gen cup3B y localización de la mutación de la
estirpe NR3-12. Se muestra la secuencia de la doble cadena y sobre ésta se indica la
secuencía de aminoácidos deducida de [aproteína Cap3E. La mutación presente en la cepa
NR3- 12 se muestra en negrita debajo de la secuencia principal, y el fenotipo originado por
ella se representa sobre la secuencia de la proteína Cap3B. Los codones de terminación
están representados mediante un asterisco.
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PCAP3B
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Arde! ccp3B

Figura 31. Construcción del plásmido pTBP3 que contiene el gen cap3B bajo el
R

promotor del gen 10 del fago T7. Ap representa el gen que determina la resistencia a
ampicilina; P4 10 representa el promotor del gen 10 del fago Ti. También se indican los
oligonucleótidos utilizados en la PCR(PCAP2I y PCAP3B).

7.2.3. PRODIJCCION DE LA PROTEÍNA CAP3B EN E. COL!

Utilizamoscl plásmido pTEP3 para transformar cepas de E. cvii que produjeran la enzima

RNA polimerasa del fago Ti, con el fin de conseguir la producción de la enzima Cap3B.

Para ello Ibe necesario utilizar la estirpe BL2 1 (DF3)(pLysS), ya que tanto la cepa

JMIO9(l)E3) como la BL2I(DE3) no produjeron transformantes con eJ plásmido pTBP3.

1 5a cepa utilizada contiene el plásmido pLysS, que porta el gen cal determinante de la

/oc Z

N~1 Psi! I PCR

A/del
Psi ¡

Me! Ps,’!

r

<

Psi Y
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resistencia a cloranfenicol, y cuyo replicón es compatible con el de pT7-’7. El plásmido

pLysS contiene, además, el gen que codifica la N-acetilmuramoil-L-alanína amidasa del fago

‘vi. que es expresado de manera constitutiva. Es sabido que esta enzima lítica inhibe a la

RNA polimerasa del fago (Moffatt y Studier, 1987); por tanto, la presencia del plásmido

pLysS en la célula coníleva un control más eficaz de la actividad de la RNA polimerasa y,

consiguientemente, de la expresión del gen cap3R. De este modo, tras seleccionar una cepa

transformante CmR y Ap4: [8L21(DE3)(pLysS)(pTBP3)j¡,analizamos la producción de

Cap3B y para ello obtuvimos un extracto celular —según se indica en el apanado 14 de

Materiales y Métodos— en el que habíamos inducido la producción de RNA pollinerasa de

Ti durante 90 minutos a 370C mediante la adición al cultivo de IPTO (concentración final

0,5 mM). Este extracto fue analizado mediante SDS-PAGE utilizando., como muestra

control, un extracto celular obtenido en idénticas condiciones a partir de la cepa

BL2 1 (1)E3ftpLysS)(pT7-7). De este modo, observamos la aparición de un banda

correspondiente a una proteína de aproximadamente 50 kDa, (Fig. 32A). A partir de este

extracto celular analizamos la secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de la

proteína, resultando ser Met-Tyr-Thr-Phe-lle-Leu, idéntica a la deducida a partir de la

secuencia del gen cap3B.

7.2.4. Es’¡’utno DE LA PRODUCCIÓN DE POLISACÁRIDO CAPSULAR DE SEROTIPO 3 EN E.

COU QUE EXPRESA EL GEN CIP3B

Mediante un experimento de doble inmunodiflisión en gel pudo ponerse de manifiesto la

presencia de polisacárido inmunológicamente idéntico al de serotipo 3 de neumococo en los

extractos celulares obtenidos a partir de la estirpe productora de la proteína Cap3B (Hg.

32B). Como era de esperar, en el extracto obtenido a partir de la cepa

13L21(DE3)(pLysS)(pTi-7) no se observó la aparición de ninguna banda de precipitación.

Como se ve en La Figura 32B, el extracto preparado a partir de un cultivo no inducido de la

cepa BL21 (DE3)(pLysS)(pTBP3) contiene también polisacárido de serotipo 3, aunque en

niveles de entre el 10 y el 25% de los encontrados en cultivos inducidos (datos no

mostrados) indicando la existencia de una represión incompleta del promotor del gen 406

como ya había sido descrito con anterioridad (Studier, 1991). Por otra paile, el polisacárido

producido por los cultivos inducidos de la cepa BL2¡(DE3ftpLysS)(pTBP3) resultó ser
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aproximadamente de entre el l y 5% del sintetizado por las cepas de neumococo de

serotipo 3 (datos no mostrados).

El polisacárido producido por la estirpe de E. cvii que contiene el plásmido pTBP3

resulté tener un alto peso molecular, tal y como observamos mediante filtración en gel

utilizando una columnade Sepharose CL-4B (Pharmacia). ya que eluyó en el volumen de

exclusiónde la columna,de la misma manera que lo hizo el polisacárido producido por la

estirpe 406 de neumococo.Por otra parte, utilizamos un cultivo sin inducir de la estirpe de

E. ccli productora de polisacárido serotipo 3 para determinar la localización subeelular de

éste. Así. encontramosque una gran parte. aproximadamente el 400 o, se encontraba en el

espacio periplásmico, mientras que otro 40 6 50% estaba en el citoplasmade la célula y el

10 6 20%restante en la fracción membranosa (datos no mostrados).

A B

kDc 1 2 3

97—~ - - ——

66—
u

-e -4-
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Figura 32. Expresión del gen eupiB en E. cdi y producción de polisacárido capsular de tipo 3.
Panel A, análisis mediante SDS-PAGE de la producción de Cap3B en una estirpe de E. ccli que
expresa el gen capifl. Se utilizó un gel de políacrilamída al 10%. Carril 1. extracto total de células
de un cultivo de E. ccli BL2I(DE3) (pLysS)(pTi-i) inducido con IPTh durante una hora; carriles 2
y 3. extractos totales de células de un cultivo de E. col! BL2I(’[)E3) (pLysS)pTBP3) obtenidos
antes y después de la inducción con IPTO, respectivamente. La banda correspondiente a la pi’oteina
Cap3B se indica mediante una flecha. Panel E, ensayo de inmunodifusión doble en gel. Los pocillos

x’ 3 contienen los extactos correspondientes a los carriles 1, 2 y 3 dcl panel A, respectivamente.
El pocillo 4 contiene polisacárido deS. pneumoniac de tipo 3. El pocillo central contiene suero anu-
serotipo 3.
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7.2.5. CONS’I’RUC(’IÓN 1W IJN PLÁSMIIM) ItECOMBINANTE PARA LA (‘IflNACION Y

EXPRESIÓN l)FI. GEN C4P38 EN NICIJMO(’OCO

Como habíamos observado anteriormente (ver apartado 2 de esta sección), el gen cap3B

es específico del serotipo 3, y era interesante estudiar la producción de Cap3B en estirpes

de neumococo pertenecientes a otros serotipos. Para ello, construimos el plásmido

pLSE3B, tal y como se indica en la Figura 33, utilizando como vector el plásmido pLSEI,

capaz de replicar tanto en neumococo como en E. cvii. El fragmento PvulI-HindIIl

(posiciones 6749 y 8729, respectivamente: Figura 10) obtenido a partir de pKER2, fue

ligado a pLSEI. digerido previamente con EcoRV y HindIlI. Esta mezcla de ligación se

utilizó para transformar la cepa de E. cali C600, obteniéndose así un transformante EryR

TÉ que contenía el plásmido pLSE3 B, en el cual la expresión del gen cap3l3 quedaba bajo

el control del promotor que dirige la transcripción del gen responsable de la resistencia a

tetraciclina.

7.2.6. Owí’ENÚ¡ÓN DE ESTIRPES DE NELIM<)COCO QUE PRESENTAN tIN FENOTIPO BINARIO

Al, EXPRESAR EL GEN C,IP3B

[)e acuerdo con los resultados comentados anteriormente (ver apanado i.2.3), todo

parecía indicar que la proteína Cap3B es, tal y como habíamos supuesto basándonos en el

análisis comparativo de su secuencia de aminoácidos, la polisacárido..sintasa del serotipo 3

de neumococo, es decir, una enzima con actividad glicosil-trausferasa que es capaz, además,

de catalizar la formación de los dos tipos de enlace presentes en el polisacárido capsular de

serotipo 3. Para confirmar esta suposición, transformamos 4 estirpes capsuladas de

neumococo -----~M25. 15783/94, 8595/95 y 6028 pertenecientes a los serotipos 1, 2. 5 y 8.,

respectivamente-— con cl plásmido pLSE3B y analizamos el fenotipo de las estirpes

transtbrmantes Lin7 obtenidas. De este modo, observamos que éstas producían, además de

polisacárido capsular de su serotipo original, una cantidad significativa de polisacárido

capsular de serotipo 3. tal y como se muestra en la Figura 34. También Cibservamos que al

transformar las estirpes rugosas de serotipo 2, MII y N431 con el piásmido pLSE3B los

transformantes LiÉ producen únicamente cápsula de serotipo 3 (Fig. 34). Este polisacárido

es cl resultado de la actividad enzimática de Cap3B a partir de UDP-Glc —compuesto

relacionado con el metabolismo general de la célula-—- y UDP-GIcA que se encuentra

presente en el citoplasma de las células pertenecientes, entre otros, a los serotipos utilizados
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en este experimento. Esta presencia se debe a su participación en la biosíntesis de la cápsula

original como forma donadora de GIcA, como es el caso de los serotipos 2, 5 y 8 o como

intermediario en la síntesis de UDP-GaIA, en el caso de las células pertenecientes al serotipo

l (Smith y cok., 1 958b: Milis y Smith, 1965).

dm

Pv¿, II

cap 38

JI

Bird JI

Figura 33. Construcción dc un plásmido recombinante (pLSE3B) que contiene el gen
cap3By se replica en S. ¡meumoniae. Ery, representa el gen que determina la resistencia a
eritromicina. ApR, el que determina la resistencia a ampicilina y Tet. el que determina la
resistencia a tetraciclina. P, indica el promotor de ‘itt.

Eco R y
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fflnd m

Rita II
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Figura 34. Aiiálisis, mediante inmunodifusión doble en gel, de la producción de
polisacáridos capsuJaresen estirpes de neumocococon fenotipo ‘binario’. 1 a 5 indican
antisueros contra polisacáridos capsulares de neumococo de los serotipos 1, 2, 3, 5 y 8,
respectivamente. Las letras A a E designan polisacáridos capsulares purificados de estirpes
de S. pneurnoniac de los serotipos 1, 2, 3. 5 y 8, respectivamente. Las letras a~ a
corresponden a extractos obtenidos a partir de transformantes tinarios’ de los serotipos
1/3, 2/3. 5/3 y 8/3, respectivamente. e y f indican polisacáridos preparados a partir de
transformantes capsulados de MII y M31 de serotipo 3, respectivamente.

7.3. Esmnío DE LA PROTEÍNA CÁP3C

7.3.1. CoNsnufcÚ’bON 1)13.. PLÁSMIDO rKA.LI

Llevarnos a cabo la construcción de un plásmido que contuviera el gen cap3C, para su

expresión en una estirpe de E. cok tal y como se describe en la Figura 35. Para ello,

digerimos el plásmido recombinante pKER2 con las endonucleasas Xbal y EcoRl y

purificamos el fragmento que abarca desde el nt 8225 hasta el 9704 (Fig. 10). A

continuación lo ligamos al plásmido pUC 19 digerido previamente con las mismas enzimas.

1 ¡0
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Esta mezcla de ligación fue utilizada para transformar la estirpe Dl-> ¡OB de E. col] y de esta

forma seleccionamos un transformante AptZ que contenía al plásmido pKAL í.

cap3 A

cap 38

Xbo 1

&o Rl

Figura 35. Construcción del plásnddo pKALI que contiene el gen cap3C bajo el
promotor del operón ¡tic. Apt representa el gen que determina la resistencia a ampicilína;
P,~. designa el promotor del operón del metabolismo de la lactosa de E. col].

