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... Al despertar se encontré rodeady por un grupo de indigenas
de rostro impasible que se disponian a sacrificarlo ante un altar,
un aliar gque a Bartolomé le parecio como el lecho en gue
descansaria, al fin, de sus temores, de su destino, de sf mismo.
Tres afios en el pais la habian conferido un mediano dominio de
las lenguas nativas. Intento algo. Dijo algunas palabras que
fueron comprendidas.

Entonces florecio en él una idea que tuvo por digna de su walento
v de su cultura umiversal v de su arduo conocimicnlo de
Aristoteles. Recordo que para ese dia se esperaba un eclipse total
de sol. Y dispuso, en flo mds intimo, valerse de aguel
conochnienlo para engafar d sus opresores y salvar la vida.

8P me matdis -les dijo—-puedo hacer que el sol se oscurezca en
su alture

Los indigenas lo miraron fijamente y Bariolomé sorprendio la
incredulidad en sus ojos. Vio que se produjo un pequeiio consejo,
vesperd confiado, no sin cierto desdén.

Dos horas después el corazon de fray Bartolomé Arrazola
chorreaba su sangre vehemente sobre la piedra de los sacrificios
thrillante bajo la opaca fuz de un sol eclipsado), mientras uno de
los indigenas recitaba sin ninguna inflexion de voz, sin prisa, una
por unda, las infinitas fechas en gue se producirian eclipses
solares v lunares, que los astronomos de la comunidad maya
habian previsto y anotado en sus codices sin la valivsa ayuda de
Aristoteles.”

(Augusto Monicrroso, = 11 eclipse™)
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1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae (Chester, 1901), fue denominado en principio Micrococcus pneumoniae
(Klein. 1884) y, mas adelante, Diplococcus pnewmnoniae (Weichselbaum, 1886) debido a su
morfologia tipica de cocos ovales 0 esféricos, con un tamafio de entre 0,5 y 1,25 um de
longitud, agrupados en parejas, aunque a veces aislados o en cadenas cortas. Cuando se
encuentran en parejas, los extremos distales toman una forma lanceolada. Neumococo es un
microorganismo inmovil, no forma esporas y, en aislamientos primarios, generalmente
presenta capsula polisacaridica. Es una bacteria Gram-positiva aunque, en cultivos
sometidos a una incubacién prolongada, pueden presentar una tincion Gram-negativa.

Neumococo produce un halo de o-hemélisis cuando se incuba en agar-sangre en
condiciones de aerobiosis; si la incubacion se lleva a cabo en anaerobiosis se produce -
hemélisis por la accion de la neumolisina (Brzin, 1969). Sobre agar-sangre, las colonias
formadas por las cepas capsuladas presentan un fenotipo brillante y liso, de aspecto mucoso.
l.as colonias jovenes son convexas pero, al ir envejeciendo se hunden en su zona central,
debido a la autolisis, tomando un aspecto de crater. lo cual es un caracter mas que permite

su diferenciacion del resto de estreptococos.
2. IMPORTANCIA CLINICA DE Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae es uno de los principales patdgenos humanos, especialmente para la
poblacion infantil y las personas mayores de 60 afos. L.a neumonia es actualmente la cuarta
causa de mortalidad en el mundo segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el
neumococo, en concreto. es el agente causante de entre el 10 y el 25% de los casos,
produciéndose cada ano un millon de fallecimientos entre la poblacion menor de 3 afios a
causa de la neumonia neumococica (Sahn, 1990). En Estados Unidos, S. preumoniae es el
principal agente etiologico de la neumonia adquirida en la comunidad. y el segundo
patdgeno productor de meningitis. Ademas de estas infecciones graves, neumococo es al
causante de mas de la mitad de las otitis medias en nifios y de un porcentaje considerable de
sinusitis y conjuntivitis (Mufson, 1990). Se estima que en Estados Unidos se producen cada

afio entre 200.000 y un millébn de casos de neumonia neumocdeica, con una tasa de
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mortalidad del 1 al 5% (Zighelboim y Tomasz, 1981). En las meningitis producidas por
neumococo la tasa de mortalidad llega al 30% (Wenger y cols., 1990).

El uso de antibiGticos en el tratamiento de las infecciones producidas por neumococo ha
disminuido considerablemente la mortatidad; aun asi, la morbilidad de estas enfermedades
permanece en un nivel similar al registrado a principios de siglo, por lo gque neumococo
sigue siendo una de las principales causas de enfermedad en todo el mundo. Este hecho se
ha visto agravado en las ultimas décadas por la aparicion de cepas de neumococos
resistentes a los antibidticos, en especial a los P-lactamicos y mas concretamente a la
penicilina que ha sido el antibidtico de eleccion para el tratamiento de las enfermedades
causadas por S. preumoniae (Neu, 1992; Cohen, 1992). El mecanismo de resistencia a
penicilina en neumococo consiste en la produccion de PBPs (proteinas fijadoras de
penicilina) con menos afinidad por los antibioticos B-lactamicos. Se ha postulado que estas
PBPs alteradas se originan mediante un proceso de recombinacién interespecifica que
implica el reemplazamiento de segmentos de los genes estructurales de las PBPs por otros
que provienen de estreptococos orales resistentes a penicilina (Dowson y cols., 1989;
Spratt, 1994). Las primeras estirpes clinicas resistentes se detectaron a finales de los afios
60 y, a partir de entonces, su numero ha ido en aumenio de forma progresiva. Aungue se
han extendido por todo el mundo, su incidencia varia considerablemente de unas zonas a
otras (Klugman, 1990; Dowson y cols., 1994). En Estados Unidos, estudios realizados
entre 1979 y 1987 mostraron que el porcentaje de neumococos resistentes a penicilina era
del orden del 5% (Spika y cols., 1991); sin embargo, estudios mas recientes han mostradc
tasas considerablemente mas altas de resistencia, en torno al 17% (Thornsberry y cols.,
1992). Epn Espafia la tasa de resistencia es superior al 40%, lo que representa una de las

mayores del mundo (Fenoll y cols., 1991).

2.1. EL. £ESTADO DE PORTADOR

S. pnewmoniae es un microorganismo parasito obligado que coloniza al hombre v,
ocasionalmente, a otros mamiferos. Su habitat normal es la nasofaringe humana, cuya
mucosa es colonizada por este microorganismo desde los primeros dias de vida. Se ha
estimado que aproximadamente el 60% de la poblacion mundial es portadora y que todo
individuo ha estado colonizado por neumococo alguna vez en su vida. Generalmente, el

numero de portadores es mayor entre la poblacion infantil que entre la aduita. Existen

"2
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diferencias en cuanto a la frecuencia con que neumococos de distintos serotipos colonizan
el tracto respiratorio superior, siendo unos serotipos mas habituales que otros. Algunos
datos epidemiolégicos sugieren que la infeccidbn por neumococo en personas
inmunocompetentes se produce por la adquisicion de un serotipo capsular al que no habia

estado expuesto previamente (Austrian, 1986).

2.2, ADHESIVIDAD

Las bacterias que colonizan las superficies de las mucosas producen factores especificos
implicados en {a adhesion del microorganismo a las células epiteliales. Es logico suponer,
por tanto, que S. preumoniae sintetice sus propios factores que intervienen en el proceso de
colonizacion. Se ha sugerido que neumococo produce una adhesina de naturaleza proteica
que actuaria como union entre la pared celular y un receptor presente en las células
epiteliales (Andersson y cols., 1988). Este receptor de la célula del huésped esta constituido
por glicolipidos que contienen probablemente el disacarido GlcNAcp1—3(al (Andersson y
cols., 1983) o GalNAc[1—4Gal (Krivan y cols., 1988). Este ultimo disacarido se encuentra
en algunos glicoestingolipidos, vy entre ellos el asialo-GM1 esta presente en cantidades
considerables en el tejido pulmonar humano (Boulnois, 1992). Recientemente se ha puesto
de manifiesto la capacidad de neumococo de adherirse in vitro al glicolipido asialo-GMI1,
asi como al lactotriosilceramido, que contiene en su zona polar el disacarido
GleNAc[3 1 -»3Gal (Sundberg-K&vamees y cols., 1994; Cundell y Tuomanen, 1994).

Existen proteinas neumococicas que podrian intervenir en la colonizacion, tales como la
neuraminidasa (Krivan y cols., 1988: Sundberg-Kévamees y cols., 1994}, la neumolisina y
una proteasa especifica de las inmunoglobulinas 1gA1 (Kilian y Reinholdt, 1987). Estos
elementos se consideran factores de virulencia, pero es posible que su papel principal sea
promover la colonizacion, manifestando su implicacion en la virulencia sélo cuando el
microorganismo tiene acceso a lugares normalmente estériles como la sangre o el liquido
cafalorraquideo (Boulnois, 1992). Ademas, neumococo produce una proteina de superficie
con un M, de 37.000 (Russell y cols., 1990), cuyo gen ha sido clonado en E. coli (Sampson
y cols., 1994). Esta proteina, denominada PsaA, puede desempefar algun papel en la
adhesién. ya que su estructura primaria es similar a ciertas adhesinas encontradas en otras

especies relacionadas (Lowe y cols., 1995). Por otra parte, recientemente se ha identificado
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una proteina de 79 kDa, denominada PcpA, que presenta un dominio de union a colina y

que posee caracteristicas tipicas de las adhesinas (Rodriguez, 1995).

2.3. FACTORES DE VIRULENCIA

El desarrollo de una infeccion bacteriana implica, en primer lugar, la existencia de
interacciones entre las estructuras superficiales de la bacteria y las superficies epiteliales,
células del sistema inmunitario y factores humorales del huésped. Los procesos implicados
en la translocacion de neumococo desde la nasofaringe a otros lugares del huésped son
poco conocidos y probablemente dependen de mulitiples factores (Johnston, 1991).
Neumococo se caracteriza por presentar una capsula de naturaleza polisacaridica
recubriendo la superficie celular; esta estructura es la responsable de gran parte de las
interacciones entre el huésped y la bacteria. Ademas, se sabe que las envueltas celulares mas
internas, la pared celular y la membrana plasmatica, también estan implicadas en procesos
relacionados con la patogenia (Tomasz, 1981). En la Figura 1 se muestra un esquema de los

principales factores de virulencia de neumococo y sus efectos mas importantes.

2.3.1. POLISACARIDO CAPSULAR

La capsula de S. preumoniae esta constituida por polisacaridos formados por unidades
repetitivas de oligosacaridos que, en algunos tipos, estan unidos entre si mediante enlaces
fostodiéster (van Dam vy cols., 1990). Generalmente son polimeros lineales, aunque en
algunos tipos estan ramificados. El polisacérido capsular se encuentra recubriendo de forma
homogénea la superficie celular y su espesor varia segun la estirpe pudiendo llegar a los 400
nm (Serensen v cols., 1988). En algunos tipos, el polisacarido capsular esta unido
covalentemente al peptidoglicano de la pared celular (Serensen y cols.. 1990; Sgrensen y
Blom, 1992).

Hasta el momento se conocen 90 polisacaridos capsulares diferentes entre si quimica ¢
inmunologicamente (Henrichsen, 1995). Los distintos tipos se diferencian tanto por los
monosacaridos que torman la unidad de repeticion, como por los enlaces entre éstos y entre
los monosacaridos que las forman. Esta diversidad constituve la base para su clasificacion
serologica.

Siguiendo esta clasificacion se distinguen 46 serogrupos, segun la nomenclatura danesa,

designados por nimeros, del 1 al 48 ya que no existen ni el 26 ni el 30. Algunos serogrupos
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incluyen varios serotipos, nombrados por letras, debido a un fenémeno 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

CITOPLASMA

PARED N
CELULAR b

CAPSULA

Recubre los anticuerpo
0 las moléculas C3b unidas
a la pared celular

Previene el contacto entre
el receptor del fagocito y
las opsoninas

Activa el sistema del complemento y
desencadena la liberacion de citoquinas

i

Liberacion de dcidos teicoicos

y peptidoglicano tras la lisis bacteriana
L

¢

Se une al colesterol de
las membranas celulares

: -4]- — — » Neumolisina (liberada tras

Queda soluble en ¢l
e

organismo

Previene la formacion

I.‘ la lisis bacteriana)

de la convertasa C3bBb

Reduce la cantidad de

C3b que llega a la superficie
bacteriana y que opsonizaria

la capsula

Se une a la fraccion Fe
de los anticuerpos

Produce inflamacion y
dafios en los tejidos

Figura 1. Interaccion de la neumolisina y de los componentes de la superficie celular
de S. pneumoniae con el sistema del complemento.

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

excepcion, el serogrupo 9 constituido por los serotipos 9A, 9L (‘Lederle’), 9N (‘Neufeld’),
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y 9V (-Valdemar’) (Vammen, 1939)., Actualmente se conoce la estructura quimica de
bastantes de estos polisacaridos (van Dam y cols., 1990; Jansson y cols., 1991).

En 1928, Griffith puso de manifiesto que la capsula de neumococo constituye el principal
factor de virulencia en ratones, ya que la administracion de células capsuladas producia la
muerte, mientras que la inyeccion de células pertenecientes a una estirpe rugosa derivada de
la anteriormente utilizada resultaba inocua. En 1931, Avery y Dubos pusieron de manifiesto
que s6lo 10 bacterias de algunas estirpes capsuladas eran capaces de producir la muerte en
ratones, mientras que se requerian 10" bacterias no capsuladas de la misma cepa para
obtener el mismo efecto. Esta implicacion directa en la virulencia se debe al papel que
desempefia la capsula protegiendo frente a la fagocitosis (Roberts y cols., 1989; Cross,
1990). Existen, ademas. variaciones en la virulencia dependiendo del serotipo capsular
{Knecht y cols., 1970) y asi. el serotipo 3 es mucho mds invasivo en el hombre que el
serotipo 37, aun cuando ambos producen una capsula muy voluminosa y de un tamafio
parecido, sin embargo también se ha observado que en el caso de estirpes de serotipo 3, su
virulencia estd correlacionada con la cantidad de capsula producida in vitro (MacLeod y
Krauss, 1950; 1953). Por otra parte, se ha observado que las estirpes rugosas son virulentas
en individuos con agranulocitosis, lo que demuestra las propiedades patogénicas de otras
estructuras neumocdcicas (Rich v McKee, 1939). Por otra parte, a pesar de que
tradicionalmente se ha considerado que los polisacaridos purificados no son tdxicos,
recientemente se ha descrito que algunos polisacaridos purificados que poseen grupos
cargados son capaces de producir abcesos intra-abdominales ( Tzianabos y cols., 1993).

l.a observacion de que la presencia en el suero de anticuerpos frente a un serotipo
capsular protege contra una infeccidén posterior por cepas del mismo serotipo o de serotipos
con reaccion cruzada con éste, y el hecho de que unos serotipos son mas frecuentes en Jos
aislados de pacientes con infecciones neumococicas que otros, llevo al desarrollo de una
vacuna antineumococica (Austrian, 1981). La vacuna actualmente en uso esta compuesta
por polisacaridos purificados de los 23 serotipos mas frecuentes en infecciones graves por
neumococo en todo el mundo (Robbins y cols., 1983: Nielsen y Henrichsen, 1992). Hsta
vacuna parece ser eficaz en poblaciones seleccionadas (Shapiro y cols., 1991); sin embargo,
su inmunogenicidad es practicamente nula en nifios menores de dos afios asi como, en
general, en pacientes inmunocomprometidos (Siber, 1994). Ademas, al ser los polisacaridos

antigenos T-independientes, no inducen memoria inmunologica vy, por tanto, la
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revacunacion no conlleva un incremento apreciable en los titulos de anticuerpos (Bruyn y
van Furth, 1991). La inmunogenicidad de los polisacaridos se puede aumentar mediante la
union covalente de éstos a una proteina, lo que constituye una vacuna conjugada. La
construccion de vacunas antineumocdcicas de este tipo es una de las principales lineas de
investigacion dentro de este campo (Kletn, 1995). Mediante el uso de vacunas conjugadas
se consigue estimular la respuesta celular debido a que el antigeno es reconocido por las
células B del huésped y procesado para su presentacién a los linfocitos T-cooperadores
creandose, de este modo, una memoria inmunologica contra dicho antigeno de forma que, si
existe una infeccidn posterior, se produce una respuesta secundaria rapida. Ademas, se ha
visto que, como en el caso de la vacuna conjugada contra el polisacarido capsular de tipo b
de Haemophilus influenzae (Hib), estas nuevas vacunas conjugadas también inducen niveles
de anticuerpos aitos en niflos, permaneciendo dichos titulos estables durante un periodo de
tiempo considerable (Granoff y cols., 1993, Siber, 1994). Recientemente, la administracién
en nifios de distintas edades de una vacuna constituida por polisacaridos capsulares de
cuatro serotipos de neumococo unidos al complejo protéico de la membrana externa
(OMPC) de Neisseria meningitidis, ha conseguido la induccion de una respuesta
signiticativa tras la primera dosis contra dos de los serotipos y, tras la segunda aplicacion,
contra los otros dos (Kéyhty y cols., 1995). Algunas proteinas de neumococo juegan un
papel importante en la patogenia de las infecciones neumococicas (Paton y cols.. 1993) vy,
por tanto, son buenas candidatas para su utilizacidn en vacunas antineumococo.
Recientemente, se ha mostrado la capacidad de inmunizacidén en ratones jovenes de una
vacuna conjugada polisacarido 9V-neumolisina. Asimismo, se ha visto que el tamario de la
fraccidn polisacaridica es determinante a la hora de conferir inmunidad contra infecciones
neumococicas (Lee y Wang, 1994), Parece, por tanto, que la siguiente generacion de
vacunas antineumococicas se basara en la inmunidad anticapsular producida por conjugados

proteina-polisacarido.

2.3.2. AUTOLISINAS Y PARED CELULAR

La pared celular de S. pneumoniae posee la estructura tipica correspondiente a una
bacteria Gram-positiva: una capa de peptidoglicano de entre 15 y 40 nm de espesor, de
caracter multilaminar, y una serie de polimeros unidos covalentemente a éste,

principatmente acidos teicoicos. La caracteristica mas notable de la pared de neumococo es
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la presencia de residuos de colina como componentes de los acidos teicoicos (Fischer y
cols., 1993). La presencia de este aminoalcohol se ha demostrado también en otros
microorganismos, como S. oralis (Kilpper-Bilz y cols., 1985), 5. mitis (E. Garcia,
comunicacion personal) o Clostridium acetobutylicum (Podvin y cols., 1988; Garcia y cols.,
1988), aunque neumococo es auxotrofo para colina (Rane y Subborow, 1940; Tomasz,
1967), caracteristica que no comparten los otros microorganismos. Precisamente, es a estos
residuos de colina a los que se une la principal autolisina de neumococo, la N-acetilmuramil-
L-alanil amidasa (LytA). Esta enzima hidroliza el enlace amida entre la cadena glicanica y el
péptido presentes en el peptidoglicano y requiere de forma absoluta para su actividad la
presencia de colina en los acidos teicoicos de la pared cejular (Holtje y Tomasz, 1975¢). La
amidasa LytA, asi como el resto de las enzimas liticas codificadas por los bacteridfagos que
infectan a neumococo (Lopez y cols., 1992; 1993), posee una estructura modular: la zona
(-terminal confiere a la proteina la capacidad de reconocimiento y union a los residuos de
colina (Sanchez-Puelles y cols., 1990), mientras que la zona N-terminal es la responsable de
la actividad enzimatica (Sanz y cols., 1992). El principal papel in vitro de la amidasa LytA
parece ser el de intervenir en la separacion de las celulas hijas durante la division celular,
como se deduce de la tendencia de mutantes deficientes en autolisina a formar cadenas
cortas durante el crecimiento en lugar de agruparse formando diplococos (Sanchez-Puelles
y cols., 1986b; Lopez y cols., 1986; Ronda y cols., 1987). La enzima parece estar
permanentemente unida a los residuos de colina de los acidos lipoteicoicos (Briese y
Hakenbeck, 1985; Ilischer y cols., 1993); en esta forma, la autolisina es inactiva, lo cual
representa un mecanismo de regulacién de la actividad enzimatica, evitando asi la autolisis
de la bacteria. Esta unién se rompe al llegar el microorganismo a la fase estacionaria de
crecimiento con lo cual la enzima se vuelve activa produciéndose la muerte celular por lisis
del microorganismo (Holtje y Tomasz, 1975a, b). Este mismo efecto se puede observar al
afiadir penicilina o desoxicolato sodico (DOCY) al cultivo.

La pared celular desempefia un papel importante en la virulencia al liberarse sus
componentes tras la lisis de la bacteria, siendo responsables de la reaccion inflamatoria que
se produce en los tejidos infectados (Tuomanen vy cols., 1985a, b). Ademas, los productos
de degradacion de la pared celular aumentan la permeabilidad del endotelio cerebral y del

epitelio de los alvéolos pulmonares, estimulan la produccion de citoquinas y de! factor
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activador, alteran el flujo sanguineo cerebral y activan el reclutamiento de leucocitos en el
pulmén y en el espacio subaracnoideo (Tuomanen y cols., 1995).

Los acidos teicoicos. denominados también polisacarido C, son los responsables de la
inmunogenicidad de la pared celular y de la capacidad de ésta para activar la via alternativa
del sistema del complemento del huéspéd (Winkelstein y Tomasz, 1978).

L.a amidasa LytA parece contribuir de manera importante a la virulencia de ciertas cepas,
va que estirpes deficientes en autolisina derivadas de cepas patogenas muestran una
virulencia considerablemente menor (Canvin y cols., 1995). Se ha sugetido que la
intervencion de la autolisina LytA en la virulencia no se debe a la interferencia de ésta en la
actividad antineumocdcica del huéspéd, sino a su implicacion en el proceso de autolisis y la
consiguiente liberacion de factores intracelulares citotoxicos (Berry y cols., 1989b; 1992},
como la neumolisina y las neuraminidasas, ademas del peptidoglicano y los acidos teicoicos,
los cuales se ha comprobado que median en la inflamacion meningea en conejos (Tuomanen

y cols., 1985b; 1995).

2.3.3. OTROS FACTORES DE VIRULENC1A

Se han caracterizado varias proteinas citoplasmicas que intervienen de forma relevante en
diterentes procesos de las infecciones neumocdcicas (Paton y cols., 1993). Una de estas
proteinas es la neumolisina, una citotoxina no secretable que pertenece al grupo de las
citolisinas activadas por tiol (Smyth y Duncan, 1978) aunque es de localizacion citoplasmica
{Johnson, 1977), mientras que las del resto de la familia son secretadas al medio. Las
toxinas de esta familia actian insertandose en la membrana de las células del huésped como
consecuencia de la interaccion de la proteina con el colesterol de Ja membrana de la célula
diana. La neumolisina actia principalmente sobre eritrocitos, aunque puede hacerlo sobre
cualquier célula animal que posea colesterol en su membrana. Posteriormente a la insercion
en la membrana se produce una oligomerizacion que implica a entre 20 y 80 moléculas,
formandose un poro transmembranal, y produciéndose la lisis celular (Bhakdi y Tranum-
Jensen, 1986). Muy recientemente, las zonas biologicamente significativas de la neumolisina
han sido estudiadas mediante anticuerpos monoclonales (de los Toyos y cols., 1996). Se ha
demostrado que. in vitro, la neumolisina rompe la integridad del epitelio respiratorio
humano, por lo que podria intervenir en los primeros pasos de la patogénesis de la

neumonia neumococica (Steinfort y cols., 1989; Feldman y cols., 1990). Recientemente se

10
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ha observado que los neumococos deficientes en neumolisina son menos eficientes en el
desarrollo de neumonia y septicemia en el ratdn, que las cepas parentales productoras de la
enzima (Berry y cols., 1989a; 1992; Canvin y cols., 1995). Ademas, se ha visto que la
ausencia de neumolisina retarda la aparicion de neumococos en la sangre (Canvin y cols.,
1995), debido posiblemente a la implicacion de esta proteina en la produccion de dafios en
el endotelio de los vasos sanguineos. Sin embargo, se ha observado también que, aunque la
neumolisina puede estimular la cascada inflamatoria en el sistema nervioso central, no es
necesaria para la patogénesis de la meningitis (Friediand y cols., 1995). Otra observacion
importante acerca del papel desempefiado por la neumolisina en la virulencia del
neumococo, es el hecho de que aumenta el tiempo de supervivencia de la bacteria in vivo,
probablemente debido a su capacidad para inhibir la capacidad bactericida de los fagocitos o
para degradar los componentes del sistema del complemento (Mitchell y cols., 1991). Se ha
descrito la capacidad de la neumolisina de activar el sistema del complemento (Paton y
cols.. 1984}, relacionada con la afinidad que posee para unirse a la porcion Fc de la
inmunoglobulina humana IgG, y con la observacion de que tiene ciertas similitudes en
estructura primaria en determinadas zonas con la proteina C reactiva (CRP) humana
{Mitchell y cols., 1991); de este modo, la neumolisina podria actuar /n vive como un
analogo de la CRP, vy suprimiria asi el efecto de ésta, activando el complemento en células
de! huéspéd en lugar de en la superficie de la bacteria (Paton y cols., 1993).

Otra proteina que parece también estar implicada en la virulencia del neumococo es la
neuraminidasa. Esta enzima libera residuos de acido sialico, cuando se hallan en posicion
terminal, de una gran variedad de glicoproteinas, glicolipidos y oligosacéaridos situados en
superficies celulares o en fluidos corporales. Debido a esta actividad. la neuraminidasa
puede poner al descubierto receptores celulares para las adhesinas neumocécicas (Krivan v
cols.., 1988), ademas de causar dafios a los tejidos sobre los que actiia. Se ha observado
que, en pacientes con meningitis neumococica, se produce bacteriemia y se llega al estado
de coma mas a menudo cuando existen concentraciones elevadas de acido N-acetil
neuraminico {NeuAc) en el liquido cefalorraquideo (O Toole y cols., 1971), probablemente
debidas a la accidn de la neuraminidasa. Aunque se ha demostrado la toxicidad de esta
enzima en ratones, la proteccidn que proporciona la inmunizacion con ella frente a
neumococos virulentos es considerablemente menor que la que se obtiene con la

neurnolisina (L.ock y cols., 1988). Hasta el momento se han descrito dos genes codificantes
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de neuraminidasas en S. pneumoniae (Berry y cols., 1988; Camara y cols., 1991),
coexistiendo ambos en el cromosoma de neumococos de distintos serotipos. En uno de
estos genes, parecen existir dos posibles sitios de iniciacion de la traduccién, ambos con su
correspondiente sitio de union al ribosoma, ademas de dos posibles promotores; de este
modo resultarian dos secuencias polipeptidicas, una de las cuales incluiria un péptido sefial
en su extremo N-terminal. En el extremo C-terminal de ambas proteinas existe un motivo de
anclaje en membrana, compartido por todas las proteinas de superficie de bacterias Gram
positivas (Paton y cols., 1993).

Se han descrito varias proteinas de la superficie del neumococo que podrian intervenir en
la patogénesis. Una de estas es la proteina de superficie (PspA), unida a la pared celular y
con capacidad antigénica. Aunque se ha encontrado en todas las estirpes de neumococo
estudiadas, su variabilidad antigénica es considerable. Hasta ahora no se ha podido
determinar su funcion precisa, aunque se ha comprobado que su presencia en la superficie
bacteriana de estirpes no capsuladas (rugosas o R) inoculadas a ratones, les confiere
proteccion inmunologica contra cepas de distintos serotipos (McDaniel y cols., 1991). La
clonacion del gen que codifica para la PspA ha permitido deducir la secuencia de
aminoacidos de €sta; asi. se ha observado que la region N-terminal posee cierta homologia
con la proteina M de los estreptococos del grupo A, mientras que la zona C-terminal
presenta una similitud considerable con la misma regién de la autolisina LytA (Yother y
Briles, 1992). Este hecho sugiere que ambas proteinas podrian tener un receptor comin,
que serian los residuos de colina de los acidos teicoicos y/o lipoteicoicos.