Eco Rl
Xba 1

Xba 1

EcoRl
cap 3 C
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7.3.2. (‘YoMPLEMvN’rÁCíÓrs 1W UNA MUTAC¡<)N GALU IW E COL! POR íci. Pí~ÁsM¡nO

u¡<AL 1

Durante los últimos años se han donado e identificado los genes que codifican las UDP-

(ilc pirofosforilasas de varios organismos, tanto procarióticos como eucarióticos (Ragheb y

Dottin, 1987: Valía y cols., 1989; Katsube y cols., 1991; Peng y Chang, 1993; Soldo y cols.,

1993; Crater y cols., 1995). Entre estos organismos se encuentra E. cvii, cuyo gen galU ha

sido recientemente donado, y su correspondiente proteina purificada y caracterizada

(Weissborn y cols.. 1994). Por otra parte, algunos de los efectos producidos por la

inactivación de este gen se conocen desde hace mucho tiempo, y han sido objeto de amplios

estudios bioquímicos (Sundararajan y cols., 1962; Fukasawa y cols., 1963; Komeda y cois.,

1977: Giawer y cols., 1988); así, uno de los fenotipos más característicos derivados de la

deficiencia en esta enzima es el que coníleva la incapacidad para utilizar galactosa como

fuente de carbono (Sundararajan y cois., 1962). Como consecuencia, cuando el cultivo de

un mutante go/U de 1=.cvii se lleva a cabo en medio sólido de MacConkey suplementado

con galactosa al 0,6%, se obtienen unas colonias diminutas e incoloras, mientras que la

estirpe silvestre crece formando colonias grandes y de un intenso color rojo, debido a la

acidificación del medio por la fermentación del azúcar (Peng y Chang.. 1993). De este

modo, procedimos a transformar la estirpe FF4001 con el plásmido pKALI y seleccionamos

los transformantes Ap’~ sobre placas de medio MacConkey suplementado con galactosa al

0,6% y ampicilina (lOO ~.tgmU’). Así, encontramos que todos los transtérmantes ApR

crecían formando colonias rojas (Fig. 36). Por tanto, habíamos demostrado que la enzima

(‘ap3C de neumococo es capaz de suplir la deficiencia de una cepa de E. cvii en la enzima

GaIU. indicando que. en efecto, Cap3C es una UDP-Glc pirofosforilasa.

7.3.3. CONSL’uuÚ:c¡ÓN DEL. ItÁSMIDO PTNC41

Analizando en un gel de poliacrilamida-SDS los extractos celulares obtenidos a partir de

cultivos dc las ccpas DI-IIOB (pKALI) y FF4001 (pKALI) no se observó la aparición de

ninguna banda adicional respecto a los extractos utilizados corno control, que pudiera

corresponder a la proteína Cap3C. Por tanto, parecía que, si bien esta enzima era producida

en cantidad suficiente para suplir la deficiencia de la célula en La proteína GalU. dicha

producción no era lo suficientemente elevada como para permitir su detección en geles de

poliacrilamida-SI)S. Por esta razón, procedimos a construir un plásmido en el que la

Ir
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rranscripciún del gen cq>3( estuviera dirigida por un promotor fuerte. Para ello, utilizamos 

el vector pT7-J. que contiene el promotor del gen 410 del fago T7. utilizado con 

anterioridad para llevar a cabo la expresión de los genes cu/>3,4 y cq3B en E. ~wli 5 

construimos el piásmido pTNCAI. según se indica en la Figura 37. El fragmento de DNA 

que contiene el gen ccr/j3( ‘. utilizado para la construcción del plásmido pKAL 1. he en este 

caso ligado al plásmido pT7-3 previamente digerido con las enzimas EcoRI y Xhul: a 

continuación. esta mezcla de ligach fue utilizada para transformar la cepa JMIOO de E. 

coli y seleccionamos los transformantes Ap”, obteniendo de este modo. uno que contenia el 

plásmido pTNC-ll 

Figura 36. Complementación de la mutación gu/U en la estirpe de E. cnli FFJOOl 
mediante la adquisición del plásmido pKAL1. Placa A. medio MacConkey agar base 
suplementado con galactosa al 0.6% y ampicilina, e inoculado con células de la cepa 
FFJOOI(pKALI ): placa B. medio MacConkey agar base suplementado con galactosa al 
0,6% e inoculado con células de la estirpe FFJOOI; placa C, medio MacConkey ayar base 
suplementado con glucosa al 0.6% e inoculado con células de la estirpe FF400 1. 

ll3 
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KbCl

Eco RL

Figura 37. Construcción del plúsinido pTNC4I que contiene el gen capSC bajo el
Rpromotor del gen 10 del fago TI. Ap representa el gen que determina la resistencia a

ampicilina; P4 10 representa el promotor del gen 10 del fago Ti.

7.3.4. PRomiccióN E IDENTIFICACIÓN DE LA ENZIMA CAP3C EN E. COL¡

Al igual que en el caso del gen cap3A (apartado 7.1 de esta sección), para llevar a cabo la

expresión del gen cap3C es necesario introducir el plásmido p’1’NC4I en una cepa de E. col]

que produzca la RNA polimerasa del fago T7; así, utilizamos la cepa JM109{DE3) y

analizamos la producción de Cap3C en un transformante que contenía el plásmido pTNC4I

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. De este modo, como se muestra en

la Figura 38. encontramos que en los extractos celulares obtenidos a partir de cultivos crí

los que la producción de RNA polimerasa de Ti había sido inducida durante 75 minutos

~‘0lo

Eco Rl

Eco Rl
Y/ial

KbaI

114



R!ZWLTADOS 

mediante la adición al cultivo de IPTG (concentración final 0, 5mM), aparecía una intensa 

banda, correspondiente a una proteína de aproximadamente 35 kDa que no existía en 

extractos celulares a partir de cultivos de la cepa JM109(DE3) (pT7-4). Analizando la 

secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de esta proteína encontramos que 

correspondía totalmente con la deducida a partir de la secuencia de nucleótidos del gen 

cap3C. Cuando analizamos más detalladamente esta producción, observamos que la 

proteína Cap3C se encontraba prácticamente en su totalidad en la fracción insoluble de 

estos extractos. Con objeto de reducir la tasa de sintesis proteica y tratar de evitar la 

formación de cuerpos de inclusión, al igual que en el apartado 7.1.3 de esta sección, la 

obtención de los extractos celulares se llevó a cabo a partir de cultivos realizados a 30°C y 

en medio M63 suplementado con glucosa al 0,2%, aunque, en este caso, lamentablemente, 

no se obtuvo el resultado deseado. 

Figura 38. Análisis, mediante SDS-PACE, de la expresión del gen cup3C en E. di. Se 
utilizó un gel de poliacrilamida al 12%; carril 1, marcadores de peso molecular; carril 2, 
extracto celular obtenido a partir de un cultivo de la cepa JM109(DE3) (pT7-4) inducido 
con IPTG durante una hora; carriles 3 y 4, tiacciones soluble y de membrana, 
respectivamente, de un extracto celular obtenido a partir de un cultivo de la cepa 
JM109(DE3) (pTNC41) inducido con IPTG durante una hora. La proteina inducida se 
indica con una flecha. La masa molecular de los marcadores, en kDa, se indica a la 
izquierda. 
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8. CLONACION Y SECIIENCIACIÓN DEL FRAGMENTO EúoRl-RclI SITUADO

EN POSICIÓN 3’ CON RESPECTOAL GEN CAP3C

Como se ha descrito anteriormente, el tamaño del mRNA sintetizado a partir del

promotor del operón cap3 indicaba que éste debía incluir, al menos, un cuarto gen. Para

analizar la posible implicación de este gen en la biosintesis capsular, así corno para estudiar

la presencia de otros genes que pudieran intervenir en dicha biosintesis, procedimos a donar

esta región de DNA en E. ccli. Para ello, utilizamos la estirpe LinR denominada M23

(pUCEK2). obtenida en el apartado 5 durante la inactivación del gen cap3C. De acuerdo

con el modelo propuesto por Morrison y cols. (1984), durante la obtención de este cepa se

debió producir un proceso de recombinación mediante el cual el plásmido pUCEK2 se

insertó en el cromosoma bacteriano, quedando éste con una disposición genética similar a la

mostrada en la Figura 39A.

8.1. 0niENciÓr’~ I)I§I. PLÁSMID() rUCEK2I

De acuerdo con lo mostrado en la Figura 39A, la digestión de] DNA cromosómico de la

cepa M23 (pUCEK2) con algunas endonueleasas de restricción, tales como Kpnl, Sacl o

Bc/l. generaría fragmentos que contendrían el origen de replicación del plásmido y el gen

que determina la resistencia a Ap, provenientes de pUC 1 9. así como fragmentos de DNA de

neumococo de diferentes tamaños, según la endonucleasa utilizada. Estos fragmentos

contendrían, además de la región Pstl-EcoRl contenida en pKER2 (nt 8693 a nt 9704, Hg.

10). una región nueva situada en posición 3’ respecto a cap3E’.

Se purificó DNA cromosómico de la estirpe M23 (pUCEK2) y realizamos un mapa de

restricción de la zona situada a continuación de cap3( mediante su hibridación con

pKER2I - que contiene prácticamente todo este gen, y con pK.ER23. Esta última sonda nos

indica cual de las dos bandas de hibridación obtenidas con pKER2 1 era la correspondiente

a! fragmento EcvRI de 9704 pb. De este modo construimos e] mapa fisico mostrado en la

Figura 39B. Se puede observar que la endonucleasa BcLl libera un fragmento de

aproximadamente 8 kb. siendo éste el de mayor tamaño obtenido al emplear las

endonucleasas antes mencionadas. De esta manera, digerimos el DNA de la cepa M23

(pUCEK2) con Bci’l y tras someterlo a una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto

de fusión, purificamos, mediante la técnica de la 13-agarasa. los fragmentos situados en un

¡¡6
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intervalo de tamaños de entre 7 y 9 kb. A continuación, los incluimos en una mezcla de

ligación, que fue utilizada para transformar la cepa TG 1 de E. cvii. Así, encontramos una

estirpe transformante APR que contenía el plásmido pUCEK2I (Figura 39C).

8.2. SECIJI:NCIAaON 1)1]. INSERTo (ON1’ENID() EN EL I>LÁSMIDO rUCEK2I

La secuenciación del fragmento de DNA contenido en el plásmido pUCEK2 1 se llevó a

cabo con un secuenciador automático según se detalla en el apanado lO de Materiales y

Métodos, mediante el uso de oligonucleótidos sintéticos. Además, se construyeron tres

subclones del plásmido pUCEK21, denominados pUCEK2I 1, pUCEK2I3 y pUCEK2I4; el

primero de ellos fue construido ligando el fragmento EcoRl-Pstl (nt 9870-12097) (Fig. 10)

al plásmido pUC 1 8 digerido previamente con estas dos mismas endonucleasas. El segundo

de los subclones se construyó ligando el fragmento SarI-Psi (posiciones 11008 a 12097,

Fig. lO) al plásmido pUC 1 8 digerido con estas dos mismas enzimas. Por último, el plásmido

pUCEK2 14 se construyó ligando el fragmento Psi-Psi (posiciones 12097 a 13004, Fig.

lO) al plásmido pUf) 18 previamente digerido con Psi]. La secuencia así obtenida (nt 9705-

14056) se muestra en la Figura 10.

8.3. ANÁlisis COMPARATIVO DE LA SECIJENCIA I)EI, INSERTO I)E rUCEK2I

El análisis de la secuencia de nucleótidos comprendida entre los nt 9570 y 14056, reveló

la presencia de una nueva ORE (oriS) (Fígs. 10 y 40). Ésta comenzaría en el nt 12671 y

terminaría en el nt 13792. La comparación de la secuencia de aminoácidos deducida a partir

de la de nucleótidos de la orfl reveló un cierto parecido con la secuencia de la proteína

NanA ---una enzima con actividad neurarninidasa— de neumococo, si bien ésta última es de

un tamaño mucho mayor (1035 aminoácidos frente a 373 de la OrB) (Cámara y cols.,

1 994). siendo este parecido más acusado en el extremo N-terminal de la proteína tal y como

se muestra en la Figura 41. La proteína Orf3 comienza coincidiendo con la secuencia del

péptido señal de NanA, y comparte una zona de ocho aminoácidos, del 31 al 38, idéntica a

la de la neuraminidasa; asimismo, los tres últimos aminoácidos de esta zona, VLA,

probablemente constituyen el lugar de actuación de la peptidasa, como ya se sugirió para el

caso de NanA (Cámara y cols., 1994). ya que cumplen la regla ~-3,-l’ (PerIman y

Halvorson. 1983), según la cual los tres últimos aminoácidos del péptido señal definen el

lugar de ruptura; de estos tres, los aminoácidos -3 y -l (siendo al aminoácido ±1el primero

¡17
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de la proteína madura) deben presentar cadenas laterales pequeñas y sin carga, capaces de

permitir l~ interacción de la proteína con la peptidasa.

Sao!
4 Ery

4~pUGEK 2

4,Ykb
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Figura39. Esquema(le inactivación del gen capiC y construcción del plásmidoí>UCEK2I. A: inserción
dc pUCISK2 en el cromosomade la ccpa M23. eap3C’ indica que cl gen cap3C está incompleto; ~IU,
rcpresentael origcn dc replicación dcl plásmido ptJCEK2; Ap, representacl gcn que determina la
rcsnstcneiaa ampicilina; hry, designacl gen que determina la resistencia a critromicina. Las lineas;
discontinuas representanun evento dc recombinación homóloga. II: mapa lisico de Ja región dc
recombinaciónen la cepa traunstbrmanteM23(pUCEK2). El sombreadode las doscopias incompletasdcli
gen eap3( indican la procedencia—del plásmidopl.iCEK2 o del cromosomade M23—- de los fragmentos
que las componen.U: esquemadcl plásmido p[JCItK2 1. l¿ny’ indica que ¡4 está inconnpíeto; la linea
gruesarepresentaDNA des?pneuiflofllde.
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0rfX’ IS’ PIPA’ orf3 

Figura 40. Esquema de la disposición de genes en la región situada en posición 3’ con 
respecto al gen cup3C. or/.Y’ indica que la ORF presente está incompleta; IS’ indica la 
presencia de un fragmento de una secuencia de inserción: plp.4’ indica la presencia de un 
t?agmento del gen />I/>.-J, 

204 
228 

Figura 41. Comparación de la secuencia de aminoácidos de Orf4 con la de la proteina 
NanA de 5’. pneumoniue. X73967 representa la proteína NanA de neumococo. Las zonas 
en azul representan aminoácidos conservados en ambas proteinas; las zonas en verde 
designan los cambios conservativos existentes entre ellas. Se han subrayado los aminoácidos 
que constituyen el péptido sefial de la proteína NanA: u indica el posible lugar de corte de la 
peptidasa. 
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Por otra parte, cuando comparamos la secuencia de nucleótidos de la región comprendida 

entre cq3C’ y wf3, encontramos que la zona que se extiende entre los nt 10630 y 1 117 1 es 

muy parecida (55% de nucleotidos idénticos) a un hagmento de la ISI 167 de neumococo 

(Zhou y cok., 1995). Sin embargo, al contrario de lo que ocurre con la IS1167. no contiene 

mngun marco abierto de lectura y. por tanto. no parece codificar ninguna proteina con 

actividad transposasa. como en el caso anterior. Por otro lado. al obtener la secuencia 

deducida de aminoacidos en el sentido de transcripción imerso al del operón cq13 (nt 

I 177 I a 10726). aunque no se encuentra un codón de iniciación. vimos que comparte un 

gran parecido con la estructura primaria del extremo C‘-terminal de la transposasa codificada 

por el gen presente en la IS///>’ (Figura 47). 

36 

92 

182 

252 

Figura 42. Comparación de la secuencia de aminoácidos deducida a partir de la de 
nucleótidos entre las posiciones 11271 y 10276 (Fig. 10) con la de la proteína 
codificada por IS1167 de S. pneumuniue. Las zonas en azul representan aminoácidos 
conservados en ambas secuencias, las zonas en verde designan los cambios conservativos 
entre éstas. 406 representa la secuencia deducida en la cepa 406; M36180 representa la 
transposasa codificada por ISI 167 de neumococo. 
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Todo esto parece indicar que esta región corresponde a un fragmento de una secuencia de

inserenon que habría existido en esta zona. Del mismo modo, la zona que se extiende entre

los nt 11274 y 12457 es prácticamente idéntica (98% de nucleótidos idénticos) a un

fragmento de la secuencia de nucleátidos del gen pipA de neumococo (nt 837 a 2019)

(Pearee y cols., 1994). Sin embargo, en este fragmento tampoco existe un marco abierto de

lectura; cuando realizamos un análisis más detallado de esta zona observamos pequeñas

diferencias en la secuencia que causaban la pérdida de la fase de lectura, según se muestra

en la Figura 43. Así, en la posición 11337 (Fig. 10) se ha producido una inserción de una T

y en la posición 11780 se ha insertado una G, lo que provoca que unos nucleótidos más

adelante (posición 2286) aparezca un codón de terminación. Por otro lado, el extremo 5’

del gen no ha permanecido en el cromosoma bacteriano, debido probablemente a la

presencia de la secuencia de inserción descrita anteriormente.

Por último, encontramos un marco abierto de lectura (or/k) que comienza en el nt 9579 y

se ve interrumpido por la presencia de la secuencia de inserción incompleta en el nt 10650,

con lo cual el polipéptido codificado por esta ORF, que originalmente sería el cuarto gen

del operón cap3, no corresponde con la proteína original en su extremo C-terrninal. Otro

autores han sugerido que esta proteína correspondería a una fosfoglucomnutasa, encargada

de catalizar el paso reversible de Glc-6-P a Glc-l-l’ (Dillard y cols.. 1995). aunque la

comparación de su secuencia de aminoácidos con las de las bases de datos no revela

información relevante acerca de su posible función (datos no mostrados).

121



RESULTADOS

LV Ql L TV SPI UIT S K 15 ESQ K T 5

406 ‘I’’’V ML AA’’V%iV ;A’ [¡U”’ A’V’l’A(’- VV¡Y ¡‘VV AM’¡”V VV;‘I’AC’PPA’TA’VTG¡Vv” iT¡‘AOV’CyV’I’ A’VJV\A’I’ITIac:AVC”l’IAOA(’- AG’l” ¡N’\V~y’MJ~AIA(A’I’cu 100

II
PípA SAmA”]” ¿‘VV ~A’“fliI’AT “A( ‘O’VVO <‘1’A(VVc(;c’VI&k~A’rA’n’AAV’<;TcAM’]’c:O’I’ A’I’N’~’rI . <?í’1’A’V’V’}’ ¡AiVA’ ‘OACCGA’rGk¡’:AMA;O

0 II’> 934
Y 1 0 Q O 5 I T Y L y o T 34 1 0 E O E Y K Y T E R T E O E Q 1< A E

T K K A L L U 1< 0 E E Q A 1 A E O E O E 1 A Y A 5 0 A U 11 Q T O A
406 ¡V’”i iAV,IJ’.~A’ i’”¡’’”J’<”V’~”IAjY ¡YA’ ;UA’1”]”1’ CC(i’V’I’ÑflV’]’A’1”VCV;A’V’V’rG’ iJ’I”t’’]’( ¡I~’l’CVI’A’ AISC’C”I’A’]’O< C’T<V1CA~j’1”I’ CiAAT(> ,ACAP.A( “V&¡OI,i’ :A;’ 200

PIpA (“VV AAWú\’ i’ ;‘ “¡“‘VS’,’ TINA’ INAVi’ ¡A’ V’I”i’ V706I’VUV;OVVVA’V’i’GCC’VT’VC i’V’I’’]”V~Sá’VV’,’VI’VN ;<‘O’VkI’l3’’ c”V’’~TOAc’V’1’ (SMTV;cwcAMjs’l’ <;G¡Y ¡[¿VV, 1034

1 K K A U A U R O E E O A 1 A E O E O E T A Y A 5 Q L U O Q T O A

E Kl LE 14 U E VP!’ T E V O A 001< t4 EGO MV K E KL V E VOD
406 ( 1 ‘lV~J”’At <‘¡‘¡‘>1’’;’]’ AA’l’O’9’(‘‘¡‘‘y I’l¡’I’V (‘c’ACC:AAcA’r’]’’VC’1’i’’IiftAc;CAGA’]’oV,’’VAAAMOT’V’V OGCGA’VA’Vc’o’VCAAACAGPÚ\A’VT [‘u CA’V’’V’F A’l’<.¡i «¡A 300

31<! L 1~ NL E VP P E E V Q A DG K IlE GO MV RE KL V T YO O

E E KO V U LAOS QDG A Y U? E KA T A E FA KA 1< LA L Q A
406 ‘V~Vr.’i’ViV.:.VrSil i(i’Si””’i’J”I’ftV,T ,‘V’TI~i’VP, 1iA9”¡’Q’J’ L’AG&T¡’¡’<.?Vi’¡’C’¡”J’ 2’ACIAAT’VCI[AVV3AAJV¡C’C,VY’¡íVW’V Vi~M’I’¡VTGC’9’AV,A¡iC7’i’AAITLVV3V~’C’¡”VACLVV\GCA 400

¡ i:! 1’’ :I!’~Ii’,IIj’i’I¡HII:II’II’.I’¡I¡¡I¡I’I!I’¡¡IiI¡Ii ¡ II ‘¡¡¡¡1’ ¡ ¡¡¡¡‘¡‘¡‘ ¡ III ¡¡‘¡‘‘II

PípA •V’A~!Vn\’>i’iftA’ A ~I’¡’~i’¡”’ JV¡TC”V’VC7VA’SAT’VITV¡IIIGA’V[iZ’]’C’l”V’FACIJ&’VOIIAGJVMAA(iC’’ N’,(ZOL”I’ú’IA’rT’VOI”VIAA]SC”I’ IAA’VV:A’iC’:’¡ “VAVAi’v<<’ 1234
E E R OVIl LAOS QDG 1. Y U 1’ E KA KA EPA KA ‘<SAL Q A

1<0V Q E PIULO U PV O Q E ATT KV O EV Q SM 1< Q SL EV
406 500

¡ iii ¡¡.¡ ¡¡Iii’ j~¡¡!,jj’¡j’jJ¡¡¡j¡jj’¡jjJ;j’¡¡ ¡ j!J¡’¡jI’jj:jj’.j

E O V 1 E P 1 U A O U P V O O 1 A T T 1< y o R V 0 S M K Q E L E A

E A O U V 1 1 0 1 Q Q A Q 1< 0 E V 34 U 1 1 Y É A E 34 A A O E O

T LOO

406 ~‘T’~’.A’¡’L”¡Gk”V. iA’¡’AA’I’> 600

PipA •“]““¡‘í¡’i’¡ 1433
1 LO A O tI VITO 1 QQ U Q K DPV U MIT Y FA SU A A GE O

E O U E D U V O W O P O E A O P E T Y L D 1 1 R P E V O E 5 T K 1 Y
406 5’ ‘->“s’’l””i’A ‘¡“•¡‘‘‘ V’’]’r,¡ ¡“r”V’’lilV’~’ y] iC,i;V’,’VV:¡sAfjA’V’VT’VrV~ ‘KV¡’VCVA’I’V’~NA¡?( “VIO C’[’’V’Vft’VA’I’OA’VI’ @‘‘~‘A’1’C<’]’ ÁTIOi”WV’~l-i’¡’I””VNAWu ¡¿VrA 700