Desde hace décadas se conoce la capacidad de neumococo de producir una hialuronidasa
{Humphrey. 1944), que es secretada al medio durante la fase exponencial de crecimientro ix
vilro. Su sustrato es el acido hialurénico, el cual rompe liberando los monosacaridos que lo
componen, acido glucuronico (GlcA) y N-acetilglucosamina (GlcNAc). Por lo tanto, la
hialuronidasa podria desempefiar un papel en la patogénesis neumococica permitiendo el
acceso de la bacteria a los tejidos del huéspéd para su colonizacién, y facilitando la
dispersion del microorganismo entre distintos tejidos (Paton y cols., 1993 ).

S. preumoniae produce una proteasa que rompe las inmunoglobulinas 1gAl humanas en
un punto determinado de la zona bisagra, liberando asi los fragmentos Fab y Fc (Male,
1979: Plaut, 1983). Los fragmentos Fab mantienen la especificidad por el antigeno,

uniéndose a éste v, de este modo, bloquean la unién de las IgAl intactas, protegiendo a la
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bacteria de la accion del sistema inmune del huésped (Mallet y cols., 1984; Mansa y Kilian,
1986). Esta proteasa de IgAl podria cumplir una mision importante a la hora de anular la
inmunidad local en la mucosa del huésped, principalmente desempefiada por
inmunoglobulinas de [a clase A, facilitando, por tanto, la colonizacion de la nasofaringe por
la bacteria.

Existen, ademas, otros factores de patogenicidad: 1) neumococo secreta varias enzimas
con actividad serin-proteasa que degradan el tejido conjuntivo del huésped (Courtney,
1991), 2) posee una o varias proteasas de superficie con capacidad para degradar las
subunidades a v p del factor C3 del complemento (Angel y cols., 1994), 3) el peréxido de
hidrdgeno producido por el metabolismo de neumococo resulta toxico para las células det
epitelio alveolar (Duane y cols., 1993), 4) neumococos con un mayor nivel de actividad
aldolasa-proteasa son mds patdogenos, 5) un mutante incapaz de utilizar hemina como fuente
de hierro es menos patogeno en animales (Tai y cols., 1993), y 6) el factor de opacidad

puede estar implicado en procesos de patogénesis (Saluja y Weiser, 1995).

3. POLISACARIDOS EXTRACELULARES. GENERALIDADES

Bajo la denominacidn de polisacaridos extracelulares o exopolisacaridos se agrupan una
gran variedad de homo o heteropolisacaridos que son activamente secretados al exterior de
fa célula microbiana. Dentro de este grupo existen grandes diferencias, no siempre faciles de
reconocer. que proporcionan criterios para su clasificacion.

La mayoria de los polisacaridos bacterianos muestra una alta especificidad inmunolégica,
v son producidos unicamente por un tipo. un grupo, o un especie bacteriana, estando
generalmente compuestos por unidades repetitivas de oligosacaridos. Por otro lado, existen
polisacaridos que son elaborados por bacterias pertenecientes a distintos grupos o tamilias,
y que normalmente tienen una estructura menos regular, Los polisacaridos pueden estar
unidos, de forma covalente o no. a la superficie de la célula. lo que les confiere una
apariencia mas o menos regular alrededor de la bacteria, o carecer de esta unién, con lo que
el polisacarido aparece de forma irregular, recibiendo entonces el nombre de capa mucosa o
mucilago,

Ademas de los polisacaridos propiamente dichos, existen en los microorganismos otros

polimeros cuyo principal, pero no Wnico, constituyente son carbohidratos. Asi, en la
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superficie de las bacterias Gram-negativas se encuentran los lipopolisacaridos (LPS),
constituidos por una parte lipidica que se inserta en la membrana externa, una region central
compuesta por un oligesacarido que incluye dos azicares poco frecuentes, y una parte
polisacaridica, la cadena O, responsable de la variabilidad antigénica, mucho mas larga que
la zona central y formada por unidades repetitivas de tetra o pentasacaridos. Otro ejemplo,
es el peptidoglicano de la pared celular, en el cual las cadenas polisacaridicas estan unidas
entre si mediante cadenas peptidicas cortas (Kenne y Lindberg, 1983).

Cuando e! polisacarido se encuentra recubriendo de forma regular a la célula, pudiendo
estar unido covalentemente o no a la pared celular, constituyendo la parte mas externa de la
superficie de la bacteria, se denomina capsula sensu stricto (Roberts, 1995);
frecuentemente, fa capa mucosa e incluso estructuras de las envueltas celulares de bacterias
Gram-negativas como el LPS, son también considerados como estructuras capsulares en
sentido laxo (Orskov v Orskov, 1990). Por otro lado, en ciertos casos, la capsula se
presenta en forma de estructuras filamentosas ancladas en la pared celular denominandose

glicocaliz (Nester y cols., 1995).

4. POLISACARIDO CAPSULAR

El término capsula se aplica habitualmente al exopolisacarido que forma una capa que
permanece adherida a la superficie celular, formando un revestimiento de una extension
limitada, aunque a veces se disponga de forma mas dispersa. Las variaciones en la forma de
la capsula se dan principalmente por la cantidad de polisacarido que se sintetiza y por su
grado de solubilidad en el medio. La capsula no es una estructura esencial para la viabilidad
del microorganismo, al menos cuando se cultiva en el laboratorio, ya que existen muchas
bacterias que no la producen, y aquellas que o hacen pueden perderla mediante mutaciones,
sin que ello tenga ningtn efecto sobre el crecimiento (Stanier y cols., 1988). A pesar de este
hecho, la capsula desempefia diversas funciones importantes, siendo, por ejemplo, el
principal factor de virulencia de gran parte de los microorganismos patdgenos como ya se
sefiald anteriormente. El polisacarido capsular es, ademas, responsable de la variabilidad

antigénica de muchas especies bacterianas.
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4.1, ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS POLISACARIDOS CAPSULARES

Los polisacaridos capsulares poseen, generalmente, una estructura compleja y presentan
una gran variabilidad, debida tanto a los azticares que la componen, como a los enlaces que
los unen. Del mismo modo, el polisacarido puede encontrarse unido a la superficie
bacteriana. Esta union puede ser covalente o no, permitiendo el anclaje a la pared celular, en
el caso de bacterias Gram-positivas; asi se ha demostrado la existencia de una unién
covalente en el caso del serotipo 6A de neumococo (Sgrensen y Blom, 1992) y en
estreptococos de grupo B de serotipo Il (Yeung y Mattingly, 1986) o a la membrana
externa cuando se trata de microorganismos Gram-negativos. En este ultimo caso, {a union
puede realizarse mediante varios tipos de moléculas de anclaje (Whitfield y Valvano, 1993),
lo que constituye uno de los criterios de clasificacion de los polisacaridos capsulares de
bacterias Gram-negativas. La variabilidad se manifiesta tanto en microorganismos Gram-
negativos como en Gram-positivos. Esta variabilidad, sin embargo, no se presenta en todos
los microorganismos capsulados; asi, se conocen hasta el momento 6 serotipos distintos en
H. influenzae (Kenne y Lindberg, 1983), 12 en N. meningitidis (Jennings, 1990), 5 en S.
agalactiae (Jennings, 1983; Wessels y cols., 1987), v 1 en S. pyvogenes (Wessels y cols.,
1991). Por otro lado, los distintos tipos capsulares, varian en cuanto a su capacidad
inmunogénica; asi, existen polisacaridos cuya estructura es idéntica o muy similar a ciertos
poli u oligosacaridos de la superficie célular, de la matriz extracelular del huésped, o de
fluidos corporales como la sangre, el liquido sinovial, o el liquido cefalorraquideo
{Hoffimann v cols.. 1982; Navia y cols., 1983), como en el caso de S. pyvogenes cuya capsula
de 4cido hialurdnico le confiere la capacidad de mimetizarse cuando infecta al hombre, ya
que es quimicamente indistinguible del presente en el tejido conjuntivo de éste (Kendall y
cols., 1937). Es interesante sefialar que la patogenicidad de una especie bacteriana varia en
tuncién del serotipo y del huésped que dicha especie colonice, y asi unos tipos capsulares
son mas frecuentes en aislados clinicos que otros. En el caso de neumococo, existen
notables diferencias respecto a la frecuencia de los serotipos encontrados en aislados
clinicos entre pacientes adultos o nifios (Robbins, 1978; Austrian, 1985; Nielsen y
Henrichsen. 1992) y entre aislados de distintos paises (Fenoll y cols., 1991; Jennings, 1990;
Lee, 1987). Del mismo modo. existe variacion cuando se estudia las frecuencias de
serotipos de un pais o zona geografica a lo largo del tiempo. En el caso de estreptococos

del grupo B, las estirpes de serotipo 1l son mucho mas virulentas que las del resto de
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serotipos (la, Ib, 11 y V) siendo Ias responsables del 66% de todas las infecciones causadas
por estos microorganismos; es mas, si se consideran solo las meningitis, el serotipo 111 es el
causante de entre el 80 y el 90% de los casos (Baker y Kasper, 1985). Asimismo, de los 6
serotipos capsulares que se han descrito en H. influenzae (a, b, ¢, d, e, f) el serotipo b es el
causante principal de las meningitis en nifios menores de 5 afios, con una tasa de mortalidad

de entre el 3 y el 10% (Jennings, 1990).

4.2. FUNCION Y SIGNIFICADO BIOLOGICO DE LA ENCAPSULACION

Hasta el momento se han atribuidos dos funciones principales a los polisacaridos
capsulares:

a) Facilitar la adsorcién o adherencia de la bacteria a diferentes superficies del huésped,
como epitelios, raices, ¢ dientes. Este fendmeno tiene gran importancia en enfermedades
bacterianas. fundamentalmente en las causadas por bacterias que colonizan mucosas, ya que
constituye uno de los primeros pasos de la entrada del microorganismo en el huésped. Se ha
observado que los polisacaridos de la superficie bacteriana estan frecuentemente implicados
en las interacciones bacteria-huésped. Los receptores de la célula del huésped que
reconocen residuos del polisacarido capsular pertenecen a una familia de proteinas
denominadas lectinas, que se definen como proteinas no enzimaticas ni de tipo
inmunoglobulina que poseen, al menos, un dominio de unién a carbohidratos (Mandrell y
cols., 1994). Asi, se ha postulado que los polisacaridos capsulares de S. preumoniae
serotipo 14 y de estreptococos del grupo B. tras una reaccion de eliminacion de un residuo
de acido sidlico, serian receptores potenciales para lectinas presentes en células epiteliales.
La desializacion puede producirse en condiciones acidas o por la accion de las

neuraminidasas del huésped (Mandrell y cols,, 1994).

b) Proteger al microorganismo de la accion bactericida del sistema inmunoldgico del
huésped. La capsula, cuando existe en un microorganismo, representa el primer punto de
contacto entre la bacteria y las células o los componentes solubles del sistema inmunologico
y. por tanto, debe jugar un papel importante en las interacciones que dan como resultado la
muerte o la inmunidad frente a la bacteria en el organismo huésped. El sistema
inmunologico humano dispone de dos mecanismos principales para la eliminacion de

microorganismos: 1} la inmunidad innata o inespecifica, llevada a cabo por fagocitos, el
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sistema del complemento, células agresoras naturales (NK de *Natural Killer’) y diversas
proteinas solubles, presentes en el suero, como la CRP, y 2) la inmunidad adquirida, basada
en la especificidad de los linfocitos y los anticuerpos por un determinado antigeno, en la que
intervienen, ademas, el sistema del complemento y los macrofagos (fagocitos) (Roitt y cols.,
1986). Debe tenerse en cuenta que estos dos sistemas no actian de forma independiente.
Asi, los anticuerpos producidos por los linfocitos opsonizan el antigeno, permitiendo que
los fagocitos lo reconozcan y eliminen. Por otro lado, los macrofagos procesan y presentan
determinados epitopos del antigeno a los linfocitos para su reconocimiento y ¢éstos
estimulan a los macréfagos, mediante la produccion de linfoquinas, a combatir la infeccion.
La capacidad de los anticuerpos para inactivar los elementos extrafios al organismo
depende de la colaboracion de otro factor, el complemento. Lste consiste en una serie de
proteinas presentes en el suero, que actiian de forma inespecifica complementando la accién
especifica del anticuerpo. En los microorganismos Gram-negativos, el complemento
desencadena una serie de reacciones que conducen a la formacion de poros en la membrana
externa, lo que desemboca en la lisis bacteriana, por accion de la lisozima presente en la
sangre (Stanier y cols.. 1988). Por otra parte, en las bacterias Gram-positivas, la gruesa
capa de peptidoglicano impide el acceso de las proteinas formadoras de los poros a la
membrana produciéndose, no la lisis del microorganismo, sino la opsonizacion de éste y
permitiendo de este modo la accion de macrdfagos y leucocitos polimorfonucleares sobre €l
(Brown, 1985). Aunque son muchos los factores que pueden actuar como opsoninas, el
tactor fundamental es C3b, producido por la rotura especifica del tercer factor del
complemento (C3), especialmente contra infecciones causadas por bacterias capsuladas
(Winkelstein, 1981). Para la ejecucion de ambas acciones del sistema del complemento se
requiere un paso comun, la activacion del componente C3, dando lugar a C3b, que se une
entonces a la superficie de la bacteria. La activacion de (3 puede producirse por dos vias: si
hay presentes anticuerpos contra estructuras de la superficie bacteriana, se desencadena la
via clasica o especifica. mientras que si el organismo no dispone de dichos anticuerpos, se
desencadena la via alternativa o inespecifica (Roitt y cols., 1986). La actividad de C3b esta
modulada positivamente por el factor B, el cual activa el sistema completo; por otro lado,
los factores H e I modulan negativamente dicha actividad (Cross, 1990). En ausencia de
anticuerpos especificos contra la estirpe que invade el organismo. como puede suceder entre

la poblacion infantil o durante el primer contacto con el microorganismo, C3b se une en
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pequefas cantidades a la superficie de las bacterias. Este fendmeno se amplifica por ia
accion del factor B. lo cual desencadena la cascada de reacciones que llevan a la lisis o
fagocitosis de la bacteria. Ademas, C3b expone ciertos dominios que pueden interaccionar
con linfocitos y promover la produccion de anticuerpos y linfoquinas, tales como las
interleuguinas (1) 5 y 6, que estimulan la diferenciacion de las células B a células de
memoria (Moxon y Kroll, 1990; Liles y van Voorhis, 1995). Por el contrario. en presencia
de anticuerpos especificos, la union de éstos al antigeno desencadena las reacciones de la
via clasica produciendo la activacion de C3, que se une a la pared celular y desencadena la
serie de reacciones que desembocan en la formacion de complejos de ataque a la membrana,
0 en la opsonizacion de la bacteria y la consiguiente fagocitosis. Las estructuras bacterianas
con capacidad de activar fa via alternativa del complemento, mediante su interaccion con
(C3b, son principalmente el LPS de bacterias Gram-negativas (Cross, 1990), el
peptidoglicano (Wilkinson y cols., 1979), los acidos teicoicos ( Winkelstein y Tomasz, 1978)
y ciertos polisacaridos capsulares (Winkelstein y cols., 1976; Brown, 1985) en bacterias
Gram-positivas.

La accion de los polisacaridos capsulares sobre el sistema inmunologico tiene lugar de
dos maneras: impidiendo la unién de los anticuerpos, dirigidos principalmente hacia los
componentes de la pared celular, o la fijacion de los componentes del sistema del
complemento a la superficie cetular (Cross, 1990). Estas dos formas de bloquear el sistema
inmune se pueden producir mediante Ia intervencion del polisacarido capsular en diversos
pasos del proceso de eliminacién del agente infeccioso.

Como se ha comentado anteriormente, en la naturaleza se producen polisacaridos
capsulares poco inmunogénicos, es decir, que producen una respuesta de anticuerpos muy
baja o nula, debido principalmente a su estructura, esto es, al hecho de presentar grandes
similitudes con componentes de tejidos del huésped (Moxon y Kroll, 1990; Cross, 1990).
Otros polisacaridos pueden interaccionar con las células del sistema inmunoldgico, como en
el caso de la capsula de Klebsiella pneumoniae tipo 2, que modula la actividad de las
células B en la produccion de anticuerpos (Batshon y cols., 1963). Por otra parte, hay que
resaltar que muchos de los polisacdridos capsulares son hidrofilicos y confieren carga
negativa a la superficie bacteriana, lo que origina una disminucion de la tension superficial
de la interfase entre el fagocito y la bacteria, disminuyendo asi la capacidad de! macréfago

de fagocitar y eliminar al microorganismo (Ponder, 1928; van Oss y Gillman, 1973).

i8



INTRODUCCION

Ademas, puesto que la carga neta de la superficie del fagocito también es negativa, se
produce una repulsion mutua. Parece pues claro que la fagocitosis de una bacteria capsulada
requiere algin factor que facilite el contacto entre la bacteria y el fagocito. Los factores
implicados en este fenomeno son los anticuerpos y algunos elementos del sistema del
complemento, principalmente C3b.

Se han descrito multitud de fendmenos en los que la capsula bacteriana interacciona con
estos factores facilitadores de la fagocitosis o los modifica, alterando significativamente su
actividad. l.a capsula de £. coli Ki (Stevens y cols., 1978), asi como la de estreptococos
grupo B de serotipo 11l (Edwards y cols., 1982), incrementan la afinidad de C3b unido a la
pared celular por el factor H, Del mismo modo, las capsulas de neumococo pertenecientes a
los serotipos 7 vy 12 tienen una baja afinidad por el factor B, lo cual da lugar a un aumento
relativo de la afinidad por ¢l factor H (Joiner y cols., 1984). Por otra parte, se ha observado
en neumococo que, cuando C3b se une a la pared celular bacteriana, la capsula, si es
voluminosa o posee una carga neta negativa considerable, actia como una barrera que
impide a los macrofagos acceder al complejo C3b-pared celular, lo que resulta en una
incapacidad de éstos para eliminar el microorganismo (Brown, 1985). Asimismo, se ha visto
que cuando una estirpe capsulada de neumococo activa la via alternativa, el polisacarido no
esta implicado en este proceso; por tanto, la practica totalidad de las moléculas de C3b se
encuentran unidas a la pared celular y no al polisacarido capsular (Winkelstein y cols.,
1976). C3b se encuentra unido a la capsula nnicamente cuando se ha producido la
acttvacion de C3 por la via clasica, es decir, la mediada por la union al polisacarido de
anticuerpos especificos contra éste (Brown y cols., 1983). De este modo, los macrofagos
pueden interaccionar de forma no covalente con un dominio presente en C3b y llevar a cabo

la fagocitosis de forma eficiente (Isenman y cols., 1981).

5. BIOSINTESIS DE POLISACARIDOS CAPSULARES

La expresion de polisacaridos capsulares en la célula bacteriana es un proceso bioquimico
complejo que incluye una serie de etapas asociadas a distintos compartimentos celulares. En
el caso de los microorganismos Gram-negativos, gran parte de estas etapas se encuentran
bien caracterizados mientras que, en bacterias Gram-positivas, se conoce relativamente

poco sobre estas rutas metabdlicas.
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Aunque los procesos implicados en la biosintesis de la capsula deben ser notablemente
diferentes entre organismos Gram-positivos y Gram- negativos, como consecuencia de la
gran diferencia estructural existente entre sus respectivas envueltas celulares, existen no

obstante ciertos procesos metabdlicos que cumplen unas normas comunes.

5.1. PRECURSORES BIOSINTETICOS

La primera etapa en la biosintesis de los polisacaridos capsulares bacterianos consiste en
la formacion de los precursores o moléculas donadoras de los monosacaridos que formaran
la unidad repetitiva; €stos son frecuentemente é€steres glicosidicos de nucledtidos (Shibaev,
1986).

En bacterias Gram-positivas, la parte nucleotidica de estos precursores ha sido
identificada generalmente como UDP. Asi, en neumococo se conoce desde hace varias
décadas la acumulacién de varios compuestos de este tipo durante la fase estacionaria de
crecimiento, como UDP-glucosa (UDP-Glc), UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GlcNAc) o
UDP-galactosa (UDP-Gal). En algunos serotipos de neumococo, sin embargo, pueden
encontrarse también otros nucledtidos formando parte de los precursores; asi, por ejemplo,
en el serotipo 2 existen derivados de TDP y, tanto en el serotipo 6 como en el 34, se

encuentran derivados de CDP (Mills y Smith, 1965).

5.2. FORMACION DE LA UNIDAD BASICA Y POLIMERIZACION

Tras la formacion de los precursores tiene lugar la sintesis de las unidades repetitivas de
las que constara el polisacarido y la posterior polimerizacion de éstas. Se han descrito dos
mecanismos de sintesis de polisacaridos en bacterias Gram-negativas diferenciandose,
basicamente, en la forma en que se produce la elongacion de la cadena del polisacaride
{Figura 2). En ambos mecanismos los residuos glicosidicos se unen mediante un ataque
nucleofilico a un derivado de un alcohol poliisoprenoide, lo que le confiere caracter
hidrofébico, obteniéndose de este modo dos precursores, las formas mono o difosfato del
azticar unido al intermediario lipidico (Shibaev, 1986; Whitfield y Valvano, 1993).
Generalmente, la molécula aceptora del residuo glicosilico es el undecaprenol fosfato (C_ -
P). también implicado en la biosintesis del peptidoglicano de la pared celular.

En la primera modalidad de sintesis, la polimerizacion consiste en que las unidades

repetitivas, unidas cada una a un intermediario lipidico, se unen de forma que la altima
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unidad en incorporarse a la cadena en crecimiento quede a su vez unida al intermediario

lipidico; es decir, el crecimiento se produce por la ‘cabeza’ de la molécula (crecimiento

{a)

Css—p-—P + Css—P-P —'} C55‘P'P
Css-P-—P% + Css-P-P '—"Css-P—P

Css—P-P% + CSi—P—PE ﬁ Cus-P-P n B n

(b)

Cus-P + NDP@ —_— Css-P-P-@
cﬁ-P-P®+ ng — Cﬁ_P_P

Css-P-P+ NDP-@ —-} Css-P—P

Figura 2. Esquema de los mecanismos de crecimiento de la cadena polisacaridica en
bacterias Gram-negativas. (a), crecimiento capital, los nimeros representan unidades
repetitivas previamente sintetizadas; (b), crecimiento caudal, las letras A y B representan los
monosacaridos que componen la unidad repetitiva.

‘capital’), segin la terminologia sugerida por F. Lipmann en 1968 (citado en Markovitz,
1977). La segunda modalidad tiene lugar mediante la incorporacion sucesiva de
monosacaridos, a partir de los precursores en forma de derivados de nucledtidos, a una
cadena en crecimiento anclada al intermediario lipidico (crecimiento ‘caudal’) (Whitfield v
Valvano, 1993). En cuanto a los microorganismos Gram-positivos en los que los
mecanismos que utilizan para la biosintesis capsular son casi desconocidos, tampoco se ha
podido identificar ningan intermediario de la sintesis a pesar de que, a partir de extractos de

S. pvogenes, se consiguid por primera vez la sintesis de un polisacarido capsular (Markovitz

y cols., 1959).
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Tanto la activacion de los monosacaridos como su polimerizacion posterior se producen
de forma asociada a la membrana citoplasmatica, gracias al caracter altamente hidrofobico
del intermediario C_-P (Whitfield y Valvano, 1993). Por otra parte, en algunos
microorganismos Gram-positivos, como S. pyogenes y S. pneumoniae, se ha demostrado
que la sintesis del polisacarido capsular esta asociada a la fraccion particulada de las células
(Markovitz y Dorfman, 1962; Smith y cols., 1961b). Esto indicaria que las enzimas que
intervienen en el proceso de polimerizacién se encontrarian ancladas a la membrana
bacteriana. Al contrario de lo que sucede con S. pyogenes, en el caso de neumococo todo
parece indicar que existe un intermediario aceptor de los monosacaridos, aunque no se

conoce su naturaleza quimica (Mills y Smith, 1965).

5.3. TRANSPORTE Y MODIFICACION DEL POLISACARIDO CAPSULAR

El siguiente paso en la sintesis del polisacarido capsular implica su transporte desde el
citoplasma al exterior, en el caso de bacterias Gram-positivas, o al periplasma, si se trata de
Gram-negativas. Hasta el momento se han descrito dos mecanismos para llevar a cabo este
proceso, mostrados en la Figura 3. Durante la sintesis del LPS de Salmonella enterica, y
- posiblemente también de algunos polisacaridos capsulares, este proceso lo realiza el
intermediario lipidico C_-P. Por otro lado, durante la sintesis de los polisacaridos capsulares
del grupo 11, como los que poseen los serotipos K! y K5, el transporte se lleva a cabo
mediante sistemas especializados que requieren energia (Whitfield y Valvano, [993),
denominados transportadores ‘ABC’ (por ‘ATP-Binding Cassette”) (Fath y Kolter, 1993).
Recientemente. se han identificado en E. coli dos proteinas, KpsM y KpsT, implicadas en el
transporte del polisacarido capsular de los serotipos K1 y K5 (Smith y cols., 1990) que
poseen un alto grado de similitud con transportadores ‘ABC” ya descritos; asi, KpsT es una
proteina probablemente asociada a la superficie citoplasmica de la membrana interna
(Pavelka y cols.. 1994) que es capaz de unir ATP in vitro (Silver y cols., 1992), mientras
que KpsM es una proteina de membrana que posee varios dominios transmembranales
(Pavelka y cols.. 1991). De este modo, KpsM es fa encargada de reaiizar el transporte
valiéndose de la energia obtenida mediante la hidrolisis de ATP llevada a cabo por KpsT.

Mientras que en otras bacterias (Gram-negativas, como H. influenzae serotipo b y N

meningitidis grupo C, se han encontrado sistemas de transporte homologos al de E. coli
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(Kroll y cols., 1990; Frosch y cols.,, 1991) hasta el momento no se han identificado
proteinas que ejerzan funciones similares en microorganismos Gram-positivos.

En el caso de bacterias Gram-negativas, es necesario el paso del polisacarido desde el
espacio periplasmico hasta la superficie celular, a través de la membrana externa. Este
proceso es poco conocido, habiéndose identificado hasta ahora en E. cofi solo una proteina
periplasmica, KpsD, implicada en el proceso, aunque se sabe que no es la unica (Silver y
cols., 1987). Por otro lado, existe actualmente una gran controversia sobre la implicacion de
algunas proteinas de la membrana externa y otras estructuras, como las uniones de Bayer,
en el proceso de translocacion del polisacarido al exterior celular.

En general, los polisacaridos capsulares presentan una estructura bastante regular, sin
embargo, en determinados casos, se observa la existencia de cadenas laterales de forma
irregular. Estos sustituyentes pueden ser de diversa naturaleza, aunque lo habitual es que se
trate también de carbohidratos. Aunque los mecanismos por los que se produce este
fendmeno son variados, en todos los casos descritos hasta el momentio, las reacciones de
modificacion del polisacarido tienen lugar a nivel del oligosacarido unido al intermediario

lipidico (Whitfield v Valvano, 1993).

5.4. MLCANISMOS DE REGULACION EN LA BIOSINTESIS DEL POLISACARIDO CAPSULAR

Durante el cultivo de microorganismos capsulados en el laboratorio se ha observado que,
en muchos casos, la produccion de capsula varia segin las condiciones de cultivo. Asi, en
muchas cepas de E. coli productoras de acido colanico, su incubacion a 37°C conlleva una
disminucion en la cantidad de polisacarido producido. Por otra parte, la biosintesis de este
polisacarido puede ser activada variando la composicion del medio de cultivo (Markovitz,
1977). Es evidente, por tanto, que deben existir sistemas de regulacion de la biosintesis
capsular, que permitan a los microorganismos adaptarse a las diferentes condiciones que se
presentan en sus habitats naturales. La regulacion puede producirse a diferentes niveles
como la transcripcion, la traduccion, o mediante reguladores alostéricos.