¡‘II :1 II ¡Hi¡:¡I ¡ ¡ IW’iI:I, ¡¡¡¡1 i’II!.i¡Ñi I!¡I¡¡I, ¡‘•j¡ ji! ¡

E O U O E O p O E A O P 5 E Y L 0 1 1 1< P 5 V O 1< 5 1 1< T Y

LO F O SOED 34 VA A K 1< VG A YO Y SR LV TEA O OEA YO
406 ¡“y ¡ 800

‘¡‘u ¡‘¡¡~¡¡¡¡¡¡¡¡¡¡¡ ¡u¡¡;¡.¡¡;I ¡liii ¡‘¡¡¡Iii ¡‘¡¡¡II
PipA “•‘I’’>V’’,”-’ ¡¡“Y -,¡‘>‘,A”’O~AV’ -‘VAVuI”¡’(i(”VAAAV%ATd;’VA¡;c-u C’VA’VIT(ZAC9’A’ ‘~tiApAM’V’>;¡V’V’]’Al”VVjAC,~’¡C’V¡v’¡’r;A’1’~;k¡3A<u’Vk¡’A’ ¡‘Vi’ 1633

1 O E A 1 0 E O U 3/ A A 1< A V O L Y U Y E A A 3/ T E A O U A T Y U

VA K R Y DR YA A A Q A W LíOS A LII 2 T TSR 1 GR PI L
406 - ¡‘1’ ‘‘;““¡‘.““jr’\ ““‘‘l’”i’’’”’’V’V,’VI’ Y” “1” ~¡c’A(¡(u(ut’AV,Q”V’V[Vi¡“VV A’’A’iAT¡\OV¡’c* “V’V’VQiA’l’’i’A’1’TC”1V’,C’¡’AcA’Vij’VCiTVI~CA~[yilS[ u’:?’ CiLlAS “V’<i’V 900

PipA ‘“u>’’ - u’]’ AMA ,‘i• A’:,~”E’~’ic’Ac’ cCN~(i ‘“1”V”¡¡’iE’T[ACA’ ¡¿VrA’ “‘¡‘‘SO’V’V’VtjAZ “U A’1”V”” uV,IV¡TA’VA3’(”¡”i’C’i’JÁ”’.~W’¡’ ~ 1733
VAR E Y DR Y A A A Q A E LTD SAL II E T TSR Te R FIL

E KM VP TI? FA LS G URO TSE PI L Y KV L EL 00 KA V

Y 1000

PipA ‘“(“fhA ‘>-C <¡‘.“>t’’í T’¡’”r’<uI~’1”V:t’¡’(uA[1jv7’sTIAA’;’ u’] A”2I¡’i’V¡’AA. ‘<AC’¡’C”i”l”VV ATIJVY¡’A’”]”¡’’9¡’.i’Or” VE ‘:LVVACAI’ i’ <VV,’ VV 1833

3KM VP FE 1*> FALSO U KO TSE PV LV KV LELQ DRA V

TV OP YQ KA QE KW MR SR SE SU K KA QE OLA 1< U VR

406’ Vii. “¡Y i’¡””’V< ‘‘‘‘¡‘,‘‘“uf~IV”~<¡’,’’>A’ ““;A’VAA¡”4<+T’’AISCA7uU’VA~SAA~+í(9’V¡”7’IS u/úVv,,’’4(;~’’9’r AA(iAA’+<’¡”’ “V’u”V’.-vA’~’~’V¡’~c;’-’A’-,’i 1100

TV 0EV 0 KA QE KW MR ERE E SFK KA QE OLA 1<11V 1<’

406’’’’’ f ‘ 9 Y~’I’’¡’’Vi’’?’ V’’’¡’’ViA.V¡1’(;í¡’l’CiA,’¡’¡’’CV’’V’i’T’¡’3’’Vi’i’I.’V’’’’V’V . ‘:< II A ¡ . ¿~ ¡ ¡ 1186

PTpA ‘ J,A’’qI . 1 1 7’] ~ V ‘1’] / - V 2019

Figura 43. Comparación de la secuenciade nucícótidos cutre las posiciones¡¡274 y 12457(ver Hg. lO>
con parte tic la del gemn plp<l de S. pneumoniae.Sobre la secuenciade nuelcótidosde la estirpe406 se
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idénticosen ambassccueneias.
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9. ANÁLISIS DE LA IMPLICACIÓN EN LA BIOSiNTESIS CAPSULAR DE LA

REGIÓN DE DNA SITUADA EN POSICIÓN 3’ RESPECTO DEL GEN ¡y/A

Recientemente se ha afirmado, basándose en datos obtenidos mediante interrupción de

genes por inserción del transposón Tn9I6, que la región situada en posición 3’ respecto del

gen lytA contiene genes implicados en la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3

(Watson y cols.. 1995). Con el fin de estudiar este hecho, procedimos a transformar la

estirpe M3 1 --—mutante rugoso de serotipo 2 que ha sufrido una deleción de, al menos, 5,5

kb que afecta al gen ip/A y a la región situada en posición 3’ respecto a éste, es decir, la que

según estos autores está implicada en la biosíntesis capsular y la cepa parental, Mil, con

DNA cromosómico de la cepa 406 y seleccionanios transformantes con fenotipo capsulado,

el cual fue confirmado mediante la técnica de ‘Quellung’. A continuación, comprobamos

que los transtérrnantes M3 1 51< mostraban tín fenotipo Ly’tA’; y mediante hibridación de los

DNAs cromosómicos, tanto en dot-blot como en PFOE. con pGL4O y POLÓS, sondas que

contenían el gen ¡y/A y/o diferentes zonas de la región analizada (Fig. 44), así como con

pKER7 y pKER23, observamos, según se muestra en las Figuras 45a y 45b, que mostraban

una deleción idéntica a la de la cepa parental, además vimos que sólo los transformantes

M3 1 53 y MIl 53 contienen los genes capsulares de serotipo 3 (situados como era de

esperar en el fragmento Sinaí de 290 kb), mientras que todas las cepas contienen la región

que precede a los genes capsulares. Además, comprobamos que el gen ¡y/A y la zona

analizada se sitúan en un fragmento Smal de 90 kb, tal y como ya se había descrito (Gasc y

cols.. 1991).
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Figura 44. Mapa fisico del fragmento Bcll dc 7,5 kb que contiene el gen lytA de S.
pneumoniae. La región mostrada corresponde al inserto de DNA de neumococo del
plásmido pGL3O (Sánchez-Puelles y cols., 1986); M13812, 543511, y L36660
corresponden a los números de acceso de las regiones indicadas. Los genes IytA y lytA 101’
se indican mediante una flecha negra y otra blanca, respectivamente. También se muestra la
localización de la ORFí y de las secuencias BOX (Martin y cols., 1992). A representa las
regiones delecionadas. Los asteriscos indican que existen dianas adicionales para las
correspondientes enzimas. E, BclI; E, EcoRl; FI, fJindIIl; P, Pvull; 5, Sau3AI.
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y.- DISCUSIÓN

Pero ¿cómo?. ¿gustarpor qué?-preguntó, terco, ei tendero que

debíaser sin duda una de esaspersonastan corrientes aficionadas u,

razonar 1’ a duceu/ir yque son incapacesde clevarsea la /ógicc’t del

absurdo.

(CharlesBaudelaire. Los donesde las liadas’’)
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El estudio de los genes capsulares se ha llevado a cabo principalmente en

microorganismos Grarn-negativos, habiéndose encontrado una disposición génica que

parece estar bastante conservada en la mayoría de ellos. Los genes capsulares se agrupan en

tres regiones adyacentes bien diferenciadas (Figs. 4 y 46): en primer lugar, la región 1,

común a todos los serotipos de una misma especie, cuyos genes están encargados de dirigir

la translocación del polisacárido desde el periplasma a la superficie celular; a continuación,

la región 2, específica de cada serotipo, encargada de la síntesis de los precursores y de su

posterior polimerización; y, por último, la región 3, conservada entre los distintos serotipos

y encargada del transporte del polisacárido a través de la membrana citoplasmática. En lo

que respecta a los microorganismos Gran-positivos, es concebible que, dadas las

diferencias que existen entre éstos y los Gram-negativos ——particularmente en lo que atañe

a la complejidad de las estructuras periféricas— la disposición de los genes capsulares varíe

de forma significativa; por ejemplo, debido a la ausencia de membrana externa, parece

lógico suponer que no dispondrán de genes equivalentes a los de la región 1 de las bacterias

Gram-negativas. Así, a pesar de la relativamente escasa información que se posee sobre los

genes capsulares de bacterias Gram-positivas, se está poniendo en evidencia que, en efecto,

la disposición de sus genes capsulares difiere de la encontrada en bacterias Gran-negativas

(Figura 46), y parece no seguir un esquema único. De este modo, en el serotipo III de 5.

agalacliae se han identificado seis genes, aunque su organización en unidades

Éranscripcionales no ha sido determinada. Por otro lado, en 5. aurew.’ de serotipo 1 se han

identificado trece genes que parecen disponerse en varios operones, aunque la distribución

(le éstos entre los distintos serotipos no ha sido dilucidada aún. Por último, en 8. pyogenes,

en el que hasta el momento sólo se ha descrito la existencia de un serotipo, se ha

identificado un operón, denominado has (por ‘hyaluronic acid ~ynthesis’)que, al igual que

lo que ocurre en el serotípo 3 de neumococo, consta de tres genes que codifican una

glicosil-transferasa o polisacárido-sintasa (/uisA), una UDP-GIcDH (liasE) y una UDP-Glc

pirofosforilasa (ha«i).

En esta tesis hemos donado y secuenciado 14056 bp de DNA de 8. pneumoniae y hemos

observado que el operón cap3 -—específico del serotipo 3 se encuentra flanqueado por

regiones comunes a DNAs de otros serotipos capsulares; sin embargo, también hemos

dennostrado que éstas no intervienen en la biosíntesis capsular. Por otro lado, otros autores

han sugerido que los genes que intervienen en la síntesis capsular en estirpes de serotipc
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1 9F se agrupan en un operón que consta tanto de genes comunes como de específicos,

siendo los primeros aparentemente homólogos a los situados en la región 5’ respecto del

operón cap3. ial y como se ha comentado en el apanado 7.2 de Introducción, los estudios

clásicos acerca de la genética capsular de neumococo propusieron un modelo de

organización de los genes específicos en forma de casete que, en el caso del serotipo 3,

estaría constituida por el operón cap3, siendo esta zona la que se intercambiaría durante los

ténómenos de transformación genética intertipo, mediante un proceso de recombinación

mediado por la homología existente entre los diferentes serotipos capsulares a ambos lados

(leí operón cap3.
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Figura 46. Análisis comparativo de la organización de los genescapsulares y adyacentesa éstos de
algunas especiesbacterianas. A la izquierda se indican los microorganismosa los que pertenecenlos
grupos de genescapsulares.Los bolques sombreados corresponden a genes identificadoscomo serotipo-
específicos.En E. cali y S~ pneumoniaeserotipo 3, los bloquesblancosindicangenescomunesa todos los
serotipos.En los demásmicroorganismoslos bloquesblancosindican genescuya distribución entrelos
distintosserotiposno ha sidoanalizada,las hechasindican el sentidode transcripción delos genes.
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1. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE LOS GENES CAPSULARES

Por razones ya comentadas en el apartado de Resultados, fue necesarno construir dos

plásmidos. pKERI y pKER2, para analizar un fragmento EcoRI de lO kb del DNA de £

pneumoniae 406. Estos plásmidos contienen todo este fragmento en dos porciones

solapantes. Por otro lado, construimos el plásmido pUCEK2I que posee un fragmento de

DNA que solapa con el fragmento EcoRl por el extremo que contiene genes específicos del

serotipo 3 (Figs. 10 y 39B). El análisis de la secuencia de los fragmentos de DNA de

neumococo contenidos en estos tres plásmidos reveló una disposición génica que mostraba

claras diferencias de organización con respecto a otros grupos de genes capsulares

estudiados hasta el momento.