Se ha descrito un sistema de regulacion para la produccion de acido colanico en E. coli
que consiste en una serie de proteinas que ejercen la funcion de recibir determinadas sefales
ambientales y promover cambios intracelulares que conllevan la activacion o inhibicién de la
transcripeion de los genes responsables de la sintesis de acido colanico (Stout y Gottesman,

1990: Gottesman y Stout, 1991 Jayaratne y cols., 1993). Es interesante sefialar que algunos
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Figura 3. Esquema de los dos modelos de transporte de polisacaridos capsulart.:s a
través de las membranas celulares de bacterias Gram-negativas. a) transporte mfedlad()
por el undecapreno! fosfato; b) transporte mediado por transportadores ABC. Los circulos
negros representan unidades repetitivas de los polisacaridos. ‘C ss y P representan el
undecaprenol y el grupo fosfato, respectivamente, Tomado de Whitfield y Valvano, 1991.
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componentes de este sistema estan implicados también en la regulacion de la expresion de
otros genes que cumplen diversos papeles en procesos tan importantes como la division
celular (Gervais y cols.. 1992; Gervais y Drapeau, 1992). Se han descrito sistemas similares
a éste en otros microorganismos productores de polisacaridos capsulares. Uno de estos
microorganismos es Pseudomonas aeruginosa (Whitfield y Valvano, 1993), que produce
una capsula de alginato caracteristica en estirpes aisladas de pulmén de pacientes con
fibrosis quistica. En este sistema se ha descrito la intervencion, ademds, de otras proteinas
que contribuven a la regulacion de la biosintesis, facilitando la accion de las proteinas
efectoras (Deretic y cols., 1991; DeVault y cols., 1991; Boucher y cols., 1996). Se han
encontrado asimismo otras formas de regulacion, como la activacién alostérica de la
sintesis, o la inhibicion de determinadas actividades enziméticas por el producto final de
éstas { Whitfield y Valvano, 1993).

Por otra parte, en algunos microorganismos cuya sintesis de polisacérido capsular es
relativamente inestable, se han descrito varios mecanismos que pueden ser la causa de este
fendmeno. El caso mejor estudiado es el de H. influenzae serotipo b, que muestra una
frecuencia de aparicion de mutantes rugosos (no capsulados) que oscila entre el 0,1 y el
0,5%. Esta inestabilidad es el resultado de la estructura del locus cap, responsable de la
sintesis del polisacarido capsular. Este locus contiene un fragmento de DNA de 18 kb
duplicado, estando ambos dispuestos en tandem; sin embargo, una de las copias contiene un
gen. el bexd, delecionado, con lo que s6lo hay una copia intacta del gen, situada entre
ambas repeticiones (Hoiseth y cols., 1986). La alta frecuencia de pérdida de la capacidad de
biosintesis capsular se ha atribuido a un reordenamiento del DNA, mediante recombinacion,
que puede producir la eliminacion total o parcial de la copia funcional de bexd del
cromosoma bacteriano. Este hecho conlleva la acumulacion de polisacarido capsular dentro
de la célula. ya que el gen bexd estd implicado en el transporte del polisacarido al exterior
{Kroll y cols., 1988). Por otra parte, la duplicacién esta flanqueada por secuencias de
insercion (157016), lo que provoca frecuentes amplificaciones del locus cap (Kroll y cols.,
1991). De este modo, al aumentar el miimero de copias de los genes implicados en la
biosintesis capsular, se incrementa la cantidad de polisacaride sintetizado (Kroll y Moxon,
1988). Se ha postulado que el aumento en la cantidad de polisacarido secretado se
correlaciona con un aumento de la virulencia de la estirpe (Kroll y cols., 1991) aunque,

como contrapartida, la disminucion o la pérdida de la capsula puede facilitar la adhesion de
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la bacteria al epitelio y por tanto posibilitar la colonizacion de las mucosas (Hoiseth y cols.,
[986). Recientemenie se ha observado que, de un total de 66 aislados invasivos de H.
influenzae tipo b, 23 contenian el locus cap amplificado, en algunos casos hasta 5 veces.
Ademads, se comprobd que una estirpe con 5 copias produce seis veces mas cantidad de
polisacarido que otra que posee 2 copias (Corn y cols., 1993). Estos autores postulan que la
disposicion en forma duplicada supone una ventaja adaptativa por la capacidad que conlleva
de amplificar con rapidez los genes capsulares bajo condiciones en que la produccién de
mas capsula supone una ventaja como, por ejemplo, cuando el microorganismo debe evadir
la respuesta inmune del huésped.

Mas recientemente se ha descrito un sistema de regulacion de la expresion de genes
capsulares en N. meningitidis, mediante la inactivacion reversible de un gen esencial para la
sintesis de acido sialico, por insercion o excision de la secuencia de insercion [S/30/. Este
hecho ocasiona la conversion de una cepa capsulada en no capsulada, lo que permite la
adherencia del meningococo al epitelio mucoso, y la posterior invasion del tejido

(Hammerschmidt y cols., 1996).

6. GENETICA DE LA BIOSINTESIS CAPSULAR

Los experimentos genéticos relacionados con la biosintesis de los polisacaridos capsulares
constituyen la base de la biologia molecular, ya que fueron los estudios llevados a cabo por
Griffith en los afios 20 sobre la transformacion genética en neumococo (Griffith, 1928) los
que permitieron, casi dos décadas mas tarde. a Avery y colaboradores identificar al DNA
como la base quimica de la herencia genética {Avery y cols., 1944). A pesar de estos
precedentes, y del conocimiento de la implicacion de la capsula bacteriana en la virulencia,
conviene sefialar que hasta muy recientemente no se han aplicado las técnicas de biologia
molecular al estudio de los genes que intervienen en la biosintesis de los polisacaridos
capsulares, especiaimente en el caso de microorganismos Gram-positivos. Fué en 1981,
cuando Silver y su grupo clonaron un fragmento de DNA de 17 kb, perteneciente a una
estirpe de £. coli K1, que dirigia la sintesis de capsula de este serotipo en una cepa de
serotipo K12 (Silver y cols., 1981). A partir de este momento se produjo un creciente
interés en la investigacion de las capsulas bacterianas, aungue en el caso de bacterias Gram-

positivas, hubo que esperar hasta 1992 para comenzar a conocer la estructura y
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organizacion de los genes capsulares en bacterias de los géneros Streptococcus y

Staphylococcus.

6.1. ORGANIZACION DE LOS GENES CAPSULARES EN BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Los genes capsulares se localizan en el cromosoma bacteriano y estan generalmente
dispuestos en grupos, constituyendo una o varias unidades transcripcionales. Contienen la
informacioén necesaria para la sintesis de las formas activadas de los monosacaridos, asi
como para la polimerizacion de €stos y su posterior translocacion a la superficie celular. A
su vez, los genes encargados de la regulacion de la biosintesis se disponen generalmente en
otros loci, habitualmente alejados del grupo de genes biosintéticos. Por otra parte, en
determinados casos existen genes del metabolismo general de la célula implicados en la
formacion de los precursores, y esto sucede cuando dichos genes forman parte de rutas
metabdlicas generales.

En los Gltimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios en microorganismos Gram-
negativos, principalmente en E. coli, N. meningitidis y H. influenzae, que han puesto de
manifiesto que la organizacion de los genes capsulares es comin a todos ellos. Segun esta
disposicion, los genes se organizan en tres regiones: una de cllas contiene la informacion
para la biosintesis de las unidades que componen el polisacdrido y su polimerizacion,
mientras que las otras dos contienen los genes encargados de su transporte desde el
citoplasma a la superficie bacteriana. De este modo, la primera region es la que determina el
serotipo y por tanto difiere entre estirpes de distinta especificidad antigénica, siendo mas
parecida entre cepas gue produzcan capsulas similares desde el punto de vista quimico e
inmunolégico (Boulnois y Roberts, 1990). Las otras dos regiones estan implicadas en
funciones comunes a todos los serotipos de una misma especie bacteriana y por tanto, se
encuentran conservadas entre los diferentes tipos capsulares (Roberts y cols., 1986, 1988b).

En E. coli los genes capsulares se encuentran en dos /oci distintos, segun codifiquen para
la sintesis de capsulas grupo | o lI. El locus capsular presente en las estirpes del grupo 11,
denominado &ps, se encuentra junto a serd (Bachmann, 1990) en el cromosoma de £. coli
(Drskov y Nyman. 1974} y esta dispuesto en tres regiones funcionales advacentes (Boulnois
y cols., 1987) (Figura 4). La region 2, central, cadifica para las funciones de formacion de
los precursores, su ensamblaje y polimerizacion y asi, cuando se obtienen mutaciones por

insercion de transposones en esta region, las estirpes mutantes son incapaces de producir
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polisacarido. De este modo, la region 2 refleja la complejidad estructural y quimica del
polisacarido (Boulnois v Jann, 1989). En efecto, la region 2 del locus &ps en el serotipo K4

es la mas grande encontrada hasta el momento, 14 kb, y su unidad repetitiva esta constituida

por tres monosacaridos diferentes (Drake y cols., 1990), mientras que fa misma regién en
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las estirpes K1, cuyo polisacarido estd constituido por un solo tipo de monosacarido, el
acido N-acetil neuraminico {NeuNAc), tiene un tamaiio de 5 kb (Boulnois y cols., 1987).
Recientemente se ha secuenciado la region 2 de una cepa K5, viéndose que contiene cuatro
genes dispuestos en tres unidades de transcripcion. Dos de éstos se han identificado como
una glicosi! transferasa, enzima encargada de la incorporacion de los mondmeros al
polisacarido, y una UDP-Gl¢ deshidrogenasa (UDP-GicDH), que cataliza la formacion de
acido UDP-GlcA a particr de UDP-Gle (Petit y cols., 1995; Sieberth y cols., 1995). La
region 1 contiene cinco genes (Silver y cols., 1984; Roberts y cols., 1986, Pazzani y cols.,
1993), implicados en el transporte del polisacarido desde el periplasma hasta la superficie
celular (Echarti y cols., 1983; Timmis y cols., 1985; Boulnois y cols., 1987; Roberts y cols.,
1988a; Pazzani y cols., 1993), ya que mutantes en esta region presentan en el periplasma un
polisacarido quimica e inmunologicamente indistinguible del original. L.a region 3 contiene
dos genes, caracterizados en los serotipos K1 y K5 (Smith y cols., 1990; Pavelka y cols.,
1991; Pavelka y cols., 1994), denominados kpsM v kpsT. Cuando estos genes se inactivan
por mutacion, las estirpes resultantes presentan el polisacarido capsular en el citoplasma,
demostrandose asi su implicacidn en el transporte a través de la membrana citoplasmatica.
En otros microorganismos se han propuesto modelos similares, como en N. meningitidis
(Frosch y cols., 1991) y en H. influenzae (Kroll y cols., 1990), aunque en este uitimo caso
existen ciertas caracteristicas especiales comentadas en la seccion 5.5. Ademas, en las
estirpes de £. co/i productoras de capsula grupo I, la organizacion de sus genes es similar a
fa de los pertenecientes a serotipos de grupo I (Whitfield y Valvano, 1993), a pesar de que
ambos grupos no son alélicos, sino que los de grupo | estan localizados junto al locus Ais,

adyacentes al rfb (Schmidt y cols., 1977; Laakso y cols., 1988; Whitfield y cols., 1989).

6.1.1. RELACION ENTRE GRUPOS DE GENES DE SINTESIS POLISACARIDICA NO ALELICOS
Muchas especies bacterianas sintetizan varios polisacaridos de superficie diferentes y por
tanto poseen varios grupos de genes para dirigir su biosintesis. Si entre estos procesos
biosintéticos existen intermediarios comunes a varias reacciones, esto puede suponer que
existan actividades enzimaticas duplicadas. Asi, al inactivarse uno de los genes que dirigen
dicha actividad. otro presente en un grupo distinto y situado a cierta distancia en el
cromosoma bacteriano puede suplir la falta del primero con lo que la biosintesis de ambos

polisacaridos no se ve afectada (Jayaratne y cols., 1994). Esto ocurre. por ejemplo, cuando
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se inactivan los genes rffD o rffE del grupo de genes de la biosintesis del antigeno comun
enterobacteriano (ECA) (Kuhn y cols., 1988), encargados de la sintesis de acido N-acetil
manosaminuronico {ManNAcA), en una estirpe en la que se ha clonado los genes para la
biosintesis de polisacarido capsular K7, que contiene este azucar en su estructura (Meier-
Dieter y cols., 1990). Sin embargo, en algunos casos no existe tal duplicacion de la
actividad y la mutacion del gen responsable de ella conlleva la pérdida de la produccion de

ambos polisacaridos (Whitfield y Valvano, 1993).

6.1.2. BASES GENETICAS DE LA VARIABILIDAD ANTIGENICA CAPSULAR

Uno de los principales problemas que surgen a la hora de abordar un tratamiento que
bloquee la accidn patogena generada por la capsula de microorganismos virulentos es la
gran variabilidad antigénica que presentan los polisacdridos capsulares. Esta variabilidad
podria ser el resultado de la presion selectiva que ejercen los mecanismos de defensa del
huéspeéd en sus habitats naturales. En los Gltimos afios, con la aplicacion de las técnicas de
biologia molecular al estudio de los genes capsulares se empieza a comprender la base
molecular de esta diversidad. Asi, por ejemplo, se ha postulado la evolucion, desde un
progenitor comun, de los distintos loci kps pertenecientes a serotipos de F. coli de grupo II,
debido a la gran similitud existente entre estos grupos de genes (Boulnois y Jann, 1989).
Ademas, se piensa que la evolucion de estos loci ha podido tener lugar independientemente
de la regidn cromosdmica que ocupa actualmente, habiéndose integrado mas tarde en ésta.
Sin embargo. se desconoce por el momento si esta evolucidén se ha producido en otras
regiones del cromosoma de E. coli, o en elementos genéticos moviles (transposones,
plasmidos o bacteriofagos) (Vimr, 1991). Por otra parte, se ha descrito un tercer tipo de
grupo capsular, denominado I/II (Finke y cols., 1990) ya que posee caracteristicas de ambos
grupos. Se ha visto que las estirpes productoras de polisacaridos del grupo I/11 no poseen
los genes de grupo 1, sino otro grupo de genes productores de polisacarido aunque
situados en la misma region que los del grupo 11, es decir, ligados al locus ser4. Por otra
parte, en las cepas de grupo I no existen genes capsulares en esa posicion del cromosoma.
Ademas, la zona que flanquea la region 1 de una estirpe de grupo Il se encuentra en la
mayoria de las cepas estudiadas independientemente de su serotipo y, en las de los grupo 1l

y I/I1. esta repetida varias veces a lo largo del cromosoma (Drake y cols., 1993).
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l.a variabilidad antigénica en el caso de H. influenzac ha sido explicada por la
incorporacién de genes mediante transposicion, Estas transposiciones estarian facilitadas
por la existencia de secuencias de insercion [S/076 flanqueando los genes del locus cap en
algunas estirpes (Kroll y cols., 1991) como se ha comentado anteriormente (ver seccion
5.5). H. influenzae es un microorganismo que desarrolla transformacion genética de forma
natural y, en consecuencia, mediante la incorporacion de DNA exogeno y una posterior
recombinacién con zonas de la region 2 (serotipo-especificas) podria dar lugar a la aparicién
de nuevos serotipos. Esta incorporacion de DNA al cromosoma bacteriano estaria

posibilitada por las secuencias de insercion encontradas a ambos lados del locus cap {Kroll,

1992).

6.2. ORGANIZACION DE LOS GENES CAPSULARES EN BACTERIAS GRAM-POSITIVAS.

La organizacion de los genes capsulares descrita para microorganismaos Gram-negativos
no ha podido ser ain confirmada para el caso de los Gram-positivos; es mas, los estudios
realizados hasta el momento parecen indicar que, tal vez, ambos sistemas se diferencian de
forma significativa. Esto no es extrafio, si tenemos en cuenta que en bacterias Gram-
positivas, durante el proceso de transporte del polisacarido capsular, éste solamente debe
atravesar la membrana citoplasmica. Recientemente, se han clonado los genes responsables
de la sintesis de la capsula de S. aqureus serotipo 1 (Lee, 1992; Lin v cols., 1994). Es
interesante sefialar que, dada la alta frecuencia de obtencion de mutantes rugosos (no
capsulados) en este microorganismo (1,3% a 37°C y hasta 40% a 43°C) se habia sugerido
que los genes capsulares residirian en elementos genéticos moviles, como plasmidos o
bacteriofagos. Sin embargo, se comprobd que la eliminacion de dichos elementos no
afectaba a la capacidad de produccion de capsula. Los 13 genes capsulares que se
encuentran en un fragmento de DNA de 14,6 kb estan implicados en la biosintesis de la
cépsula de tipo 1. Esta se compone de taurina, 2-acetamido-2-desoxi-fucosa y acido 2-
acetamido-2-desoxi-galacturdnico en proporcion molar 1:2:4. Hasta el momento no existen
evidencias claras acerca de la organizacion transcripcional de estos genes, aunque algunos
experimentos parecen indicar que estan agrupados en varios operones. Por otro lado, se
desconoce la funcidn que ejercen las proteinas codificadas por estos genes aunque, la
comparacion de Ias secuencias deducidas de aminodcidos con las presentes en los bancos de

datos. muestran ciertas similitudes entre tres proteinas {Capl, CapL y CapM) y otras tantas
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pertenecientes al locus vip de S. (yphi, responsable de la sintesis del antigeno Vi (Hashimoto
y cols., 1993). compuesto en parte por acido 2-acetamido-2-desoxi-galacturonico. Parece,
por tanto, que estas tres proteinas estan implicadas en la sintesis de este azicar. Ademas,
otra proteina (CapG) posee una similitud notable con la secuencia consenso de una familia
de acetiltransferasas procarioticas, por lo que se cree que podria desempefiar esta funcion
(Lin y cols., 1994). Recientemente se ha observado que estos genes forman parte de un
elemento genético discreto, especifico de las estirpes de serotipo 1, de un tamafio que oscila
entre 333 y 35, 8 kb. Ademids, se ha sugerido la posibilidad de que se trate de un
bacteriofago defectivo y/o un plasmido integrado en el cromosoma de la bacteria (Lee,
1995).

Por otra parte, se han clonado algunos genes implicados en la sintesis del polisacarido
capsular de estreptococos del grupo B de tipo Il (S. agalactiae), compuesto por cadenas
lineales cuya unidad repetitiva es —4)-B-D-Gle-( 1 >6)-B-D-GleNAc-(1-—3)-pB-D-Gal-(1--,
y cadenas laterales de a-NeuNAc-(2--6)-B-D-Gal, unidas al C-4 de cada residuo de GINAc
(Kenne y Lindberg, 1983). Asi, en un fragmento de DNA de 3,7 kb se han identificado 4
genes completos, denominados ¢psd, B, C, D, de é€stos, unicamente el gen cpsD posee
cierto parecido con otras proteinas conocidas, encontrandose una notable similitud con la
proteina codificada por el gen rfbP (Jiang y cols, 1991) que posee actividad
galactosiltransferasa. esto es, que cataliza la transferencia de residuos de galactosa al
undecaprenol fosfato (Rubens y cols., 1993). La funcion de los genes ¢psABC no ha podido
ser determinada aun. Muy recientemente, se han identificado, ademas, dos genes situados en
posicion 37 respecto de los genes cpsABCD, denominados cpsE y cpsF, encontrandose que
la proteina CpsF es una CMP-NeuNAc sintetasa, es decir, la enzima encargada de sintetizar
uno de los precursores de la biosintesis capsular de este microorganismo (Haft y cols..
1996).

Otro de los microorganismos Gram-positivos donde se han identificado los genes que
dirigen la biosintesis de la capsula es S. pyogenes. Como se ha comentado anteriormente,
este microorganismo. perteneciente al grupo A de estreptococos, produce un dnico tipo de
polisacarido capsular compuesto de acido hialurdnico, cuya unidad repetitiva es —4)-p-D-
GlcA-(1-53)-B-D-GleNAc-(1-> (Kenne v Lindberg, 1983). De manera practicamente
simultanea, dos grupos de investigacion han clonado recientemente los genes necesarios

para la produccion de capsula, denominados hasA4 vy hasB (Dougherty v van de Rijn, 1992,



INTRODUCCION

1993, 1994, DeAngelis vy cols., 1993a, b), y se ha caracterizado la funcion de las proteinas
codificadas por ellos (Dougherty y van de Rijn, 1993, DeAngelis y cols., 1993a). Asi, HasA
es una hialuronan sintasa, una enzima probablemente anclada en la membrana, encargada de
la polimerizacion del acido hialuronico, mientras que HasB es una UDP-GlcDH. Mediante
mutacidn por insercidn con el transposén Tn9/6 se comprobd que ambos genes son
indispensables para la produccion de capsula en S. pyogenes, y que forman parte de la
misma unidad transcripcional (Dougherty y van de Rijn, 1994). Por otra parte, se demostro
que un plasmido que contiene aparentemente solo estos dos genes era capaz de producir
acido hialuronico en K. coli y en Enterococcus faecalis, un microorganismo al que nunca se
ha descrito como capsulado (DeAngelis y cols., 1993a). Asimismo, HasA es bastante similar
a la proteina NodC de Rhizobium, implicada en la sintesis de oligdmeros de quitina [f-
(1>4)-GlcNAc]; asi, parece que HasA actuaria como una B-(1-»4)-GlcNAc transferasa.
Ya que la sintesis de hialuronato reqguiere ademas una actividad -(1—3)-GlcA transferasa,
pareceria necesaria la presencia de otra enzima con esta actividad (Dougherty y van de Rijn,
1994). Sin embargo, se ha sugerido que HasA podria llevar a cabo ambas reacciones
(DeAngelis v cols., 1993b). Es mas, estos mismos autores han demostrado que, en estirpes
de £. coli K5 que sintetizan UDP-GIcA para la produccion de su propio polisacarido
capsular, solo es necesaria la presencia del gen hasA4 para que se sintetice acido hialuronico.
Por otro lado, se ha observado que la estructura primaria de Ia enzima HasA se encuentra
altamente conservada entre distintas estirpes de estreptococos del grupo A, mientras que
otro factor de virulencia, la proteina M, varia considerablemente entre estas cepas
{DeAngelis y cols., 1994). Ademas, se ha purificado la enzima HasA mediante el uso de
anticuerpos monoclonales y se ha comprobado su capacidad para producir in vifro un
polimero de alto peso molecular (DeAngelis y Weigel, 1994). Por otra parte, partiendo de la
observacion de la pérdida de la capsula, al llegar a la fase estacionaria del crecimiento (van
de Rijn, 1983), mediante estudios de transcripcion del operdn has, se ha observado que la
regulacion de la produccion de écido hialurdnico en S. pyogenes tiene lugar a wnivel
transcripcional (Crater y van de Rijn. 1995). En el operdn has se incluye un tercer y ultimo
gen, denominado AasC (Dougherty y van de Rijn, 1993), que codifica para una enzima con
actividad UDP-Glc pirofosforilasa, esto es, que sintetiza UDP-Gle a partir de glucosa-1-

tostato (Gle-1-Py y UTP (Crater y cols., 1995).
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7. ESTUDIOS SOBRE LA BIOSINTESIS DE POLISACARIDOS CAPSULARES
EN NEUMOCOCO

Como ya se ha comentado anteriormente, hasta el momento se han descrito 90 serotipos
capsulares en neumococo, quimica e inmunoldgicamente diferentes entre si. Las tablas 1 y 2
muestran, en aquellos casos bien conocidos, los monosacaridos que componen cada
serotipo, asi como los que se encuentran mas frecuentemente en aislados clinicos,
respectivamente. Durante dos décadas, entre los afios 1950 y 1970, se llevaron a cabo
numerosos estudios acerca de los procesos bioquimicos que tienen lugar durante la
biosintesis capsular, asi como sobre los factores genéticos subyacentes. Uno de los casos
mejor estudiados es el del serotipe 3, debido a que la estructura quimica de su polisacarido
es muy sencilla, estando constituida por unidades repetidas de acido celobiurdnico [—4)-$3-

D-Glep-(1->3)-B-D-GlepA-(1-»>] (Reeves y Goebel, 1941).

Tabla 1. Estructura quimica de algunos polisacaridos capsulares de neumococo

—5>3)-0-Sugp-(1—54)-0t-D-GalpA-(1>3)-0-D-GalpA-(1 —°

{ =4)-p-D-Glep-(1-3) o-L-Rhap-(1-33)- o-L-Rhap-(1—-3)- $-1-Rhap-(1—>
2
T
i
a-D-GlepA-(16)- a-D-Glep
—3)-p-D-GlepA-(124)-B-D-Glep-(1->

—4)-B-D-Glep-(1->4)-a-L-FucpNAc-(1—-3)-B-Sugp-(1-°

3

T

1
o-L-PnepNAc-(153)-B-D-GlepA
->4)-B-D-GlepA-(1—-4)-B-D-Glep-(1-54)-0-D-Glep-(1—-4)-u-D-Galp-(1->

B-D-Galp
~»4)-B-D-ManpNAc-(1-34)-a-D-Glep-(152)-0-L-Rhap-(1-PO, —

R

ugp, 2-acetamido-4-amino-2, 4, 6, trideoxy-D-galactosa; g Sugp, 2-acetamido-2, 6-dideoxi-D-xylo-

S

a

hexos-4-ulosa; Rha, ramnosa; FucpNAc, N-acetil fucosamina; Man, Manosa; ManpNAc, N-acetil

manosamina; PnepNAc, 2-acetamido-2, 6-dideoxi-L-talosa.
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7.1. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Los estudios acerca de la biosintesis del polisacarido capsular de neumococo revelaron
ciertos principios que parecen poder aplicarse a muchos otros sistemas de sintesis de
polisacaridos. Asi, se describié que fracciones particuladas de células rotas de S
preumoniae catalizaban la incorporacion de las formas activadas de aziicares a moléculas
seroldgicamente reactivas (Smith y cols., 1960b). En el caso del serotipo 3, estas formas
activadas son UDP-Gle y UDP-GlcA. Por otra parte, este tipo de compuestos se acumulan
en el citoplasma de neumococo, cuando se cultiva en el laboratorio, hasta la fase
estacionaria del crecimiento (Smith y cols., 1957a, b; 1959b). Algunos monosacaridos se
encuentran en todas las estirpes, independientemente del serotipo al que pertenezcan. Estos,
por tanto, deben formar parte de rutas metabdlicas generales y, en ciertos casos, también en
fa sintesis del polisacarido capsular. Otros, tales como UDP-GlcA y UDP-GalA, sélo se
detectan en células de serotipos en los que el azicar o algin derivado suyo formen parte del
polisacarido capsular. Estos nucledtidos, por tanto, son serotipo-especificos (Mikeld y
Stocker, 1969). Se han identificado, ademis, algunas de las enzimas que catalizan la
conversion de estos nucledtidos; asi, las que intervienen en la conversion hacia precursores
serotipo-especificos son a su vez especificas (Smith y cols., 1957a; 1958a, b; 1959b; 1960a;
1961a). Segun los estudios realizados, se concluyd que la Glc-1-P es el precursor central
para la sintesis de todas las unidades glicosilicas de los polisacaridos de neumococo (Smith
y cols., 1965).

Otras conclusiones extraidas de esta serie de estudios es que los pasos implicados en la
sintesis capsular son:

) La formaciéon de los precursores de los aziicares que formaran el polisacarido
capsular, mediante la accién de enzimas, algunas comunes y otras serotipo-
especificas.

2) La transferencia de los azucares desde las moléculas donadoras hasta el
polisacarido, mediante la accion de enzimas coun actividad glicosiltransferasas
serotipo-especificas.

En el caso concreto del serotipo 3, estas enzimas han sido bien estudiadas
bioquimicamente. Se han detectado dos enzimas implicadas directamente en la sintesis del
polisacéarido capsular de tipo 3, una de ellas presenta actividad UDP-GlcDH y requiere la

reduccion de NAD a NADH en una relacion estequiométrica de 1:2 (UDP-GlcA:NADH).
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Tabla 2. Distribucién de serotipos o serogrupos en aislados clinicos de S. pneumoniae

6(16)

39,H 3(14) 14 (13,3)
1(8,9) 9 (9) 6B (10,7) 23 (14)
14 (7,9) 19 (9) 18C (8,2) 19 (13)
7F (7,8) 23 (7 19F (7,0) 14 (8)
4 (6.,6) 6(7) 1(7,0) 1(6,5)
6 [A+B] (6,3) 7 (6) 7F (6,9) 5(6,5)
8(5,1) 23F (6,3)
23F (4,4) 19A (4,9)
9V (3,6) 6A (4,8)
: 19F (3,6) 4(3.4)

L.as cifras entre paréntesis indican el porcentaje de los aislados que pertenecen a ese serotipo o

serogrupo. ' Nielsen y Henrichsen (1992); * Fenoll y cols. (1991).

Su presencia se ha detectado nnicamente en aquellas estirpes cuyo polisacarido incluye
UDP-GlcA o compuestos sintetizados a partir de éste (Smith y cols., 1957b; 1958a, b;
1960a). Del mismo modo, se describieron las condiciones de actuacion de la enzima; asi, se
encontrd que su pH optimo era 8,4 y que se activaba por Mg”"; del mismo modo se
describié que en su actividad estaba implicado algin residuo sulfidrilo (-SH) ya que la
enzima se inactivaba rapidamente por la accion del perdxido de hidrogeno, evitindose este
efecto mediante agentes como el tioglicolato potasico (Mills, 1960).

Por otra parte, se describi®é la accidn de un sistema enzimdtico con actividad
glicosiltransferasa, encargado de transferir los aziicares al polisacérido capsular de serotipo
3 (Smith y cols., 1960b). Se vid que este sistema se encuentra presente en la fraccion
particulada de extractos celulares de neumococo, y que para su actividad optima requeria
Mg™", pH 8,4 y una temperatura de 32°C. Ademas, se describid la dependencia de la
actividad glicosiltransferasa, de la presencia de cierta cantidad de polisacarido tipo 3 que
funcionaria como iniciador y al que se iria afiadiendo el polisacarido sintetizado de nove

(Smith y cols., 1961b; Smith y Mills, 1966).

36



INTRODUCCION

Por otro lado, se estudio la sintesis in vitro de polisacarido capsular de serotipo 14 a
partir de los UDP-derivados de los monosacaridos que lo componen y se describi6 asi, la
sintesis simultanea de dos compuestos de naturaleza glicolipidica. El papel desempefiado
por estos compuestos durante la biosintesis capsular se desconoce, aunque se sugirid que
podrian intervenir como iniciadores de la sintesis, es decir, como aceptores iniciales de los
mondsacaridos, o como intermediarios lipidicos del proceso biosintético (Distler y
Roseman, 1964; Distler y cols., 1966).

En general, mediante el andlisis de los nucledtidos presentes en el citoplasma de células
de neumococo de distintos serotipos, se encontré que el mecanismo de formacidn de los
distintos compuestos precursores de la sintesis de los polisacéridos capsulares era similar al
descrito en higado de mamiferos (Mills y cols., 1958). Asi, para las estirpes capsuladas de

serotipos 1 y 3 se propuso el mecanismo mostrado en la Figura 5.

UTP P-Pi INAD 2NADH

Gle-1-P > UDP-Gle

> UDP-GlcA

UDP-GlcA epimerasa
Uridii-transferasa UDP-GicDH '

&

UDP-Sug

Figura 5. Ruta de sintesis de los precursores de los polisacaridos capsulares de los
serotipos 1 y 3 de S. preumoniae. Las flechas grandes indican las enzimas que catalizan
los diferentes procesos bioquimicos, representados mediante flechas finas. Las reacciones
especificas del serotipo 1 se representan mediante flechas finas sombreadas vy las comunes a
ambos serotipos estan indicadas por flechas finas negras. UDP-Sug, 2-acetamido-4-amino-
2, 4, 6, trideoxy-D-galactosa. 7, indica un proceso bioquimico no caracterizado.
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7.2. ESTUMOS GENETICOS

Mediante el analisis de mutantes rugosos espontaneos se obtuvieron numerosos datos
acerca de los elementos genéticos que dirigen la biosintesis capsular en S. preumoniae. Por
un lado, se estudiaron las deficiencias bioquimicas ocasionadas por las mutaciones y por
otro, mediante experimentos de transformacion genética, las relaciones entre los distintos
genes responsables de Ja biosintesis capsular. Asi, a partir de cepas capsuladas de serotipo 3
se obtuvieron mutantes rugosos deficientes en UDP-GlcDH que no sintetizan UDP-GlcA;
sin embargo. extractos obtenidos de estos mutantes incubados con UDP-Gle y UDP-GlcA
todavia eran capaces de sintetizar polisacarido de serotipo 3, lo cual demostraba que el
sistema glicosiltransferasa se encontraba intacto en dichos mutantes (Smith y cols., 1960b;
1961a). Sin embargo. los mutantes obtenidos a partir de una estirpe de serotipo 1 fueron de
tres clases. en funcion de su defecto bioquimico: 1) deficientes en UDP-GlcDH, 2)
deficientes en UDP-GlcA epimerasa (enzima que convierte UDP-GlcA en UDP-GalA), y 3)
deficientes en el sistema glicosiltransferasa (Macl.eod vy Krauss, 1947; Jackson, 1962).

Por otro lado, se realizaron transformaciones genéticas “intratipo’, es decir, experimentos
en los que mutantes no capsulados eran transformados con DNA extraido de estirpes
capsuladas del serotipo original de dichos mutantes, con lo cual se obtienen estirpes
transformantes que han recuperado el fenotipo capsulado. Ademas se hicieron
transformaciones utilizando, como donador, DNA extraido de mutantes no capsulados
distintos de la estirpe receptora, pudiéndose determinar de este modo que la mayor parte de
los mutaciones obtenidas partiendo de cepas de serotipo 3 se encontraban proximas en el
cromosoma (Epbrussi-Taylor, 1951b). En concreto. se analizaron 21 mutantes R
espontaneos aislados independientemente, de tal modo que todas las combinaciones en
parejas de cepas donador-receptor de 20 de ellas, producian transformantes capsulados;
asimismo se comprobd que la cepa restante contenia un defecto adicional en alguna otra
enzima implicada en la sintesis capsular y podria ser un mutante de delecion (Bernheimer v
cols.. 1968). Por otra parte, se observd que las cepas capsuladas podian ser transtormadas
con DNA extraido de cepas rugosas obteniéndose asi transformantes no capsulados, aunque
con baja frecuencia. ya que las cepas capsuladas poseen una eficiencia de transformacion
notablemente reducida (Ravin, 1959; Ephrussi-Taylor, 1951a, b). A este respecto cabe decir
que, en una mayoria sustancial de los casos, las cepas capsuladas que no se transforman

poseen algun tipo de defecto en la produccion del factor de competencia o activador, que
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puede ser revertido mediante la adicion de dicho activador al medio de cultivo (Yother y
cols., 1986; Havarstein y cols., 1995).

Del mismo modo, se hicieron experimentos de transformacion genética ‘intertipo’. En
algunos casos ello supone que el nuevo polisacarido sintetizado contenga azicares no
presentes en el polisacarido original, lo cual supondria la adquisicidn de nuevos genes. Estas
transformaciones implican la pérdida de determinadas actividades enzimaticas y, por tanto,
de sus genes correspondientes (Austrian y cols., 1959). Por tanto, la transformacion
‘intertipo’ habitual consiste en el cambio de un grupo de genes por otro y puesto que
algunas veces estos grupos son muy distintos, al implicar la existencia de un proceso de
recombinacion homologa, los puntos de sinapsis deben incluir regiones homologas situadas
a ambos lados del grupo de genes serotipo-especificos (Mékeld y Stocker, 1969). Ademas,
algunas veces, cuando se transforma una estirpe rugosa con DNA de una cepa capsulada de
serotipo distinto al original del receptor, se obtienen individuos capsulados del serotipo de
la cepa donadora, asi como otros del mismo serotipo que el original del receptor. Este
hecho se debe a que el grupo de genes del DNA donador posee un gen homdlogo al gen
mutado en la cepa receptora con lo cual, se puede producir una recombinacién que afecta
unicamente al gen mutado restaurandose asi su actividad (Hayes, 1966).

Otro fenomeno gue ha permitido obtener datos de gran interés acerca de la disposicion de
los genes capsulares fue observado por Austrian y Bernheimer (1959) cuando, al
transformar algunas estirpes rugosas de serotipo 3, deficientes en UDP-GleDH, utilizando
un DNA donador extraido de una estirpe capsulada de serotipo 1 obtuvieron, ademas de
transformantes de serotipo 1, individuos que reaccionaban con antisueros frente al
polisacarido de tipo 3 (suero anti-S3) y también, aunque de forma mas débil, con suero anti-
S1. A estos individuos se les denomind ‘binarios’ 1-3, ya que sintetizaban ambos tipos de
polisacaridos. Mediante andlisis genéticos se comprobd que estos individuos contenian el
grupo de genes parentales {serotipo 3-especificos) mutado, asi como =l grupo de genes
donador (serotipo 1-especificos). En éste se encuentra un gen que codifica para la UDP-
GleDH del serotipo 1, la cual suple la deficiencia en esta enzima del grupo de genes de tipo
3. De este modo, el UDP-GlcA sintetizado por la enzima de serotipo 1 es utilizado para la
sintesis de ambos tipos de polisacaridos. En estos individuos binarios, el grupo de genes
donadores se habria insertado en el cromosoma, en una region distinta a la que

habitualmente contiene los genes capsulares (Austrian y cols., 1959). Cuando el DNA de
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una estirpe ‘binaria’ se utiliza como donador en un experimento de transformacion en el que
la cepa receptora no capsulada proviene de un serotipo distinto al 1 6 al 3, se obtienen
transformantes de tres clases:

I} no capsulados con un genotipo capsular de tipo 3; 1I) capsulados de serotipo I, y III)
capsulados con fenotipo ‘binario’. Estos ultimos se dan con una frecuencia muy baja, por lo
que podrian ser atribuidos a una transformacion doble mas que a la transformacién con un
fragmento de DNA conteniendo ambos grupos de genes. Por tanto, estos dos grupos de
genes no se encuentran proximos en el cromosoma de S. preumoniae y la obtencion de
estirpes *binarias’, esta supeditada a la existencia de intermediarios comunes a ambas rutas
biosintéticas capsulares y de genes comunes o fragmentos de éstos repetidos en otras zonas
del cromosoma bacteriano { Austrian y cols., 1959),

En resumen, los resultados de los estudios citados indicaban que los genes para la sintesis
del polisacarido capsular se encuentran ligados y pueden transferirse formando un elemento
unico durante la transtormacion genética (Ephrussi-Taylor, 1949). Asimismo, se propuso el
modelo por el cual los genes capsulares serotipo-especificos forman una agrupacion tipo
casete, intercambiable mediante transformacion, dando lugar asi al cambio de serotipo en la
cepa receptora; esta casete ocuparia la misma region del cromosoma en todos los
neumococos. independientemente del serotipo, y estaria flanqueada por regiones altamente
conservadas en todos los serotipos que contendrian. posiblemente, genes capsulares
implicados en funciones comunes de la sintesis del polisacarido (Ephrussi-Taylor, 1951b;
Austrian y cols., 1959; Bernheimer y Wermundsen, 1972). Sin embargo, una excepcion al
modelo de la casete de genes capsulares la constituyen las estirpes “binarias’; en este casc
no se produce un intercambio de casetes capsulares, sino que ambas permanecen en el
cromosoma en regiones distintas y alejadas entre si, presumiblemente como resultado de un
proceso de recombinacion no homologa.

Por otra parte, hace muy pocos afios se ha comenzado a aplicar las técnicas de biologia
molecular al estudio de los genes capsulares. En efecto. en nuestro laboratorio se clonod v
secuencié por vez primera un fragmento de un gen capsular de neumococo, denominado
cap3-1, implicado en la sintesis del polisacérido capsular de tipo 3. Se vio ademds que la
region situada a un lado de éste gen estaba presente en todos los serotipos analizados
mediante experimentos de hibridacion (Garcia y cols.. 1993). Algun tiempo después y

durante el desarrollo de esta tesis, Dillard y Yother clonaron algunos fragmentos de DNA
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situados en torno al gen cap3-1, que ellos denominaron ¢psA, con los que transformaban
ciertos mutantes rugosos de tipo 3, restaurando de este modo el fenotipo capsulado (Dillard
y Yother, 1994). Mas recientemente, estos mismos investigadores han encontrado otros
genes implicados probablemente en la sintesis de la capsula de tipo 3 y han sugerido las
posibles funciones que las proteinas codificadas por ellos podrian tener en este proceso,
aunque estas proteinas no han sido expresadas en ningun sistema heterologo y su funcién no
ha podido ser determinada de manera directa (Dillard y cols., 1995).

Asimismo, también muy recientemente, se han clonado algunos genes implicados en la
sintesis del polisacarido capsular del serotipo 19F de neumococo. Asi, mediante la insercion
en el cromosoma de plasmidos incapaces de replicar en neumococo, de su posterior rescate
y del empleo de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se han
identificado seis genes completos (denominados cpsI9fA-F) y uno incompleto (cpsi9fG)
constituyendo lo que parece ser una tnica unidad transcripcional. Mediante la inactivacion
de cada uno de estos genes por insercién-duplicacion (Morrison y cols., 1984)se ha
propuesto que todos ellos estan implicados en la biosintesis capsular, aunque no se pudo
excluir la existencia de efectos polares. Ademas, se ha comprobado que los genes ¢psi{9fd y
¢ps19fB hibridaban con DNAs pertenecientes a todos los serotipos de neumococo, los dos
signientes genes del operon (cps/9fC y D) lo hacen sdlo con algunos serotipos, mientiras
que los genes cpsiYfE, cpsi9fF y cps19fG parecen estar presentes Gnicamente en el DNA
de estirpes del serotipo 19F (Guidolin y cols., 1994).

En resumen, la organizacion de los genes capsulares en bacterias Gram-positivas, y
concretamente en S. preumoniae, no se ha dilucidado aun, aunque todo parece indicar que,
si bien no es igual en su conjunto a la disposicion encontrada en Gram-negativas, los genes
serotipo-especificos se encuentran agrupados y flanqueados por regiones de DNA altamente

conservadas, las cuales podrian estar implicadas en la biosintesis capsular.
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OBJETIVOS

Como hemos indicado en la Introduccion de esta Tesis, en los ultimos afios se esta
produciendo. un aumento espectacular de las resistencias de neumococo a los antibioticos,
especialmente a los B-lactamicos y mas concretamente a la penicilina. A raiz de este hecho,
se hace necesario un mayor conocimiento de los factores de patogenicidad de este
microorganismo, y principalmente de la capsula polisacaridica, que constituye el principal
factor de virulencia de S. pneumoniae. Por ello, el estudio de los procesos bioquimicos que
dan {ugar a la biosintesis de la cépsula de neumococo asi como de la genética que subyace a
dichos procesos, puede resultar de gran utilidad a la hora de desarrollar nuevas estrategias
para el tratamiento v prevencion de las infecciones causadas por dicho microorganismo. A
pesar de que los procesos genéticos de la sintesis capsular de S. preumoniae han sido
objeto de investigacion durante varias décadas, habiendo dado lugar a descubrimientos
trascendentales para el desarrollo de la biologia moderna, las técnicas del DNA
recombinante no se han aplicado al analisis de los factores que controlan la formacion de la
capsula hasta hace muy poco tiempo y, por tanto, se tienen pocos datos moleculares acerca
de los genes que dirigen la sintesis capsular asi como de las proteinas codificadas por los

mismos.

Tomando como punto de partida lo anteriormente expuesto, los Objetivos de la presente

Tesis son los siguientes:

A) Clonacién, identificacion y analisis molecular de los genes que dirigen la biosintesis

del polisacarido capsular de serotipo 3 de S. pneumoniae.

B) Caracterizacion de las funciones desempefiadas durante la biosintesis capsular de

S. pneumoniae por las proteinas codificadas por los genes capsulares.
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MATERIALES Y METODOS

1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las estirpes bacterianas y los plasmidos que

se detallan en la Tabla 3, y los oligonucleotidos sintéticos descritos en la Tabla 4.
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas se conservaron congeladas a -70°C en medio de cultivo al que se afiadid
glicerol al 10% (v/v) (concentracion final). En el momento de sembrar las cepas, se
descongelaron, incubandose en los medios correspondientes a 37°C, a menos que se indique
lo contrario, con agitacion cuando se trataba de cepas de E. coli y sin agitacidn para las de
S. pneumoniae.

Los cultivos de E. coli se sembraron en medio LB (Sambrook y cols., 1989), afiadiendo
agar al 1,5% (p/v) para cultivos en medio sélido. La concentracion de antibiotico afiadida al
medio LB para el cultivo de cepas resistentes fue, salvo que se indique lo contrario, de 100
pg ml” para la ampicilina (Ap), 10 ug mi” para la tetraciclina (Tet), 0,5 mg ml" para la
eritromicina (Ery) 6 20 pg mi” para el cloranfenicol (Cm). El crecimiento de los cultivos de
E. coli se siguid por turbidimetria a 600 nm (A;y0)con un espectrofotémetro Shimadzu UV-
260.

Para el cuitivo de S, pneumoniae se utilizé el medio C+Y: CpH8 (Tomasz, [970)
suplementado con extracto de levadura 0,08% (p/v) (Difco). Para cultivos en medio sélido,
se afiadio al medio anterior agar al 1,5% (p/v) y catalasa (250 unidades ml") (Bochringer
Manheim) aunque. en otros casos, se utilizaron placas de agar-sangre [Agar de soja
tripticaseina (Hispanlab). suplementado con 5% de sangre desfibrinada de carnero]. Las
cepas de neumococo que contienen derivados de pLSE1 (Ronda y cols., 1988) se
seleccionaron suplementado el medio correspondiente con | pg mi’ de lincomicina (Lin).
La multiplicacion de este microorganismo se siguié por nefelometria con el empleo de un
nefefometro Coleman modelo 9, calibrado para el recuento de células viables donde 1 N=

7.5 x 10" unidades formadoras de colonias (UFC)yml™".
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Tabla 3. Estirpes bacterianas y plasmidos

| Estirpe/plasmido | Genotipo/fenotipo relevante Referencia/origen
L. coli
TG-1 F' (lacl lacZAM15) Gibson, 1984
DHI supE44 hsdR17 recAl endA1gyr4A96 thi-1 reld ] Low, 1968
DHS5¢x (PRUIacZAM1S) endA recAl, hsdR17 (v my) suptAa4 Alacl/169 Hanahan, 1983
C600 thi-1, leuB, thr-1 Appleyard, 1954
DH10B F merd Almrr hsdRMS-merBCY $80dlacZAM15 AlacX74 deoR recAl  Life Technologies
araD139 Alara-lew)7697 gall! galK X rpsL endAl nupG
JIMI109(DE3)* endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (v, m) rel4 1 suptiad i "A(lac-proAB) Promega
[F* traD36 proAB lac"ZAMI15]
BL21(DE3)* E- ompT hsdSg (15" mg) Studier, 1991
MC4100 F aralD 139 AMargF lac)U 169 rpsl. 150 (Str'y relA 1 fIbB5301deoC] Silhavy y cols., 1984
pisk25 rbsk
FF4001 MC4100 gall/95 Gizver y cols., 1988
S, preumoniae
R6 S2 Ottolenghi v Hotchkiss, 1962
M23 Alyt432 837 Garcia y cols., 1993
M24 Aled32 S3 "
MI11 S2° Sanchez-Puelles y cols., 1986
M31 Alyt4 §2° "
M32 AlyiA32 82" Lépez y cols., 1986
406" S3° J. Casal
AG6R2 §3° Austrian y cols., 1959
NS3-1° AlyiA32 83 Esta tesis
NR3-1* LytA  S3° "
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| Estirpe/plismido

’ Genotipo/fenctipo relevante { Referencia/origen

NR3-2°¢
NR3-4 a NR3-16°
M25!

13868°
15783/94°"
49450 "
13888 °
12065°
8595/95°
12928°
13587°
13583°
6028 °
13805°
13783°
8249°
{2950°
13548 "

S. oralis

NCTC 11427 (cepa
tipo)

Plasmidos

pUCI18
pUCI9
pFBY

r

LytA S3°
LytA S3°
AlvtA32 81 M. Mollerach

L

S1 A Fenoll
S2

S3

S4”

S5

S5

S6

S7°

S8

S8

S9'

S14°
S15A° Liu y Tomasz, 1985
S23° A Fenoll

S33 "

Kilpper-Béjz y cols., 1985

Ap" Vieira y Messing, 1982
Ap" Yanisch-Perron y cols., 1985
erm(* Barany y cols., 1982
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I Estirpe/plasmido | Genotipo/fenotipo relevante Referencia/origen
pLSEI ermC, Tc® Ronda v cols., 1988
pUCE191 erm(, Tc® Esta tesis
pLvsS Cm® Studier, 1991
pT7-4 Ap® Tabor, 1990
pT7-7 Ap® Tabor, 1990
pBR325 Ap®, Cm®, Tc® Bolivar, 1978
pGL40 Ap® TR Sanchez-Puelles v cols., 1986
pGL6S Ap® "
pXF405 recl Rhee y Morrison, 1988

“ Estas cepas llevan integrado en su cromosoma el bacteriéfago A DE3, que porta el gen que codifica para la RNA polimerasa del

bacteriofago T7 de F. coli.

* Aislado clinico del serogrupo o serotipo indicado.

¢ Estirpe construida mediante transformacion de M32 con DNA de la cepa 406.
! Mutante rugoso espontaneo de la estirpe M23.

* Mutante rugoso espontaneo de !a estirpe NS3-1.

" Estirpe construida por transformacién de M24 con DNA de la cepa 13868,

! Reststencia constitutiva.
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Tabla 4. Oligonucledtidos sintéticos.

Nombre Secuencia 53"

CAP3APRI TAGCACCGCTAAAGACAGTCC

PCAP3 CGAGGTCATTGGTCAGCAGAAAGTA
PCAP3B CTATACACGCGATTCATATGGCAGAG
PCAP6 CTCTGCTTCATTAAAAGCAACAACC

PCAP7 CCGCCCAACGAATAAGAATAAAGAC
PCAPI0 GATTGAAAACACCCTAGCTCAAGAAG
PCAP1! GAAGTCGCATTTAAACGATTGGTCAG
PCAPI12 TAAAGCAGCTATACAGGATGTGATG
PCAPI3 CCATAAAGCTCTGAATAGTTGCAATAC
PCAP20 GAAAGAGGACTGTAGTCATATGAAAATTG
PCAP21 GTGTGCCCAGCCCTGCAGC

PCAP22 TATAACCGCCCAATGCATAAGAATAAAGAC

Las secuencias subrayadas indican dianas de restriccion creadas por los oligonucleotidos
durante la amplificacion mediante PCR y en las que los nucledtidos en negrita corresponden

a los que no coinciden con la secuencia mostrada en la figura 10.

3. TRANSFORMACION GENETICA

L. coli se transformé utilizando el método con RbCi (Hanahan, 1983) o bien mediante
electroporacion (Dower y cols., 1988),

La preparacion de cepas competentes de neumococo ha sido descrita por Tomasz (1970).
Los cultivos de neumococo poseen competencia natural en una determinada etapa del
crecimiento (a una concentracion celular comprendida entre 280 y 300 N). Una vez que el
cultivo alcanza esta concentracion celular, se le afiade glicerol al 10% y se congela
rapidamente en una mezcla frigorifica de etanol y nieve carbonica. Las células conservadas a
-70°C mantienen la competencia sin pérdida apreciable durante largos periodos de tiempo.
El método de transformacion utifizado fue esencialmente el descrito por Barany y Tomasz

(1980). excepto que la incubacion con el DNA transformante se realizé a 30°C durante 30
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minutos en medio CpHS8 suplementado con seroalbimina bovina al 0,08% (p/v). Después,
los cultivos se incubaron a 37°C durante 90-120 minutos en medio C+Y suplementado con
seroalbumina bovina al 0,08% (fase de expresion), antes de ser inoculados a 37°C en el
medio solido adecuado. Cuando fue necesario aumentar la proporcion de céluias capsuladas
en la suspension, se favorecid la aglutinacion y sedimentacion de las células rugosas

mediante la adicion al medio de expresion de antisuero anti-R (0,5 pl ml™).
4. OBTENCION DE MUTANTES RUGOSOS DE S. pneumoniae

Los mutantes espontaneos no capsulados de neumococo se aislaron mediante subcultivos
repetidos de la estirpe parental capsulada en medio C+Y o en agar-sangre, tal y como se
describié anteriormente (Garcia y cols., 1993). Asimismo se aislaron mutantes rugosos de
neumococo utilizando la técnica de insercion-duplicacion (Morrison y cols., 1984), con las
siguientes modificaciones: un fragmento interno de cada gen se clond en el plasmido
pUCE191 y el plasmido recombinante asi obtenido se utilizé para transformar la estirpe
M23 de neumococo. A continuacion, se seleccionaron los transformantes Lin® y se observo
su fenotipo capsulado o rugoso, que fue posteriormente contfirmado mediante la técnica de

*Queltlung’ (ver mas adelante).

5. SEROTIPADO

La presencia de capsula en neumococo se puso de manifiesto mediante la reaccidn de
‘Quellung’. Para ello se extendio una gota de una suspension de neumococo sobre un
portaobjetos y se seco al aire. A continuacidn se depositd una gota de antisuero anti-
neumococo al que se le habia ahadido una gota de azul de metileno y al cabo de unos
minutos, se examind la preparacion al microscopio con objetivo de inmersion. La capsula
parece de este modo estar hinchada y se visualiza como un halo claro rodeando a la
bacteria; este efecto se produce como consecuencia de un aumento en el indice de
refraccion del polisacarido al reaccionar con los anticuerpos. Los antisueros usados fueron

suministrados por el Staten Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca.
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6. EXTRACCION DE DNA

Para la extraccion de DNA cromosomico en pequeiia escala a partir de cepas de
neumococo LytA’, se utilizaron 10 ml de un cultivo en medio C+Y a una concentracion
aproximada de 800 N. Este cultivo se centrifugd a 10.000 x g, durante 5 minutos a 4°C. Las
células se resuspendieron en 0,4 ml de tampdn fosfato sodico 20 mM, pH 6,9 y se afiadieron
25 ul de una solucion 0.5 M de EDTA (pH 8,0). A continuacion se aiiadieron entre 5 y 10
pg de amidasa LytA (Garcia y cols., 1987) y se incubo a 37°C durante 20 minutos, tras lo
cual se tratd la suspension con 50 ul de una solucion de desoxicolato sodico (DOC) al 10%
y se incubo a 37°C hasta observar la lisis total de la suspension. A continuacion, se
afiadieron 5 ul de una sojucién de RNasa a 10 mg ml’ y se incubd una hora a 37°C.
Después se agregd Proteinasa K (concentracién final 150 pg ml'} y se incubé una hora a
37°C. A continuacion. se afiadieron 0,5 ml de una solucidn de fenol:icloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), se mezcld y se centrifugd a 12.000 x g durante 15 minutos a
temperatura ambiente, desechando la fase organica. A la fase acuosa se agregaron 50 ul de
una solucion 3M de acetato potasico (pH 4.8) y | ml de etanol absoluto, enfriando la
mezcla durante 20 minutos a -20°C, tras lo cual se centrifugd a 12.000 » ¢ durante 5
minutos. El precipitado se lavd con 1 mi de etanol al 70% y se secé al vacio durante 10
minutos. EI DNA asi precipitado se disolvié a temperatura ambiente en 0.5 mi de TE {10
mM Tris-HCI (pH 8.0), 1| mM EDTA].