Como se ha indicado anteriormente, los genes que dirigen la biosíntesis capsular en los

microorganismos se clasifican según la ifinción que desempeñan las proteinas por ellos

codificadas en dos tipos: comunes y específicos. Así, identificamos en neumococo ambos

tipos de genes dentro de los presentes en la región estudiada aunque, corno observamos en

el apartado 4. 1. de Resultados, los genes comunes, es decir, aquellos que aparecen en,

estirpes de diferentes serotipos, no parecen estar implicados en la biosíntesis capsular de

tipo 3. En el caso de la estirpe 406 cabe diferenciar tres tipos de regiones cuando se analiza

la zona del genoma que codifica para la cápsula de serotipo 3 y las zonas adyacentes cori

respecto a cepas pertenecientes a otros serotipos:

a) por un lado, encontramos que la región que incluye el espacio intergénico dexB-orf¡

se encuentra en todos los serotipos analizados hasta el momento y además hemos

observado que esta zona es bastante variable, en cuanto a su tamaño, entre los distintos

serotipos (Fig. 18). En general esta región posee un tamaño aproximado de 1,1 kb lo

cual concuerda con el que tendría esta zona en el caso de que la secuencia identificada

en la estirpe 406, homóloga al gen cpsl9fi4 estuviera completa (ver apartado ¡.9. de

Resultados). En algunos serotipos, sin embargo, el tamaño obtenido es mayor

<serotipos 1 y 33) lo que podría indicar la presencia de alguna secuencia de inserciór¡,

como sucede con la estirpe de serotipo 19F estudiada por Guidolin y cols. (1994). Del

mismo modo, las regiones situadas en posición 3’ respecto del operón capsular, es

decir, el fragmento de la secuencia de inserción y el del gen pipA. así como el gen orfl,

se encuentran en todos los serotipos analizados (Fig. 18).
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b> los genes o4’l y 2 se encuentran sólo en algunos serotipos estudiados (Fig. 1 8).

c) los genes ca/)3I3, cap3C y el fragmento de gen situado a continuación de este último

sólo se encuentran en el serotipo 3 (Fig. 1 8). Dado que la proteína Cap3C cumple una

función que debe ser común a todos los serotipos. como es la síntesis de UDP-Glc,

resulta sorprendente que la hibridación con el gen cap3C no produzca ninguna banda de

hibridación con 1)NAs de otros serotipos. Asimismo, confirmando resultados descritos

previamente (Garcíay cols., 1993),observamos que el gen cap3A hibrida con el DNA

de estimes de los serotipos 3 y 5. Sin embargo, la hibridación de este gen con DNAs de

estirpes de otros serotipos que contienen, al igual que el serotipo 5, GIcA o GalA en su

polisacárido (como ocurre con los serotipos 2 y 1, respectivamente) no mostró la

apariciónde ninguna banda de hibridación, indicando que los genes que codifican las

UDP-GIcDH de estas estirpes son significativamente diferentes de cop3A.

Experimentos clásicos de transformación genética ya habíanpermitido sugerir que los

genes de las UDP-GIcDH de los serotipos 1 y 3 no son homólogos (Bernheimer y

Wermundsen,1969).

Hemos analizado la organización de estas regiones encontrando que los genes específicos

del serotipo 3 se agrupan en un operón (Fig. 22) mientras que los que dirigen la biosíntesis

del polisacárido capsular de serotipo 1 9F de neumococo, parecen disponerse formando un

único operón junio con los genes (o regiones) identificados como comunes a todos los

serotipos (Guidolin y cols., 1994) (Figura 46). Estos autores sugirieron, además, que los

genes comunes, cps/9/A-D, son necesarios para la sintesis capsular, mientras que, en el~

serotipo 3 hemos demostrado que las ORFs localizadas en esa región homóloga no son

imprescindibles para la formación de polisacárido capsular, puesto que en la estirpe 406,,

dichos genes o bien se encuentran mutados, como es el caso de los genes homólogos a

cps/9f4 y 8. o no se transcriben, como sucede con los genes crí! y 2 (Fig. 22). Dado que

las conclusiones a las que llegaron Guidolin y cols. se basan en datos obtenidos mediante

inactivación por inserción-duplicación de cada urjo de los genes cpsl9f y teniendo en cuenta

la disposición de estos genes, no puede descartarse un efecto de inactivación polar, tal y

como admitieron los propios investigadores.

lina clara diferencia en la estructura génica de los serotipos capsulares 3 y 1 9F es la

presencia, en el caso de uno de los aislados de este último, de una secuencia de inserción,
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(¡5/202) que no se encuentra en la estirpe 406, aunque sí hemos observado la presencia de

una posible secuencia de reconocimiento para la 15/202 entre los nt 1658 y 1689. Estos

datos podrían sugerir que los genes capsulares estarían localizados en las proximidades de

regiones susceptibles de facilitar la incorporación de secuencias de inserción y otros

elementos móviles, como transposones, lo que podría permitir la escisión de los genes

capsulares del cromosoma bacteriano y su transferencia, de forma natural, tanto a otras

regiones del propio cromosoma como a otras estirpes. La presencia de elementos móviles

flanqueando grupos de genes capsulares ya se ha descrito en otros microorganismos, como

U? in/luenzae(Kroll y cols., 1991), N. meningifidis (Hammerschmidt y cols.. 1996), en los

que, además, se ha observado que desempeñan un importante papel en la regulación de la

síntesis capsular mediante duplicaciones de la región serotipo-especifica. y en 5’ aureus

(Lee. 1995). Más recientemente, se ha observado la presencia de dos secuencias de

inserción flanqueando el grupo de genes que dirigen la biosíntesis capsular del serotipo 1 de

neumococo (R. Muñoz, comunicación personal). Esta aparente capacidad para movilizar la

casete que contiene los genes capsulares específicos puede haber sido la causa de las

alteraciones que parecen haber sufrido las regiones que flanquean dicha casete en la estirpe

406 y que habría ocasionedo la deleción del extremo 5’ del gen homólogo a cps 19/A así

como las demás mutaciones que han sufrido tanto este gen como el que posiblemente existía

a continuación, homólogo al gen cpsl9fB.

Los genes capsulares específicos del serotipo 3 se hallan separados de los comunes por un

espaciodc 1096 bp. que no existe en el caso del serotipo 19F. En esta región encontramos

una secuencia que posiblemente actúe como un terminador de la transcripción Rho-

independiente, así corno una secuencia promotora consenso precediendo al gen únp3A.

Recientemente. I)illard y cols. (1995) han aislado y secuenciado la región que contiene los

genes específicos que dirigen la síntesis capsular en la estirpe WU2 de serotipo 3. lo que les

permitió poner de manifiesto la existencia de tres genes. cps3 1). ctps3S y cps3 U, que poseen

un alto grado de identidad con respecto a los genes cap3A . cap3B y cap3(.? de la cepa 406,

respectivamente (99%, 97,6% y 99,7%), lo que indica que ambos grupos de genes son

homólogos. Por último, en la región situada en posición 3’ respecto a los genes capsulares

específicos hemos encontrado otro gen que podría también formar parte del operón capsular

y que está interrumpido en su extremo 3’ por la presencia de tnn fragmento de una secuencra

de inserción que posee un 55% de nucleótidos idénticos con 1S1167 (Zhou y cols., 1995).
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Otros autores han sugerido, basándose únicamente en datos obtenidos mediante análisis

comparativo de secuencias de aminoácidos, que este cuarto gen, que han denominado

c1>á’3M, codificaría una proteína con actividad fosfoglucomutasa, es decir, la enzima que

cataliza la conversión de Glc-6-P en Gle- 1 -p (Dillard y cols., 1995) y que, por tanto, estarna

implicada en la biosíntesis capsular, ya que sintetizaría el sustrato de la reacción catalizada

por la UDP-Glc pirofosforilasa. No obstante, en nuestro trabajo hemos observado que,

además de que el gen está interrumpido, la inactivación de cap3C, que a causa de un etécto

polar también podria provocar la inactivación de los genes situados a continuación, produce

estirpes capsuladas, indicando que estos genes no son imprescindibles para la biosíntesis

capsular. Mediante un análisis comparativo de la secuencia de aminoácidos (357 residuos)

deducida a partir de la secuencia del gen desde el codón de iniciación ‘hasta el lugar de

interrupción con las presentes en las bases de datos, observamos un cierto parecido —

concretamente posee un 30% de residuos idénticos en una región de 85 aminoácidos—’ con

la 0RF456 de Cote/la hume/ii (número de acceso para las bases de datos Genebank y

EMBL. X79075) que aparentemente codificaría una fosfomanomutasa, aunque esta

suposición se basa únicamente a su vez en el parecido de la proteína que codificaría la

0lZF456 con una proteína de P. acruginosa con actividad fostbmanomutasa. A

continuación se localiza una región que, por análisis comparativo de secuencias,

probablemente se trate de parte del gen pipA (Fig. 40) (Pearce y cols., 1994) y que, además,

se encuentra interrumpido por la inserción de un par de bases. Estos datos sugieren que, al

igual que ocurre en la zona de los genes comunes situada en posición Y con respecto a los

genes específicos. existe una serie de fragmentos de DNA que parecen representar restos

génicos que serían consecuencia de algunos eventos de inserción o escisión de genes

mediados por una secuencia de inserción, parte de la ctial se perdió también durante un

proceso posterior de reorganización génica. En esta sentido cabe destacar que,

recientemente, se ha puesto de relieve el importante papel que podrían desempeñar las

secuencnas de inserción. asociadas a bacteriófagos, en la evolución ‘.‘ transferencia de

determinantes de la virulencia bacteriana (Cheetharn y Katz, 1995). Además, también

recientemente. Xiang y cols. (1994) han encontrado evidencias de fenómenos de

recombinación genética mediada por secuencias de inserción en los genes r/h de síntesis del

lipopolisacárido de 8. en/crica. En este caso, como al parecer podría haber sucedido en £
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pi’wumofliae, la 15 se habría inactivado con posterioridad a la recombinación, mediante la

acumulación de mutaciones sin sentido.

A continuación del fragmento del gen pipA encontramos un posible gen, oríS, que

codificaría una proteína exportable de aproximadamente 41 kDa (Fig. 40). No obstante, el

papel que desempeñaría Orf3 es aún desconocido, ya que la comparación de secuencias de

aminoácidos no revela ningún dato indicativo de su posible ifinción.

Tal y como se ha connentado anteriormente, el análisis de la secuencia de nucleótidos

sugiere que los genes capsulares específicos se agrupan en una unidad de transcripción que

estaría dirigida por un promotor situado en posición 5’ con respecto al gen cap3A. Esta

hipótesis fue confirmada mediante la identificación del sitio de iniciación de la transcripción

por ‘Primer extension’ (Fig. 23). La presencia de un posible promotor en esta región

también ha sido postulada recientemente en la cepa WU2 de neumococo (Dillard y cols.,

1 995). atnnque no se demostró su flincionalídad. Estos autores han propuesto, además, la

existencia de un terminador débil Rho-independiente entre los genes cps3S (cap3B) y cps3U

(capÁ ‘). así como la presencia de un promotor situado en posición 5’ respecto de este

último gen, sugiriendo que estas dos secuencias formarían un sistema de atenuación de la

expresión de cps3U.Sin embargo, en nuestro trabajo hemos observado que en la cepa 406,

a pesar de poseer dichas secuencias, no se produce dicha atenuación, ya que los

experimentos de ~Northernblol mostraron la existencia de una única banda de hibridación

corespondiente a un mRNA de aproximadamente 5,8 kb (Fig. 22). Sin embargo, no hemos

podido poner en evidencia la existencia de alguna secuencia que pudiera actuar como

terminador de la transcripción Rho-independiente en la región situada a 6 kb y en posición

3’ dcl punto de iniciación de la transcripción, aunque no se puede descartar que la RNA

polimerasa se libere como consecuencia de la existencia de un terminador Rho-dependiente.