Cuando se purifico el DNA de una cepa de neumococo LytA', las células se
resuspendieron en 0.4 ml de una solucién compuesta de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 30 mM
EDTA, 0.4% sarkosyl y 0,1% Triton X-100 (Morrison, 1978} y se incubaron a 37°C hasta
producirse la lisis total. El resto del proceso se llevo a cabo de la manera descrita
anteriormente. omitiendo la adicion de acetato potasico antes de precipitar el DNA.

[La extraccion de DNA a gran escala de cepas LytA' de neumococo se realizé siguiendo el
meétoda descrito por Fenoll y cols. (1994). En el caso de cepas LytA™ se partid de 400 mi de
cultivo v se efectud de manera similar a la descrita para la preparacion en pequena escala
aumentando 40 veces las cantidades de los reactivos usados. Tras la lisis de las células se
procedio siguiendo el método descrito para las cepas LytA .

La preparacidon de plasmidos a partir de las cepas de E. coli se realizo utilizando el

método de Bimboim y Doly (1979} tal y como lo describen Sambrook v cols. (1989). En
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ocasiones, los plasmidos se purificaron en gradientes de CsCl-bromuro de etidio segun se
describe en Sambrook y cols. (1989).

La concentracion de DNA se estimd a partir de la absorbancia de la solucidén a 260 nm
(A260). Una solucion de DNA de 50 ug ml™! posee una Ay de 1, cuando se utilizan cubetas

de | cm de paso optico.

7. EXTRACCION DE RNA

La cepa 406 de S. pneumoniae se incubd en medio C+Y (30 mi) hasta unos 500 N. Las
muestras se centrifugaron y lavaron con TEC (10 mM Tris-HCI pH 8,0;10 mM EDTA). Las
células se lisaron con 0,4 ml de TEC conteniendo 0,1% de DOC, congelandose dos veces
en nitrogeno liquido. Posteriormente, se afiadieron 50 pl de SDS al 10% y 50 pl de acetato
sodico 2 M pH 4,0. A continuacion, se afiadieron 500 pl de fenol equilibrado con agua
{fenol fundido conteniendo hidroxiquinoleina al 0,1% (p/p) y equilibrado con tres
volimenes de agua) a 60°C, se mezcléd enérgicamente y se incubd a 60°C durante 5 minutos.
Las muestras se centrifugaron recuperdndose la fase acuosa y extravéndose el RNA
mediante dos tratamientos a 60°C con 400 pl de fenol equilibrado con agua y precipitandose
posteriormente con etanol absoluto. El RNA se disolvid en el volumen adecuado de TEC.
El DNA presente en las muestras se elimind mediante tratamiento a 37°C durante una hora
con DNAsa | libre de RNasa (Pharmacia) en presencia de un inhibidor de RNasas (RNAsine
de Boehringer). l.a concentracion de RNA se estimd sabiendo que una unidad de A,
equivale a una concentracién de 40 pg ml'. Para determinar la pureza del RNA, las

muestras se analizaron en un gel de agarosa al 1% y se almacenaron a -70°C.
8. ELECTROFORESIS DE DNA

8.1. ELECTROFORESIS CONVENCIONAL

Se utilizaron geles de agarosa al 0,7 6 al 1% en tampon TAE (Tris-HC1 40 mM, acido
aceético 20 mM., EDTA 2 mM, pH 8,1), utilizando el mismo tampoén como electrolito. A las
muestras se les afiadio 1/4 de su volumen de una solucion compuesta por Ficoll 400 al 30%
(p/v), azul de bromofenol al 0,2% (p/v), xilencianol al 0.2% y EDTA 40 mM pH 8,0. La

electroforesis se realizd a 100-150 V durante 60-90 minutos y. una vez finalizada, los geles
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se tifieron con bromuro de etidio (5 pg mi”) y los fragmentos de DNA se visibilizaron con
radiacion ultravioleta. Como marcadores de tamafio, se utilizaron el DNA del fago A
digerido con la enzima de restriccion BsfEll (Amersham), y la forma replicativa (RF) del

DNA del fago $X174 digerido con Haelll (New England Biolabs).

8.2. ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO {PFGE)

La preparacion del DNA de S. pneumoniae y S. oralis, embebido en bloques de agarosa,
se llevo a cabo segun describieron Gasc y cols. (1991). El DNA se digirid con las enzimas
de restriccion adecuadas en cada caso. Para la electroforesis se utilizaron geles de agarosa al
1% en TBE-SG (Tris 75 mM, &cido borico 25 mM, EDTA 0,1 mM) (Stiblitz y Garletts,
1992). La electroforesis se llevo a cabo a 9°C en este mismo tampdn, a 200 V con una
rampa ascendente de pulsos de 1 a 40,2 segundos durante 24 horas, utilizando un aparato
CHEF-DRII (Bio-Rad). A continuacion los geles se tifieron durante 20 minutos en bromuro
de etidio (1 pg ml"). previamente a su examen bajo radiacion ultravioleta. L.os marcadores
de tamano utilizados fueron moléculas concatenadas de AcI857Sam7 (Bio-Rad) y

cromosomas de Saccharomyces cerevisiae (Bio-Rad).
9. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para llevar a cabo la amplificacion se empleé un equipo ‘Gene ATAQ Controller’
(Pharmacia-LKB) y las enzimas Pfu DNA polimerasa (Stratagene) o Replitherm'™ DNA
polimerasa termoestable (Epicentre) de acuerdo con las instrucciones de los proveedores.
Las condiciones de amplificacion se especificaran en cada caso. Los productos amplificados

se purificaron utilizando P-Agarasa (New England Biolabs) o con el “kit” Geneclean (Bio

101).
10. SECUENCIACION DE DNA

La secuenciacion manual de DNA se realizd segliin el método de Sanger y cols. (1977).
Para la reaccion de secuenciacion se utilizo el “T7 Sequencing™ Kit’ (Pharmacia) y como
nucledtido marcado radiactivamente, [o-" SJATP (3.7x10" Bq mmol"') (Amersham),

siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.

53



MATERIALES Y METODOS

Durante la Oltima parte de esta tesis, la secuenciacion se llevd a cabo utilizando un
secuenciador automdatico modelo Abi Prism 377™ (Applied Biosystems). Para la reaccion
de secuenciacion se utilizd el ‘Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit® de
Applied Biosystems, v la DNA polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones de
los suministradores. Las reacciones se llevaron a cabo mediante la técnica de PCR con un
termociclador *Gene Amp PCR System 2400’ de Perkin-Elmer.

La secuenciacion directa de los productos de la técnica de PCR se llevé a cabo con el
‘fmol DNA Sequencing System’ de Promega, de acuerdo con las indicaciones de los
proveedores.

Para el andlisis de las secuencias de DNA se utilizd el paquete de programas del
‘Winsconsin Genetics Computer Group’ (Madison, Winsconsin, USA) (Devereux y cols.,
1984). Las secuencias de aminoécidos deducidas a partir de la de nucleotidos se
compararon con las existentes en las bases de datos Swissprot y PIR, asi como con las

secuencias deducidas de las incluidas en las bases de datos GenBank y EMBL..
11. TECNICAS DE HIBRIDACION DE DNA y RNA

11.1. MARCAJE DE SONDAS

Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente (sondas) se obtuvieron mediante la
técnica del ‘random-primer® utilizando {«-""P}dCTP (14,8x10'2 Bq mmol ', 3,7x10° Bq ul™)
(Amersham). el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de £. coli (Pollk), la solucidén

de iniciadores (‘primers’) y los ANTPs (Pharmacia), segiin se indica en Sambrook y cols.

(1989).

El marcaje de oligonucleotidos sintéticos se llevdé a cabo mediante la utilizacion de la
polinucledtido quinasa del bacteridfago T4, utilizando [y-"PJATP (18,5%10" Bq mmol”,
3.7x10° Bq pl'). siguiendo las indicaciones de Sambrooks y cols. (1989).

Los fragmentos de DNA marcados con biotina se obtuvieron mediante la utilizaciéon del

sistema ‘PolarPlex Chemiluminiscent Blotting Kit® (Millipore) de acuerdo con las

instrucciones de los proveedores.
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11.2. ‘“SOUTHERN-BLOT®

l.a hibridacion por la técnica de Southern se realizd segun el protocolo descrito por
Sambrook vy cols. (1989). El DNA se transfiric a membranas de nylon ‘Immobilon-§’
{Millipore) v la hibridacion se llevd a cabo a 65°C, con sondas marcadas con biotina de

acuerdo con las indicaciones de los proveedores.

11.3. ‘Dor-BLOT’

LI DNA (aproximadamente 1 jug) fue desnaturalizado por tratamiento durante 10 minutos
a 37°C en NaOH 0,5 M; a continuacion, se depositdé sobre una membrana ‘Immobilon-§’
{Millipore) utilizando un aparato de ‘dot-blot’ (Bio-Rad). L.a membrana se sumergid en
solucion desnaturalizante (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M) durante | minuto, se transfirid
después a una solucidn neutralizante [Tris-HC1 0,5 M (pH 7.,2); NaCl 1,5 M; EDTA 1 mM]
durante 1 minuto y se seco al aire. El DNA se unio covalentemente a la membrana mediante
irradiacion ultravioleta durante 10 minutos. {_a hibridacion con la sonda marcada con biotina

se realizo a 65°C siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la técnica de

‘Southern-blot’.

11.4. ‘NORTHERN-BLOT’

Tras el aislamiento de RNA, tal como se indicé en el apartado 7 de Materiales y Métodos,
las muestras se cargaron en geles de 1% de agarosa conteniendo 2,2 M de formaldehido y
se sometieron a electroforesis a 9 V cm’ durante unas 18 horas. El gel se lavo varias veces
contra agua y se tratd segun describen Sambrook y cols. (1989). La transferencia de RNA
se realizo mediante vacio utilizando 20xSCS (SCS 1x: NaCl 150 mM, citrato trisodico 15
mM}). La membrana se secd durante 30 minutos a 65°C y, posteriormente, se fijo el RNA
con radiacion ultravioleta (10 minutos). La hibridacion con la sonda de DNA marcada con

[at-""P1dCTP. se realizd a 65 °C durante 14 horas.

12. TECNICA DE ‘PRIMER EXTENSION’ PARA LA DETERMINACION DE LOS
SITIOS DE INICIACION DE LA TRANSCRIPCION

El RNA (20 pg) y el oligonucledtido marcado radiactivamente en su extremo 5° con

[y-“P1ATP (10° cpm) se precipitaron conjuntamente, resuspendiéndose el sedimento en 30
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ul de buffer de hibridacion [PIPES (N,N'-bis[acido 2-etanosulfonico]-piperazina) 40 mM
pH 6.4; EDTA 1 mM; NaCl 0.4 M y 50% formamida], desnaturalizando a 85°C durante 10
minutos ¢ incubando 12 horas a 30°C. El hibrido RNA-oligonucleotido se precipito con
etanol y se disolvié en 10 pl de la mezcla de reaccion de la transcriptasa inversa {tampon
AMYV (1x) (Promega); dNTPs 0,9 mM, pH 7; 0.4 U de RNAsine, y 3 U de enzima (virus de
la micloblastosis aviar, Promega)]. La reaccion de extension transcurre durante una hora a
42°C y se detiene con NaOH a una concentracion final de 0,4 M, manteniéndose 12 horas a
temperatura ambiente para desnaturalizar los acidos nucleicos. Posteriormente se neutralizd
la mezcla con acido acético 0.4 M, los 4cidos nucleicos se precipitaron con dos volimenes
de etanol absoluto. y se disolvieron en una solucion que contiene azul de bromofenol ai
0,15%, xilencianol al 0,15%., EDTA 5 mM (pH 7.,5) y 48,75% de formamida desionizada.
La determinacién del sitio de iniciacion de la transcripcion se llevo a cabo mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6% conteniendo 8 M de urea y autorradiografia
posterior. Como referencia se utilizé una reaccién de secuenciacion del plasmido que

contiene la zona promotora objeto de estudio.

13. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-
SDS (SDS-PAGE)

Las electroforesis analiticas de proteinas se realizaron en todos los c¢asos en
condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS. La técnica descrita fue la utilizada por
Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida en placa (160 mm = 100 mm x 2 mim) a
una concentracion de entre el 8 y el 15%. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos en
presencia del tampon de ruptura (Tris-HC1 62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2%, B-mercaptoetanol
al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofeno! al 0,005%). Las electroforesis se realizaron a
temperatura ambiente y a 50 mA (corriente constante), utilizando un electrolito que
contenia Tris-HCI 0,025 M, glicina 0,192 M y SDS al 0,1%. Las proteinas de los geles se
visualizaron con azul brillante de Coomassie R-250, segun se describe en Swank y
Munkress (1971). Las proteinas empleadas como marcadores de tamano molecular se
adquirieron de Bio-Rad: fosforilasa b (92,5 kba), seroalbimina bovina (66,2 kDa),

ovoaibumina (43 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa) e inhibidor de tripsina (21,5 kDa).
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14, OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS DE CULTIVOS BACTERIANOS

Para obtener extractos de E. coli se cultivaron las células en el medio adecuado a
37°C durante 16 horas (fase estacionaria de crecimiento). A continuacion, se diluyo 1/75
(v/v) el cultivo en medio fresco (volumen final 100 ml) y se continué la incubacion el
tiempo adecuado a cada caso, tras lo cual se afiadio Isopropil B-D-tiogalactosido (IPTG)
(0,5 mM, concentracion final). La incubacion se prolongé el tiempo indicado en cada caso.
A continuacion, se enfriaron los cultivos a 4°C, se centrifugaron a 6.000 x g durante 10
minutos y se resuspendieron las células en 5 ml de tampodn fosfato sodico 50 mM pH 7,0.
Una vez homogeneizada la suspension, las células se rompieron mediante 3 tratamientos de
ultrasonidos de 10 segundos de duracion cada uno, empleandose un sonicador MSE modelo
MK2 y manteniendo siempre la muestra a 4°C. En determinados casos, la suspension se
centrifugd a 16.000 x g durante 10 minutos a 4°C para separar la fraccion soluble de la
particulada. tras lo cual se valord la fraccion proteica de ambas muestras mediante el
método de Bradford (1976) y se analizaron las muestras mediante SDS-PAGE.

Para la obtencidn de extractos celulares de estirpes de S. preumoniae, éstas se
cultivaron en 10 ml de medio C+Y durante unas 6 horas y al alcanzar la fase exponencial
tardia de crecimiento. se transfirieron a 100 m! de medio fresco continuandose la incubacion
hasta alcanzar una turbidez de 500 N. A continuacion se enfrié el cultivo a 4°C y se
centrifugd a 10.000 x g durante 20 minutos a esta misma temperatura. Las células se
resuspendieron en 3 ml de tampdn fosfato sodico SO0 mM pH 7 y se sometio la muestra a
tres tratamientos de ultrasonidos de 10 segundos cada uno utilizando un sonicador MSE
modelo MK2 y manteniendo las células en todo momento a 4°C. El polisacarido capsular

presente en el lisado celular obtenido se analizo por inmunodifusion doble en gel.

15. DETERMINACION DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE LLAS PROTEINAS
CAP3A, CAP3IB Y Car3C.

[.a preparacion de las muestras se realizo siguiendo exactamente el método descrito

por Speicher {1994) v se determind la secuencia de aminodcidos del extremo N-terminaj de
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las proteinas Cap3A. Cap3B y Cap3C, mediante el método de degradacion de Edman. Para

elio se utilizo un secuenciador automatico modelo 477A (Applied Biosystems).
16. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

16.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD UDP-GLCDH

El ensayo se realizo segin el método descrito por Schiller y cols. (1973) modificado
de acuerdo a ciertas caracteristicas de la enzima de S. preumoniae descritas por Mills
(1960). La estirpe de E. coli conteniendo el gen cap3A clonado, se cultivo en 10 mi de LB
suplementado con 100 pg ml"' de ampicilina durante una noche; a continuacion se diluyo
1/100 en 100 ml de medio fresco y se continud la incubacion hasta alcanzar una A de 0,6.
A continuacion, el cultivo se incubd durante 30 minutos a 30°C, tras lo cual se suplemento
con IPTG (0.5 mM, concentracion final) la incubacion se prolongd durante 75-90 minutos a
30°C, se enfrio el cultivo a 4°C y se centrifugd a esta misma temperatura a 6.000 x g
durante {0 minutos. Las células se lavaron con 50 ml de tampon de ensayo [100 mM Tris-
HCI (pH 9.0), 10 mM tioglicolato potasico, 5 mM MgCl,| v se resuspendieron finalmente
en 3 ml del mismo tampdn. Las células se rompieron mediante tres tratamientos de
ultrasonidos de 10 segundos cada uno. manteniendo la muestra siempre a 4°C. A
continuacion. se centrifugo el lisado celular a 16.000 x g, durante 15 minutos a 0°C, tras lo
cual se recogid el sobrenadante que sirvio como extracto enzimatico para el ensayo
posterior. L.a concentracion de proteinas se determind mediante el método de Bradford
(1976) utilizando seroalbimina bovina como patrén,

El ensayo se realizé a 30°C en una cubeta de espectrofotometro con un volumen total
de ! ml de tampon de ensayo suplementado con 1 mM de UDP-Glc y 2 mM de NAD; la
reaccion comenzd afladiendo cantidades variables de extracto enzimatico. La oxidacion de
NAD a NADH se determind midiendo el aumento de A en un espectrofotometro
Shimadzu UV-260. Una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima necesaria
para producir 2 pmoles de NADH por minuto, a 30°C. La relacion entre aumento de 454 v
pmoles de NADH producidos se realizé mediante la aplicacion de la ley de Lambert-Beer,
cuya ecuacion es: Ay = b x M X g; donde b es la longitud del paso optico (1 ¢m), M es la
concentracion molar de NADH v e es el coeficiente de extincion molar, en el caso del

NADH, & = 6220 M em™,
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16.2. IDENTIFICACION DEL PRODUCTO DE REACCION DE LA ENZIMA UDP-GLcDH

Los productos de la reaccion se analizaron por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se utilizd un procedimiento modificado del descrito por Holstege v
cols. (1982). Tras llevar a cabo la reaccion enzimatica durante i hora en presencia de 250
nCi de UDP-[U-"C]Jglucosa (1,14x10' Bq mmol '), se analizaron 100 ul de la reaccion en
un equipo de HPLC (Gilson) provisto de una columna de intercambio anidnico Spherisorb-
10-SAX (4,6 ¥ 150 mm) (Spherisorb). La elucion de la columna se llevo a cabo mediante
un gradiente de concentracion de fosfato monopotasico. El eluyente A consistio en KH,PO,
20 mM pH 4,1 mientras que el eluyente B contenia KH,PO, 500 mM pH 4,6. El eluyente de
alta concentracion se afiadio al de baja mediante dos gradientes lineales, alcanzando el 6%
(v/v) en el minuto 6, y el 100% en el 36. El flujo se mantuvo constante a 1,5 ml min”'. Se
recogieron fracciones de 0,5 ml y se determind la radiactividad de las mismas con un

contador de centelleo 1219 Rackbeta (LLKB Wallack).

17. EXTRACCION DE POLISACARIDO CAPSULAR DE NEUMOCOQCO

El método empleado es una modificacion del descrito por Lund y Henrichsen (1978).
Esta modificacion consiste en la inclusion de, al menos, dos procesos de eliminacion de
proteinas por tratamiento con cloroformo/aicohol iscamilico (24/1) (v/v). Asimismo, si la
estirpe utilizada es un mutante /yt4 se incluyd un paso previo a la lisis con DOC, en el que

se trataron las células durante 30 minutos a 37°C, con 5 ug ml' de amidasa LytA puriticada.

18. MISCELANEA

18.1. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR DE E, coli

L.a preparacion de esferoplastos y el fraccionamiento de las células de £. coli se realizd
segun el método descrito por Osborn y cols. (1972). La lisis de los esferoplastos se efectuo
mediante resuspension en agua. De este modo se obtuvieron tres fracciones: a)
citoplasmatica, b) membranosa, y ¢) peripldsmica. La presencia de polisacarido capsular de
serotipo 3 de neumococo en estas fracciones se determiné mediante inmunodifusion doble

en gel (ver mas adelante).
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18.2. MANIPULACION DEL DNA CON ENZIMAS DE USO COMUN EN BIOLOGIA
MOLECULAR

L.as endonucleasas de restriccion se obtuvieron de Boehringer Manheim, Amersham,
Pharmacia o New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de ternera se obtuvo
de Boehringer Manheim, asi como la DNA ligasa, Pollk y la polinucledtido quinasa del fago
T4. l.as enzimas y sus tampones correspondientes se utilizaron siguiendo, en cada caso, las

indicaciones recomendadas por las casas comerciales correspondientes.

18.3. INMUNODIFUSION DOBLE EN GEL

Se siguio el procedimiento descrito por Ouchterlony y Nilson (1973). Sobre un
portaobjetos se extendid una capa de agarosa al 1%. Se hicieron unos pocillos en los que se
cargaron distintas cantidades de extractos celulares, asi como de antisueros serotipo-
especificos, v se incubd durante 12-18 horas a 37°C en atmodsfera himeda, tras lo cual se

aprecian las bandas de inmunoprecipitacion.

18.4. DETERMINACION DE ACIDOS URONICOS
La determinacion del contenido en acidos urdnicos del polisacarido purificado y de los
ensayos enzimaticos se realizd mediante el test del carbazol (Bitter y Muir, 1962). Para la

realizacion de la grifica patrdn se utilizaron soluciones estandar de acido glucurénico.

18.5. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

La determinacion de los carbohidratos totales presentes en una muestra se realizd

mediante el test de la Antrona (Loewus, 1952),

18.6. DETERMINACION DE LA MASA DEL POLISACARIDO CAPSULAR

Se realizo mediante filtracion en gel (Howard y cols., 1971), utilizando Sepharose

Cl.-4B (Pharmacia Biotech).

18.7. PREPARACION DEL ANTISUERO ANTI-R (ANTISOMATICO)

El antisuero anti-R se prepard segan el método descrito por Ravin {1959) utilizando

celulas pertenecientes a la estirpe R6,
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I. CLONACION, SECUENCIACION Y ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LOS
GENES CAPSULARES DEL SEROTIPO 3 DE S. pneumoniae

Previamente a la realizacion de esta tesis, en nuestro laboratorio se habia clonado en £.
coli DH1 un plasmido, denominado pLGIL1, que contenia un fragmento de DNA de la cepa
406 de neumococo, que aparentemente englobaba un gen, cap3-/ (denominado cap3d a
partir de ahora). implicado en [a sintesis del polisacarido capsular de serotipo 3 de
neumococo (Garcia y cols., 1993). Ademas, se habia construido una serie de subclones de
este plasmido mostrados en la Figura 6. Sin embargo, observamos que al hibridar DNA de
Ja cepa 406 digerido con la enzima Scal, con el plasmido pLGL1, obteniamos dos bandas de
hibridacién correspondientes a fragmentos de DNA de unos tamafios aproximados de 2,5 y
2.2 kb. Por otra parte, cuando hibridamos este mismo DNA con el plasmido pLGL9,
obtuvimos una unica banda de hibridacién que correspondia al fragmento de 2,5 kb anterior,
mientras que cuando utilizamos como sonda el plasmido pLGL 10, observamos que la inica
banda de hibridacion obtenida, correspondia al fragmento de 2,2 kb que hibridaba con
pLGL1. Por tanto concluimos que durante la clonacion de pLGL1 se habia producido una
fusion de dos fragmentos Scal de DNA, perdiéndose posiblemente un fragmento de DNA
de pequefio tamano en la zona de unidon. Ademds, encontramos que la hibridacion del
mismo DNA con el plasmido pLLGL3 producia las mismas bandas obtenidas con pLGL1, lo
cual indicaba que la fusion se habia producido en la zona contenida en pLGLS. Por otro
lado. mediante un experimento de Southern-blot similar a los anteriores, utilizando como
sonda el plasmido pLL.GL15 (Garcia y cols.,, 1993), encontramos que la regidon de DNA
implicado en la sintesis capsular, se encontraba en el fragmento Scal de 2,5 kb.

Por otra parte, aislamos varios mutantes no capsulados (rugosos) espontaneos tal y como
se indica en el apartado 4 de Materiales y Métodos; dichos mutantes se encuentran descritos
en la Tabla 3. Utilizando el plasmido pl.GL1 como DNA donador, se realizaron
experimentos de transformacion de todos estos mutantes rugosos, exceptuando la cepa
M24, ia cual se habia utilizado durante la clonacion de pLGLI1; en ningin caso se
encontraron transformantes capsulados, por lo que se concluyé que las mutaciones

presentes en estas estirpes se localizaban en otras regiones del DNA de la estirpe 406.
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Figura 6. Mapa fisico de Ia regién de DNA de neumococo contenida en pLGL1. Ba, BamHI; C, Clal; H,
HindlIL; P, Psil; Pu, Pvull; Sa, Sacll; Sc, Scal. La flechy representa la posicion del gen cap3A. Debajo se
muestran {os insertos contenidos en algunos plasmidos recombinantes, construidos a partir dc pLGLI,
utilizados en cste trabajo.

Figura 7. Mapa fisico de 1a region de DNA de la cepa 406 situada alrededor del inserto de pLGL1, La
barra negra indica ¢l [ragmento Scal de 2,5 kb contenido en pLGLLI que contiene la region implicada en la
biosintesis capsular. Debajo se¢ representan los [ragmentos obtenidos con algunas endonucleasas de
restriceion y sus tamafios aproximados. P, Psil; K, FeoRI; S, SnaBT B, Bell, Py, Pvul; H, Hindlll; Sc, Scal.
C, Clal.

1.1. REALIZACION DE UN MAPA FiS1CO DE LLA REGION DE DNA QUE CONTIENE EL GEN
CAP3A.
Como paso previo a la clonacion de esta region, procedimos a realizar un mapa fisico de
la zona en la que se encontraba el fragmento Scal de 2,5 kb. Dicho mapa fue elaborado
mediante experimentos de Southern-blot hibridando fragmentos de restriccidn de DNA de

la cepa 406 con diversos subclones del plasmido pLGL1. se muestra en la Figura 7.
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1.2, CONSTRUCCION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE PKER1

Tal y como se observa en la Figura 7, la endonucleasa EcoR1 libera un fragmento de DNA
de la cepa 406 de un tamaifio aproximado de 10 kb, que contiene el fragmento Scal de 2,5
kb donde se encuentra una region implicada en la sintesis capsular, Utilizando el fragmento
EcoRl como DNA donador en experimentos de transformacion genética de los mutantes
rugosos espontaneos obtenidos en el laboratorio {Tabla 3), observamos que este fragmento
era capaz de producir transformantes capsulados a partir de todos ellos.
Para clonar este fragmento, digerimos DNA de la cepa 406 con EcoRl y separamos los
fragmentos producidos mediante electroforesis en geles de agarosa, tras lo cual purificamos
los fragmentos de aproximadamente 10 kb y los ligamos a pBR325 previamente digerido
con EcoRl y tratado con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP); utilizamos la
mezcla de ligacion para transformar E. coli DHI, seleccionamos los transformantes Ap®
Cm®, purificamos los plasmidos contenidos en dichos transformantes y probamos su
capacidad para transformar el mutante M24 al fenotipo capsulado. De este modo obtuvimos
un plasmido recombinante, denominado pKERI, que corntenia un fragmento de DNA de la
cepa 406 de aproximadamente 6,5 kb, segiun se pudo comprobar mediante digestion con
distintas endonucleasas de restriccion (Figura 8). Por tanto, el fragmento EcoRT de 10 kb
habia sufrido una delecion de aproximadamente 3,5 kb en uno de sus extremos,
concretamente en la regién donde se encontraba el gen cap3A. Mediante transformacion de
fos mutantes rugosos de serotipo 3 con pKERI comprobamos que, si bien este pldsmido
contenia un fragmento de DNA capaz de transformar al fenotipo capsulado a varios de
ellos, entre los que se encontraba el mutante M24. otros mutantes no se transformaban con
pKER]. lo cual indicaba que la delecién incluia regiones de DNA implicadas en Ja sintesis

capsular (ver apartado 6 de esta seccion).

1.3. SUBCLONACION DEL INSERTQ CONTENIDO EN PKER1
Para facilitar el proceso de secuenciacion del fragmento de DNA clonado en pKERI,
construimos varios plasmidos recombinantes que contenian diferentes fragmentos del

inserto correspondiente (Figura 8). La construccion de estos plasmidos se detalla en la

Tabla 5.
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Figura 8. Fragmento de DNA de neumococo contenido en el plasmido pKERI. Sobre
el fragmento contenido en pKER1 se muestra la region de DNA situada a ambos lados de
este inserto. La barra negra representa el fragmento de 2,5 kb contenido en pLGL1 (Fig. 7).
En la parte inferior se indican los insertos de los plasmidos recombinantes construidos a
partir de pKER1. E, EcoRl; P, Pstl; S, SnaBIl; B, Bell; Py, Pvul; Sp, Sphl; H, Hindlll; Sc,
Scal; C. Clal;, St, Sl S, Sall; Ec, Ecod7111; Sa, Sacl.

Tabla 5. Construccion de plasmidos a partir de pKER1

Plasmido Inserto de DNA Vector/endonucleasas
{endonucleasas utilizadas /tamaiio) utilizadas

pKER3 Hind11§/0,9 kb pUC18/HindlIll

pKER4 Psi1/3.2 kb (incluye un fragmento de pBR325)  pUCi8/Pstl

pKERS Hindl11/2.5 kb pUC18/Hindlli

pKER7 FeoR1+-Scal/3,5 kb pUC18/EcoRI+Smal

pKERS EcodTIN+S5phl/0,7 kb pUC18/Smal+Sphi

pKER10 Sall+HindH1/2,1 kb pUCT8/Sall+HindlIl

pKER!1} Stul+Sali/1 kb pUC18/Smal+Sall

pKERI2 EcoRl+S5naBl/0,5 kb pUC18/EcoR]l+Smal
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1.4. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE PKER2

Como ya se indico anteriormente, habiamos comprobado que el fragmento EcoRl de 10
kb habia sufrido una delecion durante el proceso de clonacién. Debido a que la zona
delecionada incluia regiones implicadas en la biosintesis capsular, abordamos su clonacion
digiriendo los fragmentos EcoRI de 10 kb del DNA de la cepa 406, purificados mediante
Geneclean tras la electroforesis en un gel de agarosa, con la endonucleasa Scal y los
ligamos a pUCI8 previamente digerido con EcoRl y Smal. Esta mezcla de ligacion la
utilizamos para transformar . coli DHI, tras lo cual purificamos los plasmidos contenidos
en los transformantes Ap" y probamos su capacidad para transformar el mutante rugoso
NR3-6, no transformable con pKERI], al fenotipo capsulado. De este modo obtuvimos el
plasmido recombinante pKER?2 y se comprobé que era capaz de transformar igualmente al
resto de los mutantes rugosos que no eran transformados por pKERI, asi como a aquelios
que también se transformaban con éste, excepto M24 (ver apartado 6 de esta seccidn).
Mediante el analisis con diferentes endonucleasas de resiriccion, realizamos un mapa fisico
del inserto contenido en pKER2 (Figura 9), observandose que contenia un fragmento de
DNA de la cepa 406 de neumococo de un tamafio aproximado de 3,5 kb, que contenia el

extremo FcoRI del fragmento de 10 kb ya aludido.

1.5, SUBCLONACION DEL INSERTO CONTENIDO EN PKER2

Puesto que la mayoria de las mutaciones espontaneas que habiamos seleccionado se
localizaban en la region de DNA correspondiente a la incluida en pKER2, procedimos a
construir varios plasmidos que contuvieran fragmentos de esta region, para localizar de
forma mas precisa dichas mutaciones. Por otra parte, estos plasmidos serian de gran utilidad
a la hora de secuenciar el fragmento de DNA. Estos plasmidos recombinantes se muestran
en la Figura 9 y su construccion se detalla en la Tabla 6. Al igual que en el apartado 3, los
fragmentos de DNA obtenidos mediante tratamiento de pKER2 con endonucleasas de
restriccion fueron purificados por Geneclean y los plasmidos de los transformantes Ap”,

analizados mediante el uso de endonucleasas de restriccion.
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Figura 9. Fragmento de DNA de neumococo contenido en el plismido pKER2. Sobre
el fragmento contenido en pKER2 se muestra la region de DNA situada a ambos lados de
este inserto. La barra negra grande indica la posicion del inserto de pKERI (Fig. 8) y la
barra pequefia representa la posicion del inserto de pLGL1 (Fig. 6). En la parte inferior se
muestran los insertos de los plasmidos recombinantes construidos a partir de pKER2. P,
Pstl;, E, EcoRl; S, SnaBl; B, Bell, Pv, Pvul; H, HindIll; Sc, Scal; M, Munl; D, Dral.

Tabla 6. Construccion de plismidos a partir de pKER2

Plasmido Inserto de DNA

(endonucleasas utilizadas/tamaio)

Yector/endonucleasas utilizadas

pKER21"  Psil

pKER22  Munl/0.4 kb
pKER23  Muni/1,1 kb
pKER24  Dral+Hindll1/0,5 kb

pUC18/EcoRI
pUC18/EcoRI
pUC18/Smal+Hindlli

* Plasmido construido mediante autoligacion de pKER?2 digerido previamente con Psil.
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Figura 10. Secuencia de¢ nucledtidos de ia region de
DNA de neumococe contenida en los plasmidos
pKERY, pKER2 y pUCEKZL. S¢ muestran en
negrita las dianas de algunas de las endonucleasas de

restriccion  utilizadas  en este  trabajo. Los
oligonucledtidos  indicados en la Tabla 4 se
representan mediante flechas.  Los  posibles

erminadores de la transcripeion sc sefialan mediante
dos flechus opuestas y el valor de la energia libre (en
keal mol’) se indica entre ambas flechas. -10 y -35
indican 1a posicion del operon capd. U representa el
sttio de iniciacion de fa transcripeion del operdn cap3.
I, aminodcidos similares a los localizados alrededor
del sitio catalitico de la UDP-GleDI boving (Franzen

cols., 1981) Sobre la sceuencia de nucledtidos se
indican cn negrita las sccuencias de aminoacidos de
las protcinas codificadas por los genes de o este
[ragmento.
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1.6. SECUENCIACION DE 1,0S FRAGMENTOS DE DNA CLONADOS EN PKER1 Y PKER2
Para llevar a cabo la secuenciacion de ambos fragmentos, utilizamos los plasmidos
descritos en las Tablas 5 y 6. Ademas, cuando fue necesario, se emplearon oligonucledtidos
sintéticos. En la Figura 10 se muestra la secuencia de nucledtidos completa del fragmento
EcoRl (nucledtidos 1 a 9704), ademas de la del fragmento EcoRI-Be/l adyacente (véase

apartado 9.2 de esta seccion).

1.7. ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL FRAGMENTO ECORI DE 9704 BP

El analisis de la secuencia de nucledtidos del fragmento EcoRI reveld la existencia de
cinco marcos abiertos de lectura (ORF de Open Reading Frame) completos y uno
incompleto (Figs. 10 y 11). Este altimo corresponderia a un gen que comenzaria antes del
sitio EcoRlI, llegando hasta el nt 697. En posicion 3’ de este gen se encuentran dos ORFs,
ORF1 (desde el nt 3649 hasta el 4341) y ORF2 (desde el nt 4351 hasta el 4815); cada una
de éstas, esta precedida por un sitio consenso de union al ribosoma (RBS). A continuacion,
encontramos 3 ORFs, la primera de las cuales constituia el gen cap3A4 (desde el nt 5911
hasta el 7095), implicado en la biosintesis capsular; las dos siguientes se denominaron
cap3B (desde el nt 7111 hasta el 8364) y cap3C (desde el nt 8662 hasta el 9582), debido a
que parecian estar incluidas dentro de un mismo operdn. Por tanto, la delecion ocurrida
durante la construccion del plasmido pKER1 habia afectado al gen cap34, quizd debido a
que la presencia de la proteina codificada por este gen en el citoplasma de E. coli resulte
nociva para la bacteria. Asimismo, comprobamos que parte del gen que en principio se
habia denominado cap3-1 (Garcia y cols., 1993), se trataba realmente de la zona 5° de
cap3A. Por tanto, durante el proceso de construccion de pLGL1I dos fragmentos de DNA,
uno de ellos conteniendo parte del gen cap3A, se habian fusionado, produciéndose la
delecion de un par de bases (bp), por lo que no se reconstruy¢ el sitio de corte Scal.
Recientemente se ha demostrado que el fragmento Scal de 2,5 kb también parece ser
especifico del serotipo 3 aunque se encuentra alejado del otro en el cromosoma de S.
preumoniae y no estd implicado en la biosintesis capsular (Garcia y Lopez, 1995). Cada una
de los genes cap3A, cap3B y cap3(C estd precedido por un RBS (posiciones 5896-5900,
7096-7100 y 8752-8755, respectivamente). Ademas, precediendo al gen cap3d4, se
encuentran dos secuencias caracteristicas de un promotor consenso {posiciones 5819-5824

y 5841-5846) que ya habian sido observadas por Garcia y cols. (1993). Por otro lado,
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identificamos dos secuencias que podian constituir terminadores de la transcripcion Rho-
independientes; la primera de ellas se encontraba entre los nt 1042 y 1099, y la segunda

entre los nt 4851-4903.

Figura 11. Esquema de la disposicion de las ORFs contenidas en el fragmento EcoRl
de 9704 bp. Las flechas sombreadas representan los genes presentes en el fragmento. P
sefiala la posicion del promotor del operon cap3. [| representa los posibles terminadores de
la transcripcion Rho-independientes. En la parte inferior se muestran las posiciones de los
insertos de pKER1 y pKER?2.

1.8, IDENTIFICACION GENICA PRELIMINAR MEDIANTE COMPARACION DE SECUENCIAS

La comparacion de las secuencias de aminoacidos deducidas de las secuencias de
nucledtidos de las ORFs encontradas en el fragmento £coRI de la cepa 406, con las
presentes en las bases de datos, nos permitié asignar determinadas funciones, siquiera de
manera provisional a las posibles proteinas codificadas por estas ORFs.

Por una parte. la secuencia de aminoacidos de la ORF incompieta mostré un gran
parecido con la correspondiente a la proteina DexB tanto de S. mutans (Russell y Ferreti,
1990) como de S equisimilis (Melchod y cols., 1993); en concreto, observamos una
identidad de aproximadamente el 65% (Figura 12} y, en base a ello, la ORF correspondiente
de neumococo fue designada como dexB. DexB es una glucan 1,6-a-glucosidasa, implicada
en la liberacién de residuos de glucosa a partir de dextrano, un exopolisacarido compuesto

por unidades de glucosa unidas mediante enlaces §(1—6).
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DexB NSLFWNNHDLPRIVSIWGND[MYREKSAKAFAILLHLMRGTPYIYQ 46
NEDETF N S LFWNNHDLPRVLSIWGNTEMYREKSAKALAILLHLMRGTPYIYQ 311
bV S LFWNNHDLPRVLSIWGNDERBIYRERKSARKALAILLELMRGTRPYIYQ 371
DexB GEEIGMTNYPFETLMOVEDIESLNYPREALEKG ISEINTI MD SIRWMT 92
NP G EE IGMTNY PFRDLRELDDIESLNYAREAF TN GESSIUMERST MD ST RIIT 417
bFERPE G EE I GMTNY PFRDLIWEVDDIESLNYAKEAMEN GPEVARIVM S S I RpAV 417
DexB GRDNARTPMQOWDHSESNAGFSTGOEPWLAVNPNYERIINVQEA LEYXN PD 137
LELWEEE SN G RDNARTPMQWDENSINAGF STADISTWLPVNPNYRINVOAAL 463
PPV C RDNARTPMOWSISDMWHAGF SEAQUTWLEVNPNYQIMINVADALEANQD 463
DexB IFYTMOELVQIREKEENSWLIBIADFELLBTADEVFAYRMREDPEDISRE L 183
VELETYE S T FY TMOQLIQLREENDWLVBIADFELLTADEVFAYMREMIEIBAY L 509
bk S TFY TRMOQOLIALREDQDWLVINADYHLLIYTADEVFAYSIR Qfcl B Y V 509
DexB VVANLSNED QML TNYE[R QSIS VL IENTMABEVEFEREQMLMPWDAFCVE 229
GEDETVEE T VYNV SDOEENLERIDMS B EelE TLISNTRIESAALANHMLIMPWDAFCIK 855
bk il TV VNV SDQE QMWE AYADIBNENE VV ITN TIIVIME VLE TRRILIBPWDAFCVE 555
DexB Lp% 231
M30944 BEN 537
X72832 SV 558

X72832

Figura 12. Comparacion de la secuencia conocida de aminoacidos de la proteina DexB
de S. pneumoniae con las de otros estreptococos. M30944 y X72832 corresponden a los
nameros de acceso de las glucan 1,6-a-glucosidasa de S. mutans y S. equisimilis,
respectivamente. Las zonas en azul indican aminoéacidos idénticos en las tres proteinas,
mientras que las sefialadas en verde corresponden a cambios conservativos en la secuencia
de aminodacidos entre las tres proteinas. En la parte inferior se muestran los porcentajes de
identidad (en azul) y similitud (en rojo) para cada comparacion por separado.
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I.as secuencias de aminoacidos codificadas por los genes orfl y orf2 corresponderian a dos
proteinas de aproximadamente 25 y 17 kDa, respectivamente, que poseian una gran
similitud con las codificadas respectivamente, por los genes cps/9fC y cps{9fD descritos en
una estirpe de neumococo de serotipo 19F (Guidolin y cols., 1994). Se habia sugerido que
estos genes podrian estar implicados en la biosintesis del polisacarido capsular de este
serotipo, aunque este punto no ha podido ser confirmado todavia. Ademas, tambi¢n
observamos cierta similitud, aunque considerablemente menor que en el caso anterior, con
la estructura primaria de las proteinas codificadas por los genes cpsB y cpsC de S.
agalactiae (Figura 13A) que forman parte del operdn cps responsable de la sintesis del
polisacarido capsular en este microorganismo (Rubens y cols., 1993). Los porcentajes, tanto
de identidad como de similitud, de estas comparaciones se muestran en la Figura 13B.
Asimismo, en la proteina codificada por el gen orf/ observamos una cantidad considerable
de residuos hidrofdbicos, {un 34%), principalmente dispuestos formando dos segmentos
altamente hidrofobicos, uno en cada extremo de la proteina (datos no mostrados), asi como
la secuencia LIGFLAGGIGTSVIVLLLELLDTHVK (posiciones 181-206), caracteristica
de proteinas implicadas en el transporte de azucares, denominadas transportadores GLUT
(de *Glucose Transporters’), generalmente asociadas a la membrana de los microorganismos
(Silverman, 1991). Todo esto podia indicar un posible papel de esta proteina como
transportadora durante la sintesis de la capsula del serotipo 3 de S. preumoniae.

El gen cap3A4 codifica una proteina de 44,6 kDa, muy similar a la de la proteina HasB de
S. pyogenes {Figura 14), cuya actividad enzimatica habia sido identificada como UDP-
GicDH, es decir, la enzima que cataliza la oxidacion de UDP-Glc a UDP-GlcA (Dougherty
y van de Rijn, 1993). Ademas, también encontramos una identidad de aminoacidos
practicamente absoluta, concretamente un 99%, con la secuencia de la proteina codificada
por el gen ¢ps3D (Dillard y cols., 1995) de otra estirpe de neumococo de serotipo 3. Un
analisis mas preciso de la estructura primaria de la proteina Cap3A revelo la existencia de
una secuencia (aminoacidos 251 a 264) muy similar a la del péptido triptico que contiene el
sitio catalitico de la UDP-GlcDH bovina (Franzen y cols., 1981), asi como un aparente
motivo de unién a NAD en el extremo N-terminal de la proteina, caracteristico de muchas

deshidrogenasas (Wierenga y cols., 1986) (Figuras 10 y 14).
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orfl ME KON TRLEIDVLOLFRINLGIRRKLV IMLVAIRENS SVAFENY S 44
PRI < Ao N TR LEIDVLQLFRINLIMERELV IML VA ITPRES SVAFELY S 44
SRR v KB AN TIAVE INI FNLLEJSLMWMERRFLINWF VA IESIATAG LY 46
orfl KPEFTSHWTRIYVVNRNEIIER S[ElLTNQD LOAGSPLVEDYREI 90
U09239 sfeLlTNODLOAGSELVEDYREII 90
1.09116 MITAQDLQAGSYLAND 91
orfl EB: vEEIEfls 136
U09239 EBIR VERAEIIs 136
L09116 b A NERIMEIO 137
orfl SPNIKRNTL I}
U09239 SPNIKRSTLIEEH
L09116 SPNIKEKENVLIBRE:K
orfl GWsVIVLELLELLD TEVREESIED IED T LIRS THML GV VPN L GFry
U09239 [€ sVIVLEILELLDTRVELESIED IED TLIUTIAL GI VPN L NEFFY
L09116 STIVLIMGILDDRVNISAED IERV LIBATHLGI VP D L NFFE
orfl K LES 230
U09239 E#AK 230
L09116 §8# 230
orf2 MPMWLEIAQRKLPRIMKKAEEYYNALBMTNIQLSGDRMKVISVT S VREL( 46
LI PRl LE TAQRELIBBIR KAEEY Y NALMTN e 46
109116 NEARIEEESESSAR O AL SRS B P R 46
orf2 EGKTTTSVNIARISPARIAGYRTLLIDGDT SVMS G 92
R EPEEIE GRTTTSVNIARISFARIAGYRTLLIDGD TRNSVMSG 92
LB I GESTTSTSLAMSLAAGFRTLLIDAD s Gy 92
orf2 TEFLSGTADLSH[ELCDTNIPINLFVVQS 138
NEVEEMN TE FLSGTADLSBELCDTNIBNLEVVQS ‘ ‘ 138
L09116 138
orf2 VEMF SK 154
V09239 HBATIMSdY FDYIIVDTAPIGIVIDAAIITQKCDASMLVTATGRIWNEIR 184

109116 SEAABSENMI FDYIIIDTPPIGLVVDAAIIANACR-WIYFSNPSIONJ4T 183

Orf2
U09239 DVQKAKQQLEQTGKLFLGVVFNKLDISVDKYGVYGFYGNYGKK 227

L09116

Figura 13, Comparacion de las secuencias de aminodcidos deducidas de orfl y orf2 con las de las
presentes en las bases de datos. A; comparaciones de las secuencias; U09239 corresponde a las secuencias
de las proteinas Cpsl9fC (parte superior) y Cpsl19fD (parte inferior) de S. pneumoniae serotipo 19F;
109116 corresponde a las secuencias de las proteinas CpsB (parte superior) y CpsC (parte inferior) de 5.
agalactiae. En azul se indican aminodcidos idénticos en las tres proteinas y, en verde, los cambios
conservativos entre ellas. B; porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo) para cada comparacion.
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Cap3A
L0B8444

Cap3A
L.0B8444

Cap3A
L.08444

Cap3A
L08B444

Cap3A
L08444

Cap3A
L08444

Cap3A
L0B444

Cap3A
L.08444

Cap3A
1.08444

el 9 9 W o0 o r.e

MEIAIAGSGYVGLSLAVLLAMBHEVEVIDVIISDEVESINNESSSPIK
MEIAVAGSGYVGLSLGVLLSMONEVTIVDILIIESEVDREKINNEMMSP IO
DERNIE)Y LIMERELNLEASLDPERIVYKRDVEMATIIATPTNYDUSML N{e|F
DEMIENY LISSEQLSIKATLDS}SIAYREAEMVIIATPTNY NERIL NMF
DTESRSVEAATI K TielM E 4 T I VIKSTIPHGYTREVRDEKFNTDRIIF
DTIRIVETVIRKEMLS EPNT LIIKSTIPHNMGFITEMROQEFQTDRIILIEF
SPEFLRESEKEALYDNLYPSRIVVG IAD D SIEAT KERAANIO FAMLLE GG
SPEFLRESEKALYDNLYPSRIIVSHEIND SPRSSAVEESIAIAKFAMLLRESA
AMEEEVPILVVARNEAEVARKLFSNTYLANRVIRYFNEIDTY SEMEE L
AldENNVPVLIMGINS EAEAVELFANTYLAMRVENzY FNELDTYAEREIREKL
Ll

NPEWIIDMVCYDIIRIGEIYYNNPSFGYGGYCLPEDTEQLISASFRDVP
NSHIMIIQEISYDPIRIGRIHY NNPSFGYGGYCLPEDTEQLMANYNNIP
ENLITAVVEISNETREDY IAIA T L il AEQISVVGIYRLIMESD
QTLIEAIVEISNNVRESYT AjS VB gfel E S PAMKVVGVYRLIMEKSN
SDNFRSSAVEGVME MCISE IVIYEPWIWI EeTIBIGRR VEJTI KES LD
SDNFRESAIRDVIDES DMK I T I YE PRAL NESAERSAD (el S VEAVND L E
EFENMSDIVVANREINDDLRDIQERLYTRDLFGRE

NFERPIANIIVINRMDNELOQDVENREVYSRDIFGRD

46
46

138
138

182
183

226
227

272
273

312
319

357
365

391
399

L08444

Cap3A

Figura 14. Comparacion de la secuencia de aminodcidos de Cap3A con la de la
proteina HasB de S. pyogenes. 1.08444 corresponde al niimero de acceso de la secuencia
de aminoécidos de HasB. En azul se indican aminoacidos idénticos entre ambas proteinas, y
en verde, los cambios conservativos en la secuencia de aminoacidos. En la parte inferior se
indican los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo). *, aminoacidos que
componen el péptido triptico correspondiente al sitio catalitico; los aminodcidos
caracteristicos de sitios de unién a NAD estan representados por los simbolos O (residuos
basicos o hidrofilicos), [ (residuos pequefios e hidrofobicos), 9 (glicinas) y ® (residuos
acidos).
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El gen cap3B codificaria una proteina de aproximadamente 49 kDa, cuya estructura
primaria contiene aproximadamente un 33% de aminoéacidos hidrofobicos v cuyo perfil de
hidrofobicidad es caracteristico de una proteina de membrana, con varios dominios
transmembranales (Figura 15A). La comparacion de esta secuencia con las de las bases de
datos reveld un cierto parecido con la proteina HasA de S. pyogenes (Figura 15B),
identificada como una hialuronato sintasa, es decir, la enzima que cataliza la formacion de
enlaces entre los monosacaridos que componen el acido hialuronico de la capsula de este
microorganismo (DeAngelis y cols., 1993b; Dougherty y van de Rijn, 1994). Ademas,
encontramos una identidad de aminoacidos muy alta entre Cap3B y la proteina Cps3S
(Dillard v cols., 1995), codificada por el gen cps3S, adyacente al cps3D anteriormente
citado.

Por ultimo, el gen cap3C codificarfa una proteina de aproximadamente 34 kDa muy
similar a las proteinas GtaB de Bacillus subtilis (Soldo y cols.,, 1993) yv HasC de S.
pyogenes (Crater v cols., 1995), ambas identificadas como UDP-Glc pirofosforilasas, es
decir, la enzima que cataliza la formaciéon de UDP-Glc a partir de UTP y Glc-1-P. Otros
autores han descrito varios residuos de lisina que estan aparentemente implicados en la
actividad catalitica de la UDP-Gle pirofosforilasa de patata (Katsube y cols., 1991). Uno de
ellos es el unico que resulta indispensable para el funcionamiento de la enzima, alrededor del
cual existen varios aminoacidos que forman un dominio que comparte un gran parecido con
una secuencia presente en el extremo N-terminal de Cap3C, en la que se encuentra también
el residuo de lisina catalitico (Figura 16).

Los datos comentados en los parrafos precedentes sugirieron que la protema Cap3A
actuaria como UDP-GleDH, mientras que Cap3B seria una de las glicosil transferasas, o
polisacarido-sintasas, encargada de catalizar la formacion de, al menos, uno de los dos tipos
de enlaces que forman el polisacarido capsular de serotipo 3, y Cap3C corresponderia a una
UDP-Glc  pirofosforilasa. Como se ha indicado anteriormente (apartade 7.1, de
Introduccion), estas actividades enzimaticas ya habian sido estudiadas en neumococo y se

habia sugerido su implicacion en la biosintesis capsular (Mills y Smith, 1965).
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Cap3B WRATIYI LM LAMsB SO N HD FHF Flu@ifgoh b8 0% T V@3 H A V o 46
L20853 |([ISYLIIGT S THHBBEC ~ — ~ — — — — VILITYLVIEKLGLEF Ll G 35
Cap3B SVEIDIAK Lig S SVIBSPAWAYD E PIAN L FE S ViR N COADESS E ISV VEEN G P 91
Ll NS DR K VEA AV IfHSP@UED AJHS LLET LidgS PR EPIRS ETRMT VisID G S 80
Cap3B ENEERSAVE LIsdH D FERINIAK L ElRSIM T QCYYTPVPERESFNT Ligchip:4D V 136
L20853 EANEAND ARdeBM T ooy IUE V Dol R K VHRSLVNE[ERS:S:FX0 ALVE- S S088 - — 124
Cap3B SQSDI'VVDSDTPRTLS-ELLKE’,FDKKI‘GV’TTR-KDPE 182
o SRl < D AD VI LA VD SD TSI PNALEELLESFESMDE T VR4AA T G HEFANPGAN R Q 169
Cap3B RESA RS B3 SBN L E)AT RAJAG Kpt VEReR: @ G C Lisded=iT I AVSATIORE AR E 228
L20853  TEREMAE BEMsBER Y B} N A F{c AP Lpfed B L VCEReRY L S TR@ARIGSE T P 215
Cap3B ol T HINFPMNETFMGFEOSEVEDDRSLTNMT LEPIGRE T VISIOD T SEASET D A 274
Lo L L EIY ENQTFLGLEAYS TGDDRCLTNRA IDRAGEIR T VEL4Q & T AdBels} T D V 260
Cap3B AR KFIRQOQIMRWAE GEloR Y G TR M T RN AR TLICIFRY T R4 F Tin) 320
L20853 jolleBAR S Y LE QQIMRWN K Shalas 3 I VIG 4T LENPREVINLLTRYE E 306
Cap3B GIMLLISFGWNIFLMESLN T TEdINa@GdARRAYNE I T LE4VERL {ciMudhal-dFicle 366
L20853 MiSBMaE Gillel — IR N o] AsEleBfe] LASKL FEd~ F LRy T R4 ANACIZIN V HpqM 350
Cap3B IMFKAMSRMEKWYY PV ER T VAT TMledp T R LIAG LISGHEID DG W G T 412
120853 EBIPASF-----=-~-- SIPLY[EI LBAAE VLI P LE LE4S LiRelg K NUSE WG T 387
Cap3B RN}MTE 417
L20853 @4 Ky 392

B |/ cap3n

P

4k

Figura 15. Perfil de hidrofobicidad y comparacion de la secuencia de Cap3B con la de
la proteina HasA de S. pyogenes. Panel A, comparacion de secuencias. L20853
corresponde a la secuencia de aminoacidos de HasA. En azul se indican los aminoacidos
idénticos en ambas proteinas, y en verde, los cambios conservativos. En la parte inferior se
muestran los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo) entre ambas proteinas.
Panel B, perfil de hidrofobicidad (HP) de la proteina Cap3B; los valores en el eje de abcisas
sefialan las posiciones en la secuencia de aminoacidos; los valores positivos en el eje de
ordenadas indican el caracter hidrofobico de los residuos.
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Cap3C MERVERAVIPAAGLGTRFLPATIALAREMLPIVDRPTIHEVI 42
U33452 MTEVREAIIPAAGLGTRFLPATISALAKEMLPIVDRPTIQFIV 42
222516 MKKVRE‘(AIIPAAGLGTRE‘LPATAMPKEMLPIVDKPTIQYII 42
Cap3C 88
U33452 88
222516 88
Cap3C 133
U33452 133
222516 134

St L 1 bl B < AP PRRNR QO LMED Y DJATEA S TT AVESAVPEIEDVEIS Y GV I A Pleie il

ot A EMNPIESAR O LMDE Y ERSTIFS ST I GV[ele]V PIAEE TRIRY G I I D Phy 175

Cap3C MDBEER T AN PIRIR O LMDD Y NINTICA S TI AV VRMEDVEIS Y GV I 5 P Sl iA
Z22516 i :

Cap3C e SER A Yl VDAFVERPRQIEEAPSNLAIIGRY LLTPE I FEBY L E O )Gy
ekl el ANSdeBd Yl VD TFVERPBYEDAPSDLAIIGRYLLTPE I FplgL EjNO 225
RAEQ

Z22516 AT SRR A Y[l VENFVERPIRAGTAPSNLAILGRYVETPE I Fluld E 221
Cap3C GAGNEJIQLTDAIDTLI‘JKTQSVE‘AEE‘GKR':’BVGDKFNFMKTSID 271
U33452 GAGNEVQLTDAIDTL-I'JKTQRVE‘AEFGNRYDVGDKFGE’MI{TSID 271
z22516 GAGGEIQ]‘.TDAIQKLNEIQRVFADF’GKR'J.'D‘-JGEHLGE‘ITTTLE 267
Cap3C YALQHQIRKERILEGYY VEE.E L (c) K (o] KLDDCSSSGHL 306
U33452 YALEHPOVEEM LEGMY T gL ] K.\ KSKVPTHSK 304
Z22516 paFNclelsi Kindiz@si OV PRNCIE G LIS K i 292
033452 222516

Figura 16. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Cap3C con las de algunas
UDP-Gle pirofosforilasas. U33452 indica la secuencia de la proteina HasC de S. pyogenes;
722516 corresponde a la secuencia de la proteina GtaB de B. subtilis. En azul se indican los
aminoacidos idénticos en las tres proteinas, 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 catalitica de la UDP-Glc pirofosforilasa de patata (Katsube y cols., 1991).
En la parte inferior se muestran los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo)
para cada comparacion.