Por otro lado. no parece que los genes comunes se expresen en la estirpe 406, ya que no se

ha detectado ninguna banda de hibridación cuando se emplean los genes oríl y/o orfl en

experimentos de Northern blof: aunque no se puede excluir la posibilidad de que el rnRNA

que pudiera sintetízarse tenga una vida medía muy corta.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que los genes capsulares

específicos del serotipo 3 se agrupan en una única unidad transcripcional, lo que establece

tina clara diferencia respecto a la organización génica sugerida en otros serotipos

capsulares. como el serotipo 19F (Guidolin y cols., 1994), o en otros microorgansimos,
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como estreptococos del grupo B (Rubens y cols., 1993). en los que ambos tipos de genes,

comunes y específicos, se disponen aparentemente en una única unidad de transcripción.

Por otro lado, y con el fin de examinar el grado de participación de los diferentes genes

estudiados en la biosíntesis capsular de neumococo se utilizó la técnica de inserción-

duplicación (Morrison y cols., 1984) para interrumpir la secuencia de lectura. Como ya se

ha comentado, tanto dexB como cap3C resultaron ser prescindibles para la biosíntesis del

polisacárido capsular (apartado 5 de Resultados). Se ha demostrado (apanado 7.3.2. de

Resultados) que Cap3C es la enzima encargada de la síntesis de UDP-Glc, es decir, de uno

de los precursores de la biosíntesis y, por tanto, es muy probable que esta enzima esté

realmente implicada en la biosintesis capsular pero su actividad pueda ser complementada

por otra u otras enzimas del metabolismo celular. Observaciones análogas se han descrito en

el caso de 1’. acmuginosa, en donde se ha observado que la enzima dTDP-Glc pirofosforilasa

muestra cierta actividad UDP-Glc pirofosforilasa (Melo y Glaser, 1965). Esta podría ser la

razón por la que hasta ahora no se hayan podido aislar mutantes en el gen cap3C, ya que

éstos serían fenotípicamente indistinguibles de la estirpe salvaje. También es posible que, en

alguna región diferente del cromosoma de neumococo, exista otro gen que coditique

también una UI’)P-Glc pirofosforilasa. Este hipotético gen no debería ser homólogo con

cap3C y muy posiblemente deberia estar también presente en estirpes de 8. pneumoniae de

otros serotipos. Sc puede especular que una posible función de tal gen sería asegurar la

síntesis de UDP-Glc necesaria, por ejemplo, para la síntesis de los polisacáridos de la pared

celular.

Por otro lado, no se pudo llevar a cabo la inactivación completa de capiA en estirpes con

un gen cap3A luncional. No obstante, el uso de un mutante cap3A (M24), sí permitió la

inactivación de copRA. Esta observación podria indicar que la acumulación de UDP-GIcA,

producto de la actividad de Cap3A, resulta tóxico para la bacteria. Hay que resaltar e].

hecho de que de un total de 21 mutantes no capsulados de neumococo tipo 3, sólo uno de’

ellos estaba mutado en el gen de la polisacáido-sintasa pero un detallado análisis genético

demostró que, en realidad, se trataba de un mutante con tina deleción que afectaba tanto al

gen de la UDP-GIcDFI como a la sintasa (Bernheimer y cols., 1968). Sin embargo, Dillard y

cols. (1 995) han sido capaces de aislar, mediante inserción-duplicación, un mutante afectado

exclusivamente en el gen cps3S (cap3B). En nuestro laboratorio hemos realizado repetidos

intentos para construir un mutante análogo, pero sin éxito hasta el momento.
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Una vez estudiada la distribución de los genes entre los diferentes serotipos, así como su

participación en la biosíntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 de neumococo,

estudiamos la localización de estos genes en el cromosoma de S. pneumoniae,a partir del

mapa fisico realizado por Gase y cols. (1991) (Fig. 47). Mediante PFGE de DNAs de

estirpes pertenecientes a distintos serotipos y de su posterior hibridación con sondas que

abarcan diferentes regiones de los genes comunes o específicos, encontramos que los genes

capsulares se encuentran situados en el fragmento de 290 kb Sinaí (n0 3) (Figs. 19 y 20), en

el que también residen los genes pbpla y pbp2x. Por otra parte, observamos que existen

genes, o fragmentos de genes. que se encuentran repetidos en otras regiones del cromosoma

de neumococo; concretamente, una de estas repeticiones se encuentra localizada en el

fragmento Sinal de 52 kb en el que también se sitúa el gen recP (Rhee y Morrison. 1988).

Datos obtenidos a partir de experimentos de transformación genética habían sugerido la

existencia de tales zonas repetidas como medio para explicar el comportamiento de estirpes

de neumococo de fenotipo ‘binario’ (Austrian y cols.. 1959; Bernheimer y cols., 1967;

Bernheimer y Wermundsen, 1969; 1972) (ver apanado 7.2 de Introducción). La duplicación

de genes capsulares ha sido observada en otros microorganismos, como E. <mli (Drake y

cols., 1993>, N meningñidis (Hammerschmidt y cols., 1994) o, muy recientemente, en 5.

aureus (Sau y Lee. 1996>.

Con el fin de determinar con más precisión la localización de los genes capsulares en el

genoma de neumococo utilizamos, además de Sinaí, las enzimas de restricción Saclí y Apal

y observamos que los fragmentos producidos por Sacll, al ser hibridados con el plásmido

pKER2. que contiene los genes específicos de serotipo 3. daban lugar a una banda de

hibridación que corresponde al fragmento de 60 kb (n0 12), mientras que ‘hibridando con los

genes comunes, situados a ambos lados del sitio de corte Saclí (Fig. 10) obtuvimos una

banda adicional que corresponde a un fragmento de 118 kb (n0 6) (Fig. 20). Estos

resultados penniten situar los genes capsulares en uno de los extremos del fragmento S’acll

n0 12. concretamente en el extremo adyacente al fragmento n0 6 (Fig. 47).

Mientras nos encontrábamos en el periodo de redacción de esta tesis. Watson y cols.

(1995> afirmaron, hasándose en experimentos de mutagénesis por inserción de TnYJó sobre

una estirpe de neumococo de serotipo 3, que la región situada en posición 3’ con respecto

al gen (vtA. —---ubicada, por tanto. en el fragmento Sinaí n0 10 del genoma de neumococo

(Fig. 47)—— interviene de algún modo aún por determinar en la biosíntesis del polisacárido
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capsular de serotipo 3 de neumococo. Esta localización de los genes capsulares totalmente

diferente a la encontrada por nosotros, podía poner en tela de juicio el ‘modelo de casete

ampliamente documentado. Para aceptar o rechazar estos resultados estudiamos la posible

implicación de esta región genómica en la producción y/o regulación del polisacárido

capsular de serotipo 3 de neumococo. Para ello, transformamos la cepa M3 1 —-que

contiene una deleción de, al menos, 5,5 kb que incluye el gen ¡y/A y la región supuestamente

implicada en la biosíntesis capsular (Sánchez-Puelles y cols., 1 986b) (Fig. 44)— con DNA

de la estirpe 406 y seleccionamos transformantes de fenotipo S3 . Mediante experimentos

de hibridación del DNA de estos transformantes con sondas que incluían genes capsulares o

zonas incluidas en el fragmento delecionado de M3 1 (Figs. 45A y B), observamos que tales

transformantes poseen la misma deleción que la cepa parental a pesar de haber adquirido el

fenotipo capsulado. Este resultado demuestra que la región situada en posición 3’ cori

respecto al gen /yA no desempeña ninguna función en la biosíntesis capsular de serotipo 3’

de neumococo.

2. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS GENES COMUNES

Como ya se ha comentado Guidolin y cols. (1994) sugirieron que los genes comunes que

preceden a los específicos de serotipo 1 9F (Fig. 46) podían estar implicados en la síntesis

del polisacárido capsular de neumococo y más concretamente, en el transporte del

polisacárido a través de la membrana celular (cpsl9fC y cpsI9fD) o en la regulación de la

expresión génica (cps/9/A). Sin embargo, en nuestro trabajo hemos observado que estos

genes aparentemente no son necesarios para la formación de cápsula de serotipo 3, ya que

la estirpe 406 que no produce estas proteínas sintetiza, no obstante. una cápsula muy

abundante (Fig. 22. apartado 4.1 y apartado 1.9 de Resultados). La implicación de estos

genes en la síntesis capsular sugerida por Guidolin y cols. (1 994) está basada en

experimentos de mutagénesis por inserción de transposones y las posibles funciones han

sido deducidas en función del parecido de las secuencias de aminoácidos con las de

proteínas caracterizadas como transportadoras o reguladoras en la sintesis capsular en otros

microorganismos: por tanto, al disponerse los genes comunes y específicos en una misma

unidad de transcripción no se puede descartar que los genes realmente implicados en la
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tbrmación de cápsula sean únicamente éstos últimos, produciéndose una pérdida de la

encapsulación debida a un efecto de inactivación polar.

Nuestros resultados sugieren que la formación de cápsula, al menos~ en el caso del

serotipo 3, no necesita de la presencia de proteínas transportadoras específicas de

polisacárido capsular sino que. probablemente, el transporte del polisacárido a la superficie

celular pueda ser realizado mediante transportadores no específicos para esa función. Esta

afirmación se ve apoyada por la observación de que una estirpe de E. <mii en la que se ha

introducido un sólo gen capsular de neumococo, capiA, es capaz de sintetizar y transportar

a través de la membrana interna un polisacárido inmunológicamente idéntico al polisacárido

capsular de serotipo 3 (Fig. 31 B, apartado 7.2.4 de Resultados). En este: microorganismo

no existe, lógicamente, ningún transportador específico de este polisacárido aunque sí posee

dos proteínas. KpsT y KpsM, que forman un sistema de transporte a través de la membrana

interna para su propio polisacárido capsular (ver apanado 5.3 de Introducción). También es

posible que, dada la simplicidad estructural del polisacárido de serotipo 3. éste no necesite

un sistema de transporte determinado, que podría estar formado por las proteínas

codificadas por los genes comunes antes mencionados, y que sí sea imprescindible en el

caso de polisacáridos de estructura y composición más compleja.

Hasta el momento no se ha identificado ninguna proteína implicada en la regulación de la

síntesis capsular en microorganismos Gram-positivos, aunque recientemente se ha descrito

un mecanismo de regulación a nivel transeripcíonal de la síntesis de ácido hialurónico en 5.

pyogene,9(Crater y van de Rijn, 1995). En este microorganismo se ha descrito un fenómeno

de control de la síntesis de ácido hialurónico. consistente en la pérdida de la cápsula al llegar

a la fase estacionaria de crecimiento (van de Rijn, 1983), mientras que en el caso de

neumococo se ha observado que gran parte del polisacárido de serotipo 3 se desprende de:

la célula al llegar ésta a la fase estacionaria de crecimiento, aunque hasta el momento se

desconocen las causas de este fenómeno (Wood y Smith, 1 949), además de ir disminuyendo

la producción de cápsula de tipo 3 a lo largo de las fases de crecimiento del cultivo, hasta

cesar dicha producción (Sukantz y cols., 1941). Asimismo, la implicación de la proteína

Cps 1 9fA en la regulación sugerida a partir de su parecido con la proteína LytR,

reguladora a nivel transcripcional de la expresión de los genes /ytABC en Esuliuilis

(Lazarevie y cols., 1992) no ha sido comprobada y según nuestras observaciones su

presencia no es esencial para la formación de cápsula (apartado 1 .9 de Resultados), aunque
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no puede descartarse que desempeñe un papel como regulador negativo de la expresión

génica.

3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS CENES CAPSULARES

El análisis comparativo de secuencias de aminoácidos de la proteína Cap3C con las

secuencias existentes en los bancos de datos reveló una gran semejanza con proteínas

caracterizadas como UDP-Glc pirofosforilasas (Fig. 16). Además, en su extremo N-terminal

contiene una secuencia de nueve aminoácidos que posee una similitud notable con una zona

de la UDP-Glc pirofosforilasa de patata, enzima con la que también comparte la presencia

de un residuo de lisina que ha sido identificado como esencial para el funcionamiento de

dicha enzima (apartado 1.8 de Resultados). Estos datos apuntaban a que Cap3C daría

cuenta de una actividad UDP-Glc pirofosforilasa~ para comprobar esta sugerencia

disponíamos de la estirpe FF4001 de E. <mli que contiene una mutación en el gen galU, que

codifica la UDP-Glc pirofosforilasa de este microorganismo. Según se ha comentado

anteriormente (apartado 7.3.2 de Resultados) las mutaciones gaiU producen fenotipos muy

característicos, uno de los cuales se manifiesta en la incapacidad que poseen estas cepas

para utilizar la galactosa como fuente de carbono (Sundararajan y cols., 1962), debido a que

el metabolismo bacteriano de la galactosa se lleva a cabo a través de la ruta mostrada en la

Figura 47, descrita por Leloir (¡956) y Ka¡ckar (1958).

Gal ‘4’ ATP Gal-l-P + ADP

(ial-LP + UDP-Glc <—-—‘-—* UDP-Gal + Glc-l-P

UDP-Glc + PP ““ (ile-VP + UTP

(iIc~l-l¾ y Glc-6-P

Figura 47. Ruta dc conversiónde galactosaen un intermediario glicolítico (Glc-6-P).
1. galactoquinasa; II, Gal-l-P uridilil transferasa: 111, UDP-Gal epimerasa; IV, UDP-Glc
pirofosforilasa: V, fosfoglucomutasa.
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Los genes que codifican las tres primeras enzimas de la ruta forman el operón gal, que

constituye un sistema inducible y, cuando la célula se incuba en presencia de galactosa la

tasa de síntesis de dichas enzimas se incrementa hasta 15 veces, inhibiéndose dicha síntesis

en presencia de glucosa (Adhya, 1987). Por tanto, las estirpes ga/U acumulan Gal- 1 -P

cuando se incuban en un medio de cultivo cuya única fluente de carbono es galactosa; dicha

acumulación de Gal- 1 -p en el citoplasma resulta tóxica para la célula y produce la inhibición

del crecimiento (Sundararajan y cols., 1962). De este modo, cuando se cultiva la estirpe

FF4001 en medio MacConkey suplementado con galactosa como única frente de carbono,

se observa la aparición de colonias diminutas e incoloras, en contraste con lo que sucede

con la estirpe parental, MC4IOO, (galU ), que forma colonias grandes con un color rojo

intenso, debido a la disminución del pH como consecuencia de la fermentación del azúcar.

La transformación de la estirpe FF4001 con un plásmido recombinante (pKAL 1) que

contenía el gen capÁ? bajo el control del promotor del operón /ac (Fig.35, apartado 7.3.1

de Resultados,) dió lugar a la aparición de transformantes que mostraban un fenotipo

idéntico al silvestre (Fig. 36, apartado 7.3.2 de Resultados). lo que indicaba que la mutación

galU era complementada por Cap3C y demostraba que ésta proteína era una UDP-Glc

pirofosforilasa. Sin embargo, en los extractos celulares de esta estirpe, no observamos la

aparición de ninguna banda proteica adicional con respecto a los extractos utilizados como

control, lo que nos indicaba que la producción de la proteína Cap3C no era lo

suficientemente abundante como para permitir su detección en un gel de poliacrílamida-

SDS. aunque era adecuada para suplir la deficiencia en mutantes galU. Con el fin de

conseguir una mejor caracterización de la proteína Cap3C se construyó un nuevo plásmido

recombinante (pTN(’4 1) que contenía el gen cap3C bajo el control del sistema de expresión

del fago Ti (Fig. 37. apartado 7.3.3 de Resultados) y se pudo observar la producción de

una proteína de unos 35 kDa, cuya secuencia N-tenninal coincidió con la deducida para

Cap3C a partir de la secuencia de nucícótidos (Fig. 38. apanado 7.3.4 de Resultados).

Desgraciadamente, no fue posible producir la proteína Cap3C en E. <mli en condiciones

nativas para poder ensayar su actividad bioquímica.

A partir de la comparación de la secuencia de aminoácidos deducida del gen capRA con

las de las bases de datos obtuvimos información que nos pennitió asignar una posible:

fUnción a la proteína Cap3A. Asi, encontramos una gran similitud en su secuencía.,

concretamente un 57% de identidad, con la de la proteína HasB de 5. pyogenes (Fig. 14)
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(Dougherty y van de Rijn. 1993). caracterizada como UDP-GIcDH, además de observar la

presencia de una secuencia muy parecida a la del péptido tríptico de la UDP-GIcDH bovina

que contiene el centro activo de la enzima (Franzen y cols., 1981) y de un motivo de unión

a NAD en su extremo N-terminal, característico de muchas deshidrogenasas (apartado 1 .8

de Resultados) (Wierenga y cols., 1986). Por otra parte, estudiando los 13 mutantes

rugosos que habíamos aislado en el laboratorio, encontramos que en 12 de ellos la mutación

había tenido lugar en el gen capRA (Tabla 8, apartado 6 de Resultados), 1<) cual apoyaba la

hipótesis de que este gen codificaba una UDP-GIcDI-i, ya que se había descrito que la gran

mayoría de las mutaciones espontáneas sufridas por estirpes capsuladas de serotipo 3 que

producían un fenotipo rugoso habían tenido lugar en un locus denominado capD

(Bemheimer y Wermundsen, 1972) e implicaban una deficiencia en esta actividad

enzimática (Eernheimer y cols., 1968) (ver apartado 7.2 de Introducción). Una evidencia

más directa se obtuvo transformando con el gen cap3A uno de estos mutantes, denominado

A66R2. al comprobarse que se obtenían transformantes capsulados (Tabla 8).

Todos estos resultados indicaban que Cap3A era una UDP-GlcDH, pero la demostración

directa de esta función requería la comprobación de su actividad enzimática in vi/ro. Sin

embargo, se había descrito previamente la presencia en extractos celulares de neumococo,

de una elevada actividad NADH oxidasa (Smith y cols., 1 958b) que interfiere con la

detección de la formación de NADH, que constituye el parámetro mensurable relacionado’

con la actividad UDP-GIcDH. Asimismo, se había observado que dicha actividad NADE’

oxidasa no puede ser separada de la actividad UDP-GIcDH mediante el fraccionamiento de

los extractos celulares de neumococo (Smith y cols., 1959b). Por tanto, la comprobación de

la actividad bioquímica de Cap3A requena la expresión del gen en un sistema heterólogo, lo

que podría, al menos en principio, acarrear notables dificultades como ya se ha puesto en

evidencia para buen número de genes de neumococo (Diilard y Yother, 1991). Así, ya

habíamos observado repetidamente que el gen capRA no podía ser donado intacto en E.

¿oil, ya que durante la donación del fragmento EcoRl de 10 kb (apanados 1.2 y 1.4 de

Resultados), éste sufría repetidas deleciones que se producían indefectiblemente en el gen

capiA. Esto nos llevó a pensar en un posible efecto tóxico del producto génico de cap3A en

E. colí similar al descrito en el caso del gen hasB de 5. pyogenes (Dougherty y van de Rijn,

1993). por lo que abordamos su donación mediante el empleo de un sistema bien regulado’,

basado en la utilización de un promotor fágico reconocible únicamente por la RNA
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polimerasa del fago T7 (Fig. 27, apartado 7.1.1 de Resultados). Este sistema nos permitió

donar un plásmido recombinante (pTVU1) que contenía el gen capRA. en una estirpe de E.

cvii que no sintetiza la RNA polimerasa fágica eliminando así la posibilidad de expresión del

gen de neumococo. Para ello, prescindimos previamente del promotor del operón capi. A

continuación, introduciendo este plásmido pTVU 1 en una cepa de E. <mli que sintetiza la

RNA polimerasa del fago T7 observamos la producción de una proteína de 47 kDa que

identificamos como Cap3A mediante la secuenciación de su extremo N-terminal (Fig. 28,

apartado 7. 1 .2 de Resultados). Sin embargo, cuando realizamos el fraccionamiento de los

extractos celulares encontramos que la proteína Cap3A se hallaba prácticamente en su

totalidad en la fracción insoluble. Estos extractos mostraron una actividad enzimática muy

reducida, debido probablemente a la desnaturalización de la enzima como consecuencia de

la formación de cuerpos de inclusión. Por tanto, procedimos a llevar a cabo los cultivos a

menor temperatura (300C) y con ello obtuvimos, como era de esperar, una producción de

Cap3A menor; en este caso, sin embargo, la proteína se encontraba mayoritariamente en

forma soluble y observamos, en efecto, una actividad UDP-GlcDH significativamente mas

alta que en el caso anterior (Tabla 9, apartado 7.1 .3 de Resultados). En contraposición a

resultados previos (MilIs, 1969), se determinó que la actividad UDP-GIcDH de neumococo
9

de tipo 3 no requiere Mg y que el pH óptimo era 9,0, en lugar de 8.4. Por otra parte,
encontramos que la adición de ácido iodoacético, agente inactivante de los residuos de

cisteina, provoca la reducción drástica de la actividad UDP-GIcDH, lo cual indica la

intervención de grupos sulfidrílo en la catálisis enzimática, tal y como se había postulado

anteriormente (Milis, 1 969). En apoyo de esta idea está el hecho de que la eliminación del

rioglicolato, un agente estabilizante de grupos redutores, provoca una pérdida notable de la

actividad UDP-GIcDH. Es probable que uno de los residuos de cisteina implicados sea

Cvs25> (Fig. 10). es decir, el situado en la secuencia que supuestamente forma el centro

catalítico de la enzima (Franzen y cols., 1981). Por último, llevamos a cabo la confirmación.

directa de que el producto de la reacción de Cap3A es UDP-GIcA mediante HPLC (Fig.

29>.

El análisis comparativo de secuencias de aminoácidos había mostrado que Cap3E

contiene un 25% de aminoácidos idénticos a los de la hialuronato-sintasa HasA de 8.

pyogenes’ (Eigs. 1513 y C. apartado 1.8 de Resultados), la enzima que cataliza la unión de

(ilcA y GIcNAc ([)eAngelis y cols., 1993b). Cap3B muestra un perfil de hidrofobicidad
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compatible con el de una proteína de membrana. Por otra parte, habíamos aislado un

muiíante capiA que producía una cantidad de polisacárido capsular significativamente mas

baja que la de la cepa parental (Fig. 30, apartado 1.2.1 de Resultados). Todas estas

observaciones indicaban que cap3B estaba implicado en la biosíntesis capsular,

probablemente en la formación de, al menos, uno de los dos tipos de enlaces presentes en el

polisacárido de tipo 3, dado que estudios ya clásicos habían puesto de manifiesto que la

actividad responsable de la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 se encontraba

asociada a la membrana de la bacteria (Smith y cols., 1961 b). Analizando el mutante cap3B

encontramos que, a pesar de que su mutación conllevaría la síntesis de una protema

truncada de únicamente 41 aminoácidos —17 de los cuales no corresponderían con los

originales—-- sintetiza, no obstante, cierta cantidad de polisacárido capsular lo que podría

explicarse mediante un fenómeno de salto o deslizamiento del ribosoma de tipo +1 en el

marco de lectura (Engelberg-Kulka y Schoulaker-Scbwarz, 1994).

Con el fin de determinar de forma inequívoca la función que desempeña la proteína

Cap3B durante la biosíntesis capsular, estudiamos su efecto tanto en E. cali como en

estirpes de neumococo pertenecientes a otros serotipos. La transformación de la estime de

E. cali productora de T7 RNA polimerasa con el plásmido que contiene el gen cap3B

(pTBP3) (Fig. 3 1. apartado 7.2.2 de Resultados) no producía transformantes, con lo que

concluimos que la expresión de cap3Ben E. cali conlíeva un efecto nocivo para la célula,

como ya habían observado otros investigadores (Dillard y cols., 1 995). Con el fin de tratar

de reducir al menos este efecto deletéreo, transformamos con el plásmido pTI3P3 una

estirpe de E. col! productora de la T7 RNA polimerasa y que sintetiza de manera

constitutiva, a partir del plásmido pLysS, la enzima lítica del bacteriótégo T7 que posee un

efecto inhibidor de la actividad RNA polimerasa de T7 (Moffatt y Studier, 1987). De esta

manera, se sintetizó una proteína de 50 kDa que flie identificada como Cap3B mediante la

secuenciación de su extremo N-terminal (Fig. 32A, apartado 7.2.3 de Resultados).

En los extractos obtenidos a partir de la estime de E. cali productora de Cap3B

observamos la síntesis de un polisacárido inmunológicamente indistinguible del producido

por las estirpes de neumococo de serotipo 3 (Eig. 32B, apartado 7.2.4 de Resultados). Esta

síntesis tenía lugar incluso en cultivos no inducidos indicando la existencia de un nivel basal

de expresión como consecuencia de una represión incompleta. El polisacárido sintetizado,

con un peso molecular similar al producido en neumococo tal y como observamos mediante
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filtración en gel, se encuentra mayoritariamente en el citoplasma y en el espacio

periplásmico, aunque una pequeña proporción también se localiza en la fracción de

membrana. Según se ha comentado anteriormente, en el genoma de E. col! se distinguen

tres regiones implicadas en la biosíntesis capsular; una de ellas, la región 3, está formada por

los genes kpsM y kpsT que codifican dos proteínas cuya función es la translocación del

polisacárido a través de la membrana interna; estas proteínas pertenecen a la fumilia de los

transportadores ABC’ que, aparentemente, son capaces de translocar una cierta variedad

de polisacáridos cargados negativamente. No obstante, la posible implicación de KpsM y

KpsT en el transporte del polisacárido de neumococo, aunque constituye una hipótesis

atractiva, requiere todavía confirmación experimental.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que Cap3B posee las dos actividades

necesarias para la síntesis capsular, es decir, que cataliza la transferencia al polisacárido

tanto de los residuos de G]c como de los de GIcA. Un hecho similar ha sido descrito

también en el caso de la proteína HasA de 5. pyagenes, puesto que es la única enzima

imprescindible -—suponiendo que el huésped contenga los precursores requeridos— para la

formación de ácido hialurónico, tanto en E. cali como en E. jáeca/is (DeAngelis y cois.,

1 993a; DeAngelis y Weigel, 1994). Así, Cap3B sintetizaría el polisacárido capsular de

serotipo 3 a partir de UDP-Glc, presente en todos los microorganismos ya que desempeña

un papel fundamental en el metabolismo de la gran mayoría de oligo y polisacáridos, y de

UDP-GIcA, cuya presencia ya había sido descrita en E. cali (Lieberman y cols., 1970).

La producción máxima de polisacárido de serotipo 3 obtenida en E. cok correspondería a

un 1 a 5% de la observada en la cepa original 406 de neumococo (apartado 7.2.4 de

Resultados). Asimismo, encontramos que la síntesis capsular de la cepa 406 da lugar a la

formación de 1 0 a 50 ~.xgde polisacárido por cada 1 0~ células, Jo cual coincide con

observaciones previas que señalaban una producción de 1 5 ~g por cada 1 0~ células

(MacLeod y Krauss. 1953). La diferencia observada entre la producción de polisacárido de

serotipo 3 observada en neumococo y en E. cali podría deberse a una diferente actividad de

la UDP-GIcDH en ambos sistemas, que haría de la concentración de UI)P-GIcA el factor

limitante en la producción de polisacárido en E. cali. Esta sugerencia supondría que la

actividad de Cap3A en neumococo debe ser significativamente mayor que la de la UDP-

GIcDH de E. coil aunque este punto no ha podido ser comprobado experimentalmente.

Schiller y cols. (1973) midieron la actividad LIDP-GIcDH en extractos crudos de E. col],
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encontrando una actividad específica de 0,026 U por mg de proteína; sin embargo, una

valoración similar no se ha podido realizar utilizando extractos de neumococo, debido a la

presencia, ya comentada, de una elevada actividad NADH oxidasa en 5. pneumarnae.

Por otro lado, se obtuvo el plásmido recombinante pLSE3B, por donación del gen capiA

en el plásmido pLSEI, capaz de replicar en neumococo (Fig. 33, apartado 7.2.5 de

Resultados). En este plásmido recombinante la transcripción del gen capRA se encuentra

bajo el control del promotor del gen que determina la resistencia a tetraciclina. Este

plásmido fue introducido por transformación en estirpes de neumococo pertenecientes a

cuatro serotipos distintos: 1, 2, 5 y 8. Las estirpes de los serotipos 2, 5 y 8 contienen GIcA

en su polisacárido capsular, mientras que las de serotipo 1 contienen GalA (Tabla 1,

apartado 7 de Introducción), cuyo precursor, UDP-GaIA, se síntetiza a partir de UDP-GIcA

en una reacción catalizada por la enzima UDP-GaIA epimerasa (Smith y cols., 1 958a).

Observamos que las cepas transformantes, que contienen el plásmido pLSE3B, presentan un

fenotipo ‘binario’, es decir, sintetizan polisacárido capsular perteneciente a dos serotipos

distintos, el original de la cepa parental y el de serotipo 3 (Fig. 34). La formación de

fenotipos ‘binarios’ ya había sido observada anteriormente, como se indica en el apartado

7.2 de Introducción, pero en aquel caso, dicho fenotipo era consecuencia de un proceso de

recombínación inusual mediante el cual los genes capsulares del DNA donador se insertan

en el cromosoma en un lugar distinto al que contiene los genes capsulares de la cepa

receptora. Por tanto, esta recombinación no implica la sustitución de un grupo de genes

capsular por otro, sino que los dos grupos están presentes en la misma célula y cada uno

dirige la síntesis de su propio polisacárido. En nuestro caso, por el contrario, el fenotipo

‘binario’ se debe a que la proteína Cap3B sintetiza el polisacárido capsular de serotipo 3 a

partir de UDP-Glc y UDP-GlcA producidos por la cepa receptora. La aparición de estas

estirpes ‘binarias’ apoya nuevamente la sugerencia de que el polisacárido capsular en

neumococo es transportado mediante sistemas que no son específicos de un determinado

serotipo. Por tanto. al igual que sucede en microorganismos Gram-negativos, los genes que

dirigen las funciones de transporte podrían ser comunes a diferentes serotipos aunque no se

ha demostrado que sean adyacentes a los genes biosintéticos, como ocurre en el caso de las

bacterias Gram-negativas. En cualquier caso, nuestros resultados y los obtenidos en 8.

pyogeflcs (DeAngelis y cols., 1 993a; DeAngelis y Weigel, 1994) sugieren la existencia de

sistemas alternativos para transportar los polisacáridos a la superficie bacteriana en cepas
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que tiene inactivadas las ORFs que flanquean a los genes específicos. Cuando se utilizaron

como cepas receptoras las estimes MII y M3 1, dos estirpes rugosas derivadas de R6

(Tabla 3). los transformantes Lin’~ obtenidos con pLSE3B sólo expresaron una cápsula de

tipo 3 (Fig. 34). La cepa R6 es un clon altamente transformable obtenido a partir de R36A

[la estirpe clásica S2’ aislada por Avery y cols. (1944)] (Ottolenghi y I-iotchkiss, 1962).

Algunos investigadores han sugerido que tanto R36A como R6 podrían ser mutantes de

deleción (Ravin, ¡959; Kohoutova. 1961) y estar tal vez afectados al menos en el gen (o

genes) de polimerización del polisacárido de tipo 2 (Bernheimer y cols., 1967). De hecho,

Smith y cols. (1957a; 1959a, b) no encontraron en estas cepas defecto bioquímico alguno

que indicara la carencia de alguno de los monosacáridos componentes de ese tipo de

cápsula. Por otra parte, previamente se habia afirmado que lo que se denominaba ‘sistema

sintetizador’ de la cápsula de serotípo 3 —es decir, la proteína Cap38— requiere para su

actividad la presencia de polisacárido capsular de serotipo 3 preformado, que actuaría como

cebador de la polimerización, y que esta actividad estaría relacionada con la cantidad de

polisacárido presente (Smith y cols., 1961 b). Sin embargo, en nuestro trabajo hemos

comprobado que la enzima Cap3B actúa sin necesidad de dicho cebador ya que,

lógicamente, tanto E. cali como las estirpes de neumococo de los serotipos 1, 2, 5 y 8 no

contienen polisacárido de serotipo 3.
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1 ~osgenes capsulares se encuentran situados en un fragmento Sacll de 60 kb del

cromosoma de 8. pneumoniae —correspondiente al n0 12 del mapa fisico del genoma

de la estirpe R6—- que, a su vez, está incluido en un fragmento Sinaí de 290 kb. Al

contrario de lo que han afirmado otros autores, la región de DNA situada en posición

3’ con respecto al gen lytA de neumococo no contiene ningún gen implicado en la

biosíntesis capsular de serotipo 3.

2.- En el cromosoma de £ pneumoniae existen repeticiones de algunos fragmentos de ¡a

zona situada en posición 5’ respecto a los genes capsulares. Esta —o éstas—

repeticiones se encuentran localizadas en el fragmento Smal de 52 kb que contiene el

gen recP.

3.- A ambos lados del operón de síntesis capsular existen regiones comunes a algunos

serotipos, que no parecen estar implicados en los procesos de biosíntesis de la cápsula

de serotipo 3.

4.- La región situada en posición 3’ con respecto a los genes capsulares contiene restos

de genes que parecen ser consecuencia de una sede de eventos de inserción o escisión

génica, posiblemente mediados por una secuencia de inserción, la cual también ha

resultado truncada posteriormente. Uno de los genes afectados por estos sucesos es el

que habría constituido anteriormente el cuarto gen del operón cap3. que ha resultado

truncado en su extremo 3’.

5.- Los genes responsables de la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 de 5’.

pneumarñae constituyen una única unidad de transcripción, denominada operón cap3,

que consta de tres genes específicos. Unicamente los dos primeros genes del operón,

cap3A y cap3B. son imprescindibles para la biosíntesis capsular mientras que el

tercero de ellos, cap3C, aunque prescindible, interviene también en los procesos que

conducen a la formación de la cápsula.
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6.- El gen capÁ? codifica una proteína de aproximadamente 35 kDa con actividad UDP-

Glc pirofosforilasa, es decir, que cataliza la síntesis de UDP-Glc a partir de Glc-l-P y

UTít

7.- El gen cap3A codifica una enzima de aproximadamente 47 kDa que ha sido expresada

en E. col! siendo identificada como una IJDP-Glc deshidrogenasa que cataliza la

oxidación de UDP-Glc a UDP-GIcA.

8.- ConfIrmando resultados clásicos, se ha visto que la gran mayoría de las mutaciones

espontáneas que producen un fenotipo rugoso en estirpes de serotipo 3 tiene lugar en

el gen cap3A. Ello es probablemente consecuencia de que la pérdida total de la

actividad de Cap3B sólo es posible previa mutación de cap3A.

9.- La proteína Cap3A utiliza NAD como cofactor en la reacción de formación de UDP-

GIcA, reduciéndolo a NADH: tiene un pH óptimo de 9 y una temperatura óptima de

300C. La catálisis enzimática llevada a cabo por Cap3A está mediada por grupo(s)

sulfidrilo.

1 0.- El gen cap3B codifica una proteína de aproximadamente 50 kDa con doble actividad

glicosil transferasa, es decir, que cataliza la transferencia de los dos azúcares

componentes del polisacárido capsular de tipo 3, Glc y GIcA, a la cadena

polisacáridica en formación.

11 .- La proteína Cap3B, cuando se sintetiza en una estirpe de E. col!, dirige la producción

de polisacárido capsular de serotipo 3 de neumococo, a partir de IJDP-Glc y UDP-

GIcA de la propia bacteria. Una parte sustancial de este polisacárido es transportado a

través de La membrana interna hasta el espacio periplásmíco.

12.- La proteína Cap3 B cataliza la producción de cápsula de tipo 3 en estirpes de

neumococo de otros serotipos capaces de sintetizar UDP-GIcA, Esta síntesis es

simultánea a la del polisacárido capsular del serotipo original en estirpes receptoras

capsuladas. lo cual conlíeva la aparición de estirpes con un fenotipo ‘binario
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