1.9. ANALISIS COMPARATIVO DE LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

Como ya se ha indicado anteriormente, entre el final del gen dexB y el comienzo de orfI,
existe una region que no contiene ningun marco abierto de lectura. La comparacion de esta
region (entre los nt 698 y 3648) con las bases de datos, revelo una similitud considerable
con la region correspondiente —comprendida entre el gen dexB y el gen cpsi9fC
(homélogo al gen orfl)— en el caso del serotipo 19F de neumococo (Guidolin y cols.,

1994; Morona y cols., 1994). Cuando realizamos la comparacion de forma mas precisa,
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encontramos que la secuencia comprendida entre los nt 698 y 1689 era practicamente
idéntica a la correspondiente del serotipo 19F, mientras que ia comprendida entre el nt 1689
v el comienzo del gen orf] (nt 3648) diferia significativamente de la secuencia del serotipo
19F. Por una parte, en el caso de la cepa 406, no encontramos ninguna secuencia de
insercion (1S}, como en el caso del serotipo 19F (Morona y cols., 1994), aunque si la
posible secuencia de reconocimiento para la 187202 (nt 1658-1689). Por otro lado, en el
caso de la cepa 406, parece haberse producido una delecién de aproximadamente 280 bp
que incluiria la zona correspondiente a la region 5" del gen cps/9f4 (Guidolin y cols.,
1994), Para descartar gue esta delecion se hubiera podido producir durante el proceso de
clonacion, amplificamos, mediante PCR, la regién comprendida entre los nt 616 y 1787
utilizando DNA cromosomico de la cepa 406 y realizamos la secuenciacion directa del
producto de amplificacion. De este modo, obtuvimos un fragmento de DNA de 1,1 kb
(Figura 17). que concordaba por tanto con el tamafio esperado, y cuya secuencia coincidia
con la determinada previamente. En la Figura 17 se muestra, ademads, la amplificacion de
esta misma regién de DNA a partir de genomas de cepas de distintos serotipos, que reveld
una gran heterogeneidad. Asi, a partir de DNA de una cepa de serotipo 1, obtuvimos un
fragmento de DNA de un tamafio aproximado de 3 kb mientras que del serotipo 23, el
producto obtenido fue de 1,5 kb; éste fue de 2 kb cuando utilizamos DNA extraido de cepas
de los serotipos 2. 7, 8, 9 y 33. Ademas, cuando utilizamos DNA de una estirpe de serotipo
14, obtuvimos dos productos de amplificacion, uno de ellos de 1,5 kb y el otro de 2 kb. Por
otro fado. encontramos ofra posible delecion de cinco bp, respecto de ia secuencia del
serotipo 19F, tras la posicion 1918; esta delecion provocaria un cambio de fase durante la
traduccion del mRNA correspondiente que conlleva la sustitucion, mas adelante (nt 2147),
de un codon TAT por otro de terminacion (TAA). Por ultimo, encontramos una zona de
siete A (nt 3184-3190) —la zona correspondiente en el serotipo 19F contenia ocho A---lo
que acarreaba la aparicion de otro codon de terminacién. La amplificacion mediante PCR,
utilizando los oligonucledtidos PCAP12 y PCAP13 (Tabla 4) confirmé que estas
alteraciones no se debian a un artefacto surgido durante la clonacion.

Por otro lado, en la estirpe 406 encontramos, entre el gen orf2 y el cap3A., una region que
tampoco contenia ningun marco de lectura abierta, mientras que en el caso del serctipo 19F
no existia una region equivalente a ¢sta (Guidolin y cols., 1994). Como va se ha

mencionado anteriormente, esta region contiene una secuencia que podria actuar como un
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terminador de la transcripcion Rho-independiente, asi como una secuencia idéntica a un

promotor consenso.
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Figura 17. Heterogeneidad de tamaiio de la zonas intergénicas dexB-orfl en estirpes
de neumococo pertenecientes a distintos serotipos. En la parte derecha se muestran los
tamarios de los produetos de la amplificacion por PCR y en la izquierda la hibridacion 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. A y ¢ corresponden a los marcadores de
peso molecular descritos en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos. La amplificacion se
realizé utilizando los oligonucledtidos PCAP10 y PCAP11, mediante un ciclo, repetido 40
veces, que consto de un paso de desnaturalizacion de DNA de 3 minutos a 95°C, una etapa
de anillamiento de 2 minutos a 69°C seguido de 5 minutos de polimerizacién de DNA a
120

2. DISTRIBUCION DE LOS GENES DEL FRAGMENTO EcoRI EN ESTIRPES DE
NEUMOCOCO PERTENECIENTES A DISTINTOS SEROTIPOS

Segiin lo expuesto hasta aqui, 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 realizacion de esta tesis, en nuestro laboratorio se habia
descrito que, mientras que el gen cap3-1 (que correspondia realmente con el comienzo del
gen cap3A) era un gen especifico del serotipo 3, la zona localizada en posicién 5° respecto
de €l se encontraba conservada en todos los demas serotipos analizados (Garcia y cols.,
1993). Para ampliar esta informacion, realizamos experimentos de hibridacion bajo
condiciones restrictivas, de DNAs extraidos de cepas provenientes de muestras clinicas y
pertenecientes a distintos serotipos, con sondas gue incluian distintas zonas del fragmento
EcoRI (Figura 18). Asi, pudimos observar que la zona que contiene los genes cap3B y
cap3C sblo se encuentra en el DNA de cepas de serotipo 3, mientras que el gen cap34
parece encontrarse conservado en el cromosoma de las estirpes de serotipo 5. Asimismo,
encontramos que la region que contiene los genes orfl y orf2 se encuentra en algunos
serotipos —pero no en todos— mientras que la region que abarca desde el final de dexB

hasta el comienzo de orfI se encuentra en todos los serotipos analizados.
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Figura 18. Analisis mediante ‘dot-blot’ de la presencia de los genes 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 distribucion de
los DNAs se realizo de la siguiente manera: 1, S. oralis; 2, S. pneumoniae 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, plasmido utilizado como sonda en cada caso.
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3. LOCALIZACION DE GENES EN EL. CROMOSOMA DE S§. preumoniae

En el afio 1991, Gasc y colaboradores desarrollaron, utilizando tres endonucieasas de
restriccion diferentes (Smal, Sacll y Apal) un mapa fisico del DNA de la estirpe R6 de S.
preumoniae (Fig, 19A); este mapa podria resultar de gran utilidad a la hora de identificar la
posicion en el cromosoma de los genes existentes en el fragmento EcoRlI relacionados con
la sintesis de) polisacarido capsular, asi como la de posibles genes (o fragmentos de éstos)
repetidos y cuya existencia ya habia sido sugerida hace mas de dos décadas por otros
investigadores (ver apartado 7.2 de Introduccion). Asi, en la Figura 19B se muestran los
experimentos de electroforesis en campo pulsado de DNA de las estirpes R6, 406 y M23,
digeridos con Smal, y su posterior hibridacion con sondas que contenian genes especificos
del serotipo 3 (pKER3), o genes comunes a varios o a todos los serotipos analizados en el
anterior apartado (pKER1, pLGL7 y pLLGL9). De este modo, se pudo determinar que los
genes capsulares especificos del serotipo 3, se encontraban ubicados en un fragmento Smal
de 290 kb, correspondiente al fragmento 3 en el mapa fisico (Gasc y cols., 1991).
Observamos ademas que algunos genes comunes, o parte de ellos, se encontraban repetidos
en otras zonas del cromosoma de neumococo, concretamente en un fragmento Smal de 52
kb. Ademas, hibridando con el plasmido pXF405, que contiene el gen recP de neumococo
(Rhee y Morrison, 1988), identificamos de forma inequivoca el fragmento Smal de 52 kb
como el fragmento 12 en el mapa fisico del DNA de la cepa R6. Por otra parte, digerimos ¢l
DNA de las estirpes R6 y M23 con las enzimas Sacll y Apal, la primera de las cuales
reconocia una diana de corte situada en la posicion 2581 (Iig. 10), y lo hibridamos con
pKER2. pKER4 y pKER7 (Figura 20). Asi, observamos que los genes especificos del
serotipo 3 se encuentran en el fragmento Sacll de 60 kb (n® 12), v en el Apal de 59 kb (n°
I3) y en el que también se encuentran los genes php2x y pbpia (Gasc y cols.. 1991),
mientras que la region de DNA situada antes de la posicion 2581 forma parte del fragmento
Sacll de 118 kb (n” 6). Por otro lado, como se muestra en la Figura 21, se encontrd un gran
polimorfismo entre los patrones de restriccion de estirpes pertenecientes a distintos

serotipos, tal y como ya habian observado Lefévre y cols. (1993).
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Figura 19A. Mapa fisico del genoma de la estirpe R6 de S. pneumoniae. Se indica la localizacion de algunos genes y regiones. y la numeracion de los principales
fragmentos. Las enzimas utilizadas son Smal (verde), Apal (amarillo), y Sacll (azul). Tomado de Gasc v cols. (1991).
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Figura 19B. Localizacién, mediante PFGE, de los genes capsulares y los adyacentes a éstos en el
genoma de neumococo. Los DNAs fueron digeridos con Smal e hibridados con pKER1, pKER3, pLGL9 o
pLGL7. El plasmido pXF405 fue utilizado para identificar inequivocamente el fragmento Smal de 52 kb. A
la izquierda se muestran los tamarios de los fragmentos Smal de DNA de la cepa R6. En la parte superior se
indica la procedencia de los DNAs utilizados.
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Figura 20. Localizacion, mediante PFGE, de los genes capsulares en el cromosoma de neumococo. Los
DNAs de las cepas R6 y M23 fueron digeridos con Smal, Sacll o Apal e hibridados con pKER2, pKER4 o
pKER7. A la izquierda se muestran los tamafios de los fragmentos Smal del DNA de la cepa R6.
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Figara 21. Representacion esquemitica de un experimento de hibridacién utilizando fragmentos Smal
de DNAs obtenidos a partir de estirpes de distintos serotipos y separados mediante PFGE. Iin la parie
superior s¢ indican fos serotipos utilizados. A la izquicrda s¢ muestran los (amafios de los fragmentos Smal
del DNA de 1a cepa R6. Las lineas finas corresponden a fragmentos gque no hibridan con ninguna de las
sondas wilizadas (pKLERL, pKERZ y pKERT); las lincas gruesas representan los fragmentos que hibridan
con pKERT y pKERT: 1as lineas seifiatadas por flechas corresponden a los tragmentos que hibridan, ademas,

con pKERZ.
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4. ANALISIS TRANSCRIPCIONAL

Segun se ha indicado anteriormente, en la secuencia de nucle6tidos del fragmento EcoRl
se habia observado una secuencia que podria funcionar como un posible promotor de la
transcripcion y dos posibles terminadores Rho-independientes. Por tanto, podiamos suponer
que los genes cap3AB( formaban parte de una unidad transcripcional, independiente de los
genes orfl y 2, los cuales podrian, a su vez, constituir parte de otra unidad transcripcional.
Sin embargo. no se encontrd ninguna secuencia nucleotidica, precediendo a estos genes,

que pudiera en principio actuar como promotora de su transcripeion (Fig. 10).

4.1. IDENTIFICACION DE LA UNIDAD TRANSCRIPCIONAL DE. LOS GENES CAPSULARES

Para determinar la organizacién transcripcional tanto de los genes comunes como de los
especificos del serotipo 3, purificamos RNA de 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
cap3ABC forman, en efecto, una unidad transcripcional (denominada operdn cap3) cuyo
producto es un mRNA de aproximadamente 5,8 kb, por lo que este operén debe incluir, al
menos, un cuarto gen, situado a continuacion de cap3(C. Por el contrario, observamos que
la utilizacion de sondas que incluian los genes orf7 vy 2 (pKERS) o las secuencias que los
preceden (pKERS) no conllevaba la aparicion de bandas de hibridacion, lo cual indicaba que
aparentemente estos genes no se transcriben y por tanto, no deben encontrarse implicados
en la sintesis del polisacarido capsular de serotipo 3. De todas formas, no se puede eliminar
totalmente la posibilidad de que el mRNA transcrito a partir de estos genes comunes tenga

una vida media muy corta y/o se degrade con mucha facilidad haciendo asi muy dificil su

identificacion.

4.2 IDENTIFICACION DEL SITIO DE INICIACION DE LA TRANSCRIPCION DEL OPERON CAP3

Para comprobar que el promotor del operon cap3 se encontraba en la zona que precede al
gen cap3A. localizamos el sitio de iniciacion de la transcripcion mediante ‘primer extension’
(apartado 12 de Materiales y Métodos) utilizando el oligonucledtido CAP3APR1 (Tabla 4).
Este experimento (Figura 23) reveld la sintesis, por la transcriptasa inversa, de un Gnico

fragmento de DNA de 9] bp a partir de una preparacion de RNA total de la estirpe 406, lo
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que indicaba que el comienzo de la transcripcion del operdn cap3 estaba situado en el

nucledtido A localizado en la posicion 5853 (Fig. [0).
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Figura 22. Determinaciéon del sitio de
iniciacion de la transcripcion del
operon cap3. A la derecha se muestra la
secuencia del extremo 57 del gen cap3A
realizada con el  oligonucledtido
CAP3APRI1 (Tabla 4). La flecha indica la
la migracion de la banda que indica el sitio
de iniciacion de la  transcripeion,
correspondiente a la A marcada con un
asterisco.
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Figura 23. Identificacion del mRNA del
operon cap3. Experimento de hibridacion
mediante "Northern blot” de RNA de la
estirpe 406. Se utilizaron como sondas los
plasmidos pKER23 (carril 1) y pLGL7
(carril 2). A la izquierda se indican la
migracion de los marcadores de masa
molecular. La flecha sefala la banda
correspondiente al mRNA del operon
caps.
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5. ESTUDIO DE LA IMPLICACION DE LOS GENES ESPECIFICOS EN LA
BIOSINTESIS CAPSULAR DEL SEROTIPO 3

Experimentos llevados a cabo previamente en nuestro laboratorio (Garcia y cols., 1993)
habfan demostrado que mutaciones en el gen cap34 inhibian la capacidad de neumococo
tipo 3 para sintetizar capsula. Por otra parte, y como ya hemos expuesto en el apartado 4.1,
los genes que preceden al operdn cap3 (orf! y orf2) no son necesarios para dicha
biosintesis. Quedaba por tanto por determinar si, al igual que cap3A4, los genes cap3B y
cap3(’ eran imprescindibles para este proceso, utilizamos la mutagénesis por insercion-
duplicacion de cada uno de ellos (apartado 4 de Materiales y Métodos). Para elio,
construimos un plasmido vector segln se indica en la Figura 24. Con este tin se digirio el
plasmido pUCI19 con la endonucleasa de restriccion Sspl y se afiadié a una mezcla de
ligacién en la que se incluyd el gen que determina la resistencia a lincomicina (erm(),
obtenido mediante digestion del plasmido pFB9 con las enzimas Clal y Mspl, y posterior
formacion de extremos romos mediante el tratamiento de éstos con Pollk. Con esta mezcla
de ligacién transformamos la cepa TG1 de E. coli y encontramos una estirpe Ap" Lin" que
contenia el plasmido pUCE191. Este fue utilizado como vector en las construcciones que se

detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Construccion de los plasmidos utilizados para la mutagénesis por insercién-

duplicacion

Plasmido Fragmento clonado (endenucleasas pUCE191/endonucleasas
utilizadas/posicion inicial y final) utilizadas

pUCEK?2 Pst1+Dral/8693-9509 pUCEI191/Pstl+Smal

pUCEK3" EcoRI+SnaBl1/1-524 pUCEL91/EcoRI+Psil

pUCEK4" Munl/7764-8136 pUCE191/Smal+HindlIl

"Lste plasmido fue construido a partic de pKERI12 (Tabla 5) tratado con EcoRl y Psfl (cuya diana de
restriceion sc encuentra en la zona que proviene del vector pUCT8).

"Yiste plasmido fue construido a partir de pKER22 (Tabla 6) tratado con Pvull y HindIll (cuyas dianas de
restriceion se encuentran en la zona gue proviene del vector pUCTE),
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Sspl
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Figura 24. Construccion del plasmido pUCEI191. pl., zona de clonacion multiple del

plasmido pUC19; Ap®, Ery y Cm" representan los genes que determinan la resistencia a
ampicilina, eritromicina y cloranfenicol, respectivamente.

Cuando transformamos la estirpe capsulada M23 con pUCEK3, que contiene un
fragmento interno del gen dexB, los transformantes Lin® no tenian afectada su produccién
de capsula (datos no mostrados) demostrando asi que este gen no se encuentra implicado en
la biosintesis del polisacarido capsular de serotipo 3. Asimismo, la inactivacion de cap3C
mediante la transformacion de M23 con pUCEK?2 también produjo transformantes Lin® con
fenotipo capsulado de serotipo 3. Por otra parte, cuando utilizamos el plasmido pUCEK4
para interrumpir ¢ gen cap3B, no obtuvimos transformantes Lin*. Este resultado podria
indicar que el gen cap3B era esencial para la viabilidad del microorganismo; sin embargo,
cuando procedimos a mutagenizar este gen sobre la estirpe M24, gue contiene una
mutacion en el gen cap3A4 que produce un fenotipo no capsulado, si pudieron obtenerse
transtormantes Lin". Asi pues, estos resultados indican que el gen cap3B no puede ser
interrumpido en una estirpe en la que el gen cap3A4 es funcional, mientras que, si €ste esta

mutado, el gen cap3 B st puede entonces ser mutagenizado.
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6. ESTUDIO DE MUTACIONES PUNTUALES QUE AFECTAN A LA
PRODUCCION DE POLISACARIDO CAPSULAR DE SEROTIPO 3

Como se ha indicado anteriormente, a partir de dos estirpes capsuladas de serotipo 3,
M23 y NS3-1, obtuvimos 13 mutantes espontaneos no capsulados e isogénicos (Tabla 3),
dos de los cuales, M24 y NR3-6, fueron utilizados para construir Jos plasmidos
recombinantes pKERI y pKER2. Ademas, disponiamos de un mutante espontaneo,
denominade A66R2, aislado en el laboratorio del Prof. Robert Austrian en los afios 50
{Austrian y cols.. 1959). Este mutante habia sido identificado por estos autores como
defectivo en la produccion de la enzima UDP-GlcDH, debido a la mutacién de un locus que
denominaron capD (Bernheimer y Wermundsen, 1972), lo cual le conferia un fenotipo no
capsulado. Para caracterizar las mutaciones que habian sufrido las cepas obtenidas en
nuestro laboratorio localizamos, de manera aproximada, las regiones en que éstas habian
tenido lugar, mediante experimentos de transformacion al fenotipo capsulado utilizando
diversos DNAs donadores,. En la Tabla 8 se resumen los experimentos de transformacion
genética llevados a cabo con estas cepas. Encontramos que en 12 de las 13 estirpes
mutantes aisladas en nuestro laboratorio, la mutacién se localizaba en el gen cap3A4,
mientras que en la cepa restante, NR3-12, se encontraba en cap3B. La mutacion de la cepa
M?24 habia sido localizada anteriormente en un fragmento Dral-BsfY1 de 0,24 kb dentro de
cap3A (Garcia v cols.. 1993), es decir entre los nt 5863 y 6110 (Fig. 10). Las 11
mutaciones restantes del gen cap34 se podian dividir en dos grupos segin la region del gen
donde se localizaba la mutacion: el primero incluiria a las cepas NR3-4, NR3-5, NR3-6,
NR3-11 y NR3-15, cuyas mutaciones se encuentran en la regidén 3" del gen, mientras que el
segundo grupo incluiria las cepas NR3-7, NR3-8, NR3-9, NR3-13, NR3-14 y NR3-16,
cuyas mutaciones se localizan en la region comprendida entre los nt 6261 y 6533 (extremo
del fragmento contenido en pKERIT). A continuacion, caracterizamos las mutaciones de tres
de estas estirpes (Figura 25) y para ello amplificamos mediante PCR el gen cap34 (o parte
de él) a partir del DNA cromosomico de cada uno de los mutantes y realizamos la
secuenciacion directa del producto de PCR. Asi, la mutacion de la cepa M24 resultd ser una
insercion de una base (T) en la posicion 100 a partir del coddén ATG de iniciacion de la
traduccion del mRNA: esta insercidn origina la aparicion de un codon de terminacion

{TAA). Por su parte, la mutacion de la cepa NR3-7 consistid en una transversion, G — T,
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200

que conlleva un cambio Glu™"—Asp; aunque este cambio es de tipo conservativo, ya que

ambos aminoacidos poseen grupos cargados negativamente, tiene lugar en una regién
bastante conservada entre las proteinas similares a ésta, como se puede apreciar en la Figura
14. Por otra parte, la cepa NR3-5 mostré una mutacion consistente en una transicion C —
T en el nt 901 del gen que produce la aparicion de un codén de terminacion TAA en esta
misma posicion.

Ademas, mediante estos experimentos de transformacién genética, observamos que la
estirpe A66R2, previamente caracterizada como defectiva en la produccion de UDP-
GlcDH, producia transformantes capsulados cuando era transformada con el gen cap34
amplificado por PCR (datos no mostrados), lo cual indicaba que la mutacién contenida en
esta cepa, que le conferia el fenotipo rugoso, se localizaba en éste gen. Esto apoyaba la
hipotesis de que el gen cap3d4 codifica la UDP-GlcDH en las cepas de neumococo de
serotipo 3.

Por otro lado, habiamos encontrado que una de las estirpes rugosas, la denominada NR3-
12, debia contener una mutacion en el gen cap3 8, concretamente en la region comprendida
entre el nt 1 y el 656 del gen dado que no se transformaba con cap34 ni con el plasmido
pKER22 pero si con pKER23 (Tabla 8). Por tanto, ya que esta mutacion le conferia un

fenotipo rugoso, el gen cap3B debia estar implicado en la biosintesis del polisacarido

capsular de serotipo 3 de neumococo.
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Tabia 8, Locualizacidn de mutaciones por transformacion con diferentes DNAs donadores

Restauracion de la produccion de edpsula tras la transfermacion con:

Mutante pLGL1 pKER1 pKER2 cap3A® cap3AiMuni-Accl” cap3Aldcel’ pKER22 pKER23
M24 + + - + ND - ND ND
AB6R2 - - + + + + ND ND
NR3-4 - - + + + + ND ND
NR3-3 - - + + + + ND ND
NR3-6 - - + + + + ND ND
NR3-7 - + + + ND ND ND ND
NR3-8 - + + +- ND ND ND ND
NR3-9 - + + + ND ND ND ND
NR3-11 - - + + ND ND ND ND
NR3-12 - - + - ND ND _ +
NR3-13 - + + + ND ND ND ND
NR3-14 - - + + ND ND ND ND
NR3-15 - - + + ND ND ND ND
NR3-16 - - + + ND ND ND ND

“capiA fuc amplificado por PCR utilizando DNA de la cepa 406 ¥ los oligonucledtidos PCAP3 y PCAP7 (Tabla 4). La amplificacion se llevo a cabo segin se indica en ¢l
apartade 9 de Materiales v Métodos. utilizando un ciclo de 3 minutos a 95°C (desnaturalizacién), 2 minutos a 69°C (anillamiento) v 3 minutos a 72°C {polimerizacion de
DNA) repetido 40 veces. ¥ un paso final de extension por la DNA polimerasa de 6 minutos a 72°C.

°El gen capid amplificado por PCR fue tratado con Murl ¥ -lecl. sometido a electroforesis y el fragmento situado entre las posiciones 6706 y 7113 se purificéd mediante
la técnica de P-agarasa,

“El gen cap3 amplificado por PCR fuc tratado con Accl. sometido a clectroforesis v ¢l fragmento situado entre las posiciones 6276 v 7113 s¢ purificé mediante la
técnica de [3-agarasa,

+. transformantes capsulados: — ausencia de transformantes capsulados: ND. no determinado.
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F 6 ¥ 6 G Y ¢ L P K D TZXK QUL KA ASFRUDV P EHNILTIT-AWWVQ S 285
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ARCACUOEATTTA

SGOAGRGAATARGGHEAAATAATTTTTATGTATACATTTAT TT TAATGTTOT TGGATTT TTT TOAGAATCATGA T TTTCATTY 140G

Fipura 25. Secuencia de nucleétidos del gen cap3A4 y localizacion de las mutaciones responsables del
ferotipo rugoeso. En negrita se indica la secuencia de aminodcidos de Cap3A. También s¢ muestran las
secuencias -10 y -35 del promotor del operon cap’ micntras que €l posible sitio de union al ribosoma sc
indica subrayado y c¢n cursiva. 1as 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
sobre la secuencia de aminodcidos principal. Los codones de terminacion se¢ represcntan mediante tres
asteriscos. }.os sitios de restriccion utilizados para construir los plasmidos necesarios para Ia localizacién de
Tas mutaciones estan doblemente subrayados.

7. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS PRODUCTOS GENICOS DEL OPERON c4pr3

De lo comentado hasta aqui se puede deducir que, de los genes incluidos en el fragmento

EcoRl, tan sélo dos —cap34 y cap3B— son necesarios para la sintesis del polisacarido
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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 formacion de uno de los precursores de
la sintesis capsular (UDP-GlcA), a partir del otro precursor (UDP-Glc) (ver apartado 7.1 de
Introduccion). Por otra parte, cap3B podria actuar catalizando la formacion de alguno de
los enlaces necesarios para la polimerizacion, es decir, para la incorporacion de alguno de
los monosacaridos, Gle o GlcA, al polisacarido en formacién. En cuanto al tercer gen,
cap3C, parece ser prescindible para la sintesis capsular aunque, dada la disposicion de los
tres genes en un mismo operon que posiblemente incluye un cuarto gen, es probable que
participe en la sintesis de la capsula. El alto porcentaje de identidad entre la estructura
primaria de la secuencia deducida de aminoacidos de Cap3C y las de la UDP-Gle
pirofosforilasa, tanto de E. coli como de B. subtilis (Figura 16), sugiere que la funcion de
Cap3C seria la de sintetizar, a partir de UTP y Glc-1-P, el precursor que sirve de sustrato
para la actividad de Cap3A (UDP-Glc), segun se indica en el apartado 7.1 de Introduccion.
Asi. la ruta de biosintesis del polisacarido capsular del serotipo 3 propuesta por los

investigadores clasicos quedaria tal y como se indica en la Figura 26.

uTp UMP 2NAD 2NADH

Gle-1-P » UDP-Gle vb[:DP-(;ICA
Cap3C CapSAJ

JCap3X?

(,

Cap3B

[Gle-GleAla

Figura 26. Ruta de sintesis del polisacirido capsular del serotipo 3 de neumococo. Las enzimas (en
verde) implicadas en los pasos bioquimicos de la sintesis (flechas negras). (Cap3X? indica una enzima
hipotética implicada en el proceso de polimerizacion del polisacarido capsular. En rojo se indican los
precursores de la sintesis capsular, los cofactores de las reacciones se muestran en azul. [Gle-GleAl,
representa el polisacarido capsular.
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Por tanto. con el fin de caracterizar de forma inequivoca las actividades enzimaticas de
estas proteinas, procedimos a expresar por separado cada uno de los tres genes del operon
cap3 en k. coli con el fin de determinar la actividad bioquimica de cada una de las proteinas
producidas. Como algunos autores han mencionado (Martin y cols., 1989; Dillard y Yother,
1991), la expresion de genes de neumococo en otros microorganismos, como £. coli,
entrafia serias dificultades por lo que, para nuestro trabajo, tuvimos que recurrir, en general,

a sistemas de expresion con regulacion estricta.

7.1. ESTUDIO DE LA PROTEINA CAP3A

Como ya se ha comentado anteriormente, tanto la comparacion de secuencias de
aminoacidos (apartado 1.8), como la complementacion genética de un mutante previamente
caracterizado como defectivo en UDP-GIcDH con el gen cap34 (apartade 6) indican que
este gen codifica probablemente esta enzima. Por tanto, con el fin de identificar la actividad
bioquimica de la proteina Cap3A procedimos a clonar el gen cap34 en E. coli, puesto que
s¢ ha observado la imposibilidad de llevar a cabo el ensayo espectrofotométrico de
cuantificacion de la formacion de NADH, utilizado habitualmente para estudiar la actividad
UDP-GleDH de otros microorganismos, a partir de extractos de neumococo debido a la
presencia de una elevada actividad NADH oxidasa, que copurifica junto a la enzima UDP-

GlcDH (Smith vy cols., 1958b; 1959b).

7.1.1. CONSFRUCCION DE UN PLASMIDO RECOMBINANTE PARA LA EXPRESION DEL GEN
CAP3A EN E. coLI

En la Figura 27 se muestra la construccion del plasmido pTVUI, que contiene el gen
cap3A orientado de forma que su transcripcion esta controlada por el promotor del gen ¢70
del bacteridfago T7 de E. coli (Tabor, 1990). De esta manera, el plasmido pTVUI pudo ser
construido en un principio en la estirpe DHI10B de £. coli la cual, al no producir la enzima
RNA polimerasa del bacteriofago, no permite la transcripcion de cap3A, con lo cual el
posible efecto nocivo de Cap3A sobre el microorganismo, que sospechamos pueda existir
debido a la delecion que repetidamente se produce durante el proceso de construccion de

pKERI! en £ coli, quedaria anulado.
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En primer lugar, amplificamos, mediante PCR, el gen cap34 a partir de DNA de la cepa
406. Utilizamos Jos oligonucleotidos PCAP20 y PCAP22 (Tabla 4), que crean dos dianas de
restriccion, Ndel y Nsil {posiciones 5908 y 7195, respectivamente; Figura 10). La reaccion
de PCR se llevo a cabo en las condiciones que se indican en el apartado 6 de esta seccion
variando anicamente la temperatura de hibridacién que tue, en este caso, de 58°C.
Purificamos el producto de la reaccion y, tras tratarlo con las endonucleasas Ndel y Nsil, se
incluyd en una mezcla de ligacion con el vector pT7-7 tratado con Ndel y Pstl. Esta mezcla
de ligacion se utilizd para transformar células de la estirpe DHI10B de E. coli y, de este

modo, se selecciond un transformante Ap" que contenia el plasmido pTVUI.

Figura 27. Construccion del plasmido pTVU1 que contiene el gen cap3A4 bajo el
control del promotor del gen 10 del fago T7. Ap" representa el gen que determina la
resistencia a ampicilina; P¢10 representa el promotor del gen 10 del fago T7.
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7.1.2. PRODUCCION DE LA PROTEINA CAP3A EN E. coLI

Como se ha sefialado anteriormente, para producir la proteina Cap3A es necesario
introducir el plasmido pTVU1 en una estirpe de E. coli que produzca la enzima RNA
polimerasa del fago T7. Utilizamos el plasmido pTVUI para transformar la estirpe
JM109(DE3) y seleccionamos un transformante Ap" que contenia el plasmido completo,
como se confirmé mediante la secuenciacion completa del gen utilizando los
oligonucleotidos adecuados. A continuacion, obtuvimos un extracto celular de la estirpe
JM109(DE3) (pTVU1) a partir de un cultivo en el que la produccién de la RNA polimerasa
del fago T7 habia sido inducida mediante la adicion de IPTG (concentracion final 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 JIM109(DE3) (pT7-7). De este modo, observamos la formacion, en el
extracto de la cepa JM109(DE3) (pTVUI1), de una proteina de aproximadamente 46 kDa
(Figura 28) que corresponde, aproximadamente, a la M; deducida a partir de la secuencia de
nucledtidos de cap34 (44.700). A continuacion, las proteinas fueron transferidas a una
membrana Immobilon-P*? (Millipore), y teflidas con negro Amido (Sigma). Se corté la
banda correspondiente a la proteina de 47 kDa y se determiné la secuencia de su extremo

N-terminal, que resulté ser Met-Lys-Ile-Ala-Ile-Ala-Gly, lo que confirmé que se trataba de

la proteina Cap3A.
Figura 28. Analisis, mediante SDS-
i < . PAGE, de la expresion del gen
kD cap3A en E. coli JM109(DE3)

(pTVU1). Carril 1, marcadores de
peso molecular; carril 2, extracto total

de células de un cultivo de E. coli

97 .4 — e

ok JM109(DE3) (pT7-7) tras una hora de
— i 1 induccion con IPTG; carril 3, extracto
total de células de un cultivo de E.
coli JIM109(DE3) (pTVUI1) tras una

G5 O m—

45.0 — e— . » .
La flecha indica la proteina inducida.

(en kDa) se indica a la izquierda.

2|5 —e—
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hora de inducciéon con IPTG a 30°C.

La masa molecular de los marcadores
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7.1.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IN VITRO DE CAP3A

Un estudio mas detallado de la produccion de Cap3A por la cepa IMI09(DE3) (pTVUI)
reveld que la practica totalidad de la proteina codificada por el gen cap3A4 se encontraba en
forma insoluble en estos extractos, probablemente debido a la formacién de cuerpos de
inclusion. Para tratar de obtener la proteina en forma soluble, los cultivos fueron incubados
a 30°C, con el fin de reducir la sintesis proteica y, consiguientemente, la probabilidad de
formacion de cuerpos de inclusion. En efecto, cuando analizamos, mediante SDS-PAGE,
los extractos asi obtenidos encontramos que, si bien la intensidad de la banda
correspondiente a Cap3A era menor, dicha banda aparecia mayoritariamente en la fraccion
soluble del extracto. De este modo, para llevar a cabo el analisis de la actividad enzimatica
in vitro de Cap3 A realizamos el ensayo segun se indica en el apartado 16.1. de Materiales y
Métodos. utilizando como muestra control un extracto celular de la cepa JMI09(DE3)
(pT7-7) y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.

Se pudo observar que el pH optimo para la reaccion catalizada por la enzima Cap3A es
9.0; por otro lado. su temperatura Optima parece ser 30°C, ya que cuando realizamos el
ensayo a 25°C o a 37°C. la actividad enzimatica disminuyd considerablemente. Ademas, en
contraste con los resultados obtenidos previamente (Mills, 1969), el cation Mg”™' no parece
ser necesario para la actividad UDP-GIcDH de neumococo, ya que la adiciéon de EDTA a
una concentracion final de 10 mM no afecta significativamente a la actividad enzimatica.
Por ultimo, la acetilacion de los grupos sulthidrilo de los residuos de cisteina presentes en la
proteina Cap3A mediante ja adicién de acido iodoacético a una concentracion final de 10
mM provoca un descenso muy significativo en la actividad enzimatica UDP-GlcDH,
indicando que alguna residuo de cisteina interviene en la actividad catalitica de esta
proteina. Este hecho ya habia sido sugerido anteriormente (Milis, {969) y confirma Ios
datos deducidos a partir de la comparacion de secuencias de aminoacidos (ver apartado 1.8

de esta seccion).
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Tabla 9. Actividad UDP-GicDH en extractos de £. coli

Ptasmido®  Condiciones de pH de la reaccion  Actividad especifica®  Actividad
induccion” (otras condiciones) (U mg™) (<10%) (%)

p17-7 no inducido 9,0 -

pl17-7 3 horas 9.0 e

pTVUI no inducido 9.0 2 5.5

pTVUI 1 hora 9.0 36 100

pTVUI 1 hora 8.5 22 61,1

pTVUI 1 hora 8.0 19 52,8

pTVUI 1 hora 1.5 4 11,1

pTvl] 1 hora 9,0 (+ &cido 3 8.3

iodoacético 10 mM)

pTVUI [ hora 9,0 (+ EDTA 10 mM) 34 94,3

pTVUI 3 horas 9.0 —

pTVU1 1 hora (a 37°C) 9,0 4 11,1

pTVUI1 I hora 9,0 (25°C) 2 5,5

pTVUI 1 hora 9,0 (37°C) 3 8.3

*La cepa huésped fue IMI09(DE3).
"La induccidn se Hevo a cabo, durante el tiempo indicado, a 30°C 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 reaccion, UDP-GlcA, mediante HPLC
segun se indica en el apartado 16.2. de Materiales y Métodos. Se determiné la radiactividad
de las fracciones recogidas a lo largo de la elucidn 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 probiema eluye en dos
tiempos principalmente, el primero equivaleme al de elucion de UDP-Gle, y el segundo
tiempo al de UDP-GlcA. Ademas, analizamos la presencia de acidos uronicos (apartado

18.4 de Materiales v Métodos) en cada una de las fracciones obtenidas tras la
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cromatografia, y observamos reaccion positiva Unicamente en las fracciones

correspondientes al pico de UDP-GIcA.

UDP-Gle Figura 29. Anilisis mediante
HPLC de la formacion de UDP-

J GlcA a partir de UDP-Gle. Se
UDP-GlicA incubd  UDP-[U-"C]JGle  con
extractos preparados a partir de

. 1 células de cultivos de £ coli
IMI09(DE3) (pTVU1) sin inducir

e (®) o inducidos (O) con IPTG
durante una hora a 30°C y a

continuacion se analizaron en una

A columna de HPLC. Las flechas
‘\ indican la posicién de los patrones
\
L}

cpm /0,1 ml (x10°)
8] fos)
! {
—_— .

O

L de UDP-Glc y UDP-GlcA; la barra

\ horizontal muestra las fracciones
eluidas que dieron positiva la

o]

2 ; qujj reaccion de carbazol.
,‘A. ?0 e
o [o] 1 \ [»]
_ oo Tlieaeet m
4 8 12 16
{min)

7.2. ESTUDIO DE LA PROTEINA CAP3B

7.2.1. CARACTERIZACION DE LA MUTACION DE LA CEPA NR3-12

Tal y como se comentd en ¢l apartado 6 de esta seccion, de entre todos los mutantes
rugosos espontaneos obtenidos en nuestro laboratorio, tan sdlo uno de ellos, la estirpe
NR3-12. se encontraba mutado fuera del gen cap34. En concreto, observamos que la
mutacion se encontraba en el extremo 5° del gen cap3B, entre las posiciones 7111 y 7768
(Tabla 8) de la secuencia mostrada en la Figura 10. Para identificar la mutacion presente en

la cepa NR3-12, amplificamos, mediante PCR utilizando los oligonucledtidos PCAP3B y
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PCAP21 vy las condiciones de reaccion indicadas en el apartado 6 de esta seccion, el gen
cap3B a partir del DNA de la cepa NR3-12. La secuenciacion de dicho gen reveld que la
mutacion consiste en la insercion de un sola base, una T, en una region compuesta por seis
T. que abarca desde la posicion 7177 hasta la 7182, proxima por tanto ai extremo 5 del gen
(Figura 30). Dicha insercion provoca la aparicion de un coddn de terminacion, TAA, en la
posicion 7232 (Fig. 10). Esta mutacion causaria la sintesis de una proteina Cap3B truncada
y. muy posiblemente, inactiva; sin embargo, cuando analizamos més detalladamente la cepa
NR3-12, observamos que producia una pequefa cantidad de polisacarido capsular de tipo 3
{aproximadamente un 10% de la observada en la cepa salvaje, que es de entre 10y 50 pg
por cada 10" células) {datos no mostrados). Este hecho podria ser explicado mediante la
existencia de un ‘salto’ ocasional de tipo +1 en el marco de lectura, es decir, el ribosoma
‘saltaria’ una base hacia adelante retomando el marco de lectura original. De este modo, se
produciria una pequefia cantidad de proteina Cap3B activa, que sintetizaria una cierta
cantidad de polisacarido capsular de tipo 3. Este fenomeno de deslizamiento del ribosoma
va ha sido descrito en el caso de diversos genes v en diferentes especies (Engelberg-Kulka y

Schoulaker-Schwarz, 1994).

7.2.2. CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO RECOMBINANTE PARA EL ESTUDIO DE LA
EXPRESION DEL GEN CAP3BEN E. cOLI

En fa Figura 31 se muestra la clonacion del gen cap3B en £. cofi, utilizando el vector
pT7-7. Para llevar a cabo la clonacion, amplificamos, mediante PCR, el gen cap3B a partir
de DNA cromosdmico de la cepa 406. Utilizamos los oligonucléotidos PCAP3B y PCAP21;
el primero crea una diana de restriccion Ndel en la posicidn 7079 (Fig. 10) mientras que el
segundo incluye en su secuencia la diana Pstl (posicion 8693, Figura 10). Las condiciones
en las que se llevo a cabo la reaccion fueron las que se describen en el apartado 6 de esta
seccion. Tras la reaccion de PCR, el producto, purificado mediante Geneclean, fue tratado
con las endonucleasas Ndel y Pstl e incluido con el vector tratado con estas dos mismas
enzimas en una mezela de ligacion, que se utilizo para transformar la estirpe JM109 de £

coli. Asi, seleccionamos una estirpe transformante Ap" que contenia el plasmido pTBP3

(IM109(pTBP3)].
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estirpe NR3-12 M ¥ T F I L M L L D ¥ F @ W H D F H F FM L F FC L ¥ § Y 29
est:Lrpe406 M ¥ T F I L ML L DF F QN HDF HF FMILFFV F I L 28
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AT AU AT TG INAT AAA TT ACAACARC O TAAARRBAC T T T AGTAC TARRA G L AMRGARA T ACARCIAAAARCAGHAR T AAGANT
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S L 6 6 Y I F 8 € C Qg I = 41
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DEPLNLFESVLNRISRHKPSEIIVVINGPKNER 95
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TACTTTONT ‘T\I\T'{\( AAARACTTTOAUATOACT TATUTTAAAGGTCTGTATY TGO TAGGOTT TART ARCACCAATARTT U GTTTTTTGOTCTCT

LVKLCEDFNEKLENNMTPIQCYYTPVFGKIRN}\I 128
E FUATGATIT AR T GARRMAT TAGAAAAT ARTATGACTOCAAT TCAATGT TAT T ACAC T COT U T TG ARGASAM VT GUT AT 400
TR ARRAT AT T T T T TAA T CTTTTATTATACTGAGGT TAAGRTTACAAT AAT G T GRGGACARGGRC G TOT I T TACGATAL

LFGLEHVDSQSDITVLVDSDTVWTPRTLSELLKE152
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I R A E G THM XK A M S5 V T G KV GG CL P eRTTI AT FW®SRTETIDLRE 228
i PGEAMGCARTEAETGTEN TARAGTAGGETGCTTACC TGUTUGARRCART TOCT TTTAGANC AGRGHRT T U T CAGAGAST B

GAT

TOOTTACTCACAIT ATTTCATCCCACGAATGOACCAGITTET  ARCGAARAT T TUT CTC TARGAGTCTOT A

CIHEE‘MNETFMGF!’!KEVSDDRSLTNLTLKKGYKT282
03 MIT TV CATGGGATT TCATANGGARG T T U TGATGATAGRAG TCT TACAMAT T TR T TAAAARABAGCTATARRN 208
o I-J\J\}\( TALCOTARRGTATTCCT TCARNAGACTACTATCTTCAGAAT ST TTRAR T TGARRAT TTT I T CGATATTT T

VMQD‘I'SVVYTDAPTSWKKFIRQQLRWAEGSQYN 295
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igura 30. Secuencia de nucledtidos del gen cap3B y localizacion de la mutacion de la

estirpe NR3-12. Se muestra la secuencia de la doble cadena y sobre ésta se indica la
secuencia de aminodcidos deducida de la proteina Cap3B. La mutacion presente en la cepa
NR3-12 se muestra en negrita debajo de la secuencia principal, y el tenotipo originado por
ella se representa sobre la secuencia de la proteina Cap3B. Los codones de terminacion
estan representados mediante un asterisco.
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Figura 31. Construccion del plismidoe pTBP3 que contiene el gen cap3B bajo el
promotor del gen 10 del fago T7. Ap" representa el gen que determina la resistencia a
ampicilina; P10 representa el promotor del gen 10 del fago T7. También se indican los
oligonucledtidos utilizados en la PCR (PCAP21 y PCAP3B).

7.2.3. PRODUCCION DE LA PROTEINA CAP3B EN E. cOLI

Utilizamos el plasmido pTBP3 para transformar cepas de E. coli que produjeran la enzima
RNA polimerasa del fago T7, con el fin de conseguir la produccion de la enzima Cap3B.
Para ello fue necesario utilizar la estirpe BL2I(DE3){(pLysS), ya que tanto la cepa
IMIT09(DE3) como la BL21{DE3) no produjeron transformantes con el plasmido pTBP3.

l.a cepa utilizada contiene el plasmido pLysS, que porta el gen cat determinante de la
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resistencia a cloranfenicol, y cuyo replicon es compatible con el de pT7-7. El plasmido
pLysS contiene, ademas, el gen que codifica la N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa del fago
T7. que es expresado de manera constitutiva. Es sabido que esta enzima litica inhibe a la
RNA polimerasa del fago (Moffatt y Studier, 1987); por tanto, la presencia del plasmido
pLysS en la célula conlleva un control méas eficaz de la actividad de la RNA polimerasa y.
consiguientemente, de la expresion del gen cap3B. De este modo, tras seleccionar una cepa
transformante Cm" y Ap" [BL2I(DE3)(pLysS)pTBP3)], analizamos la produccion de
Cap3B y para ello obtuvimos un extracto celular —-segun se indica en el apartado 14 de
Materiales vy Métodos— en el que habiamos inducido la produccion de RNA polimerasa de
T7 durante 90 minutos a 37°C mediante la adicién al cultivo de IPTG (concentracion 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
BL2I(DE3) pLysS)pT7-7). De este modo, observamos la aparicion de un banda
correspondiente a una proteina de aproximadamente 50 kDa, (Fig. 32A). A partir de este
extracto celular analizamos la secuencia de aminodcidos del extremo N-terminal de la
proteina, resultando ser Met-Tyr-Thr-Phe-ile-Leu, idéntica a la deducida a partir de la

secuencia del gen cap3B.

7.2.4. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE POLISACARIDO CAPSULAR DE SEROTIPO 3 EN E,

COLI QUE EXPRESA L GEN CAP3B

Mediante un experimento de doble inmunodifusion en gel pudo ponerse de manifiesto la
presencia de polisacarido inmunoldgicamente idéntico al de serotipo 3 de neumococo en los
extractos celulares obtenidos a partir de la estirpe productora de la proteina Cap3B (Fig.
32B). Como era de esperar, en el extracto obtenido a partir de la cepa
BL21{DE3)(pLysS)(p17-7) no se observd la aparicion de ninguna banda de precipitacion.
Como se ve en la Figura 32B, el extracto preparado a partir de un cuitivo no inducido de la
cepa BL2I(DE3)pLysS)(pTBP3) contiene también polisacarido 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 represion incompleta del promotor del gen ¢J0
como ya habia sido descrito con anterioridad (Studier, 1991). Por otra parte, el polisacarido

producido por los cultives inducidos de la cepa BL2HDE3 )} pLysSKpTBP3) resulté ser
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aproximadamente de entre el 1 y 5% del sintetizado por las cepas de neumococo de
serotipo 3 (datos no mostrados).

El polisacarido producido por la estirpe de E£. cofi que contiene el plasmido pTBP3
resultd tener un alto peso molecular, tal y como observamos mediante filtracién en gel
utilizando una columna de Sepharose CL-4B (Pharmacia), ya que eluyd en el volumen de
exclusion de la columna, de la misma manera que lo hizo el polisacarido producido por la
estirpe 406 de neumococo. Por otra parte, utilizamos un cultivo sin inducir de la estirpe de
E. coli productora de polisacarido serotipo 3 para determinar la localizacion subcelular de
éste. Asi. encontramos que una gran parte, aproximadamente el 40%, se encontraba en el
espacio periplasmico. mientras que otro 40 0 50% estaba en el citoplasma de la célula y el

10 & 20% restante en la fraccion membranosa {(datos no mostrados).

A B

kDg | 2 3
Y ..
66—

.
45- — — £
=
3 — B

Figura 32. Expresion del gen cap3B en E. coli y produccion de polisacarido capsular de tipo 3.
Panel A, analisis mediante SDS-PAGE de la produccion de Cap3B en una estirpe de E. coli que
expresa el gen cap3B. Se utilizo un gel de poliacrifamida al 10%. Carril 1, extracto total de células
de un cultivo de £, coli BE21{DE3) (pLysS)pT7-7} inducido con IPTG durante una hora; carriles 2
y 3. extractos totales de células de un cultivo de £ coli BL2I(DE3) (pLysS)pTBP3) obtenidos
antes y después de la induccion con IPTG, respectivamente. La banda correspondiente a 1a proteina
Cap3B se indica mediante una flecha. Panel B, ensayo de inmunodifusion doble en gel. Los pocillos
1, 2 v 3 contienen los extractos correspondientes a los carriles 1, 2 v 3 del panel A, respectivamente.
El pocillo 4 contiene polisacarido de S. preumoniae de tipo 3. El pocillo central contiene suero anti-
serotipo 3.
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7.2.5. CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO RECOMBINANTE PARA LA CLONACION Y
EXPRESION DEL GEN CAP3B EN NEUMOCOCO

Como habiamos observado anteriormente (ver apartado 2 de esta seccion), el gen cap3B
es especifico del serotipo 3, vy era interesante estudiar la produccion de Cap3B en estirpes
de neumococo pertenecientes a otros serotipos. Para ello, construimos el plasmido
pLSE3RB, tal y como se indica en la Figura 33, utilizando como vector el plasmido pLSE1,
capaz de replicar tanto en neumococo como en £. cofi. El fragmento Pvull-Hindll
(posiciones 6749 y 8729, respectivamente; Figura 10) obtenido a partir de pKER2, fue
ligado a pLSE1, digerido previamente con EcoRV y Hindlll. Esta mezcla de ligacion se
utilizé para transformar la cepa de E. coli C600, obteniéndose asi un transformante Eny®
Tc” que contenia el plasmido pL.SE3B, en el cual la expresion del gen cap3B quedaba bajo

el control del promotor que dirige la transcripcion del gen responsable de la resistencia a

tetraciclina.

7.2.6. OBTENCION DE ESTIRPES DE NEUMOCOCO QUE PRESENTAN UN FENOTIPO BINARIO
AL EXPRESAR EL GEN CAP3B

De acuerdo con los resultados comentados anteriormente (ver apartado 7.2.3), todo
parecia indicar que la proteina Cap3B es, tal y como habiamos supuesto basandonos en el
analisis comparativo de su secuencia de aminoacidos, la polisacéarido-sintasa del serotipo 3
de neumococo, es decir, una enzima con actividad glicosil-transferasa que es capaz, ademas.
de catalizar la formacion de los dos tipos de enlace presentes en el polisacarido capsular de
serotipo 3. Para confirmar esta suposicion, transformamos 4 estirpes capsuladas de
neumococo - -M25. 15783/94, 8595/95 y 6028 pertenecientes a los serotipos 1, 2. 5y 8,
respectivamente-— con el plasmido pLSE3B y analizamos el fenotipo de las estirpes
transformantes Lin" obtenidas. De este modo, observamos que éstas producian, ademas de
polisacarido capsular de su serotipo original, una cantidad significativa de polisacarido
capsular de serotipo 3. tal y como se muestra en la Figura 34. También observamos que al
transtormar las estirpes rugosas de serotipo 2, MI1 y M31 con el plasmido pL.SE3B los
transformantes Lin" producen tnicamente capsula de serotipo 3 (Fig. 34). Este polisacarido
es ¢l resultado de la actividad enzimatica de Cap3B a partir de UDP-Glc —compuesto
relacionado con el metabolismo general de la célula— y UDP-GlcA que se encuentra

presente en el citoplasma de las células pertenecientes, entre otros, a los serotipos utilizados
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enh este experimento. Esta presencia se debe a su participacion en la biosintesis de la cépsula
original como forma donadora de GicA, como es el caso de los serotipos 2, 5y 8 o como
intermediario en la sintesis de UDP-GalA, en el caso de las células pertenecientes al serotipo

1 (Smith y cols., 1958b; Mills y Smith, 1965).

Ery

PLSE3B

Figura 33. Construccion de un plasmido recombinante (pLLSE3B) que contiene el gen
cap3B y se replica en S. preumoniae. Ery, representa el gen que determina la resistencia a
eritromicina. Ap®, el que determina la resistencia a ampicilina y Tet, el que determina la
resistencia a tetraciclina. P, indica el promotor de Tet.
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Figura 34. Analisis, mediante inmunodifusion doble en gel, de la produccion de
polisacaridos capsulares en estirpes de peumococo con fenotipo ‘binario’. | a 5 indican
antisueros contra polisacaridos capsulares de neumococo de los serotipos 1, 2, 3, Sy &,
respectivamente. Las letras A a E designan polisacaridos capsulares purificados de estirpes
de S. preumoniae de los serotipos 1, 2, 3, 5 vy 8, respectivamente. Las letras “a’ a ‘d’
corresponden a extractos obtenidos a partir de transformantes “binarios’ de los serotipos
/3, 2/3. 5/3 y B/3, respectivamente, ¢ y t indican polisacaridos preparados a partir de
transtormantes capsulados de M11 y M31 de serotipo 3, respectivamente.

7.3. ESTUDIO DE LA PROTEINA CAP3C

7.3.1. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO PKALI

Llevamos a cabe la construccion de un plasmido que contuviera el gen cap3(, para su
expresion en una estirpe de £ co/i, 1al y como se describe en la Figura 35. Para ello,
digerimos el plasmido recombinante pKER2 con las endonucleasas Xbal y FEcoRl vy
purificamos el fragmento que abarca desde el nt 8225 hasta el 9704 (Fig. 10). A

continuacion lo ligamos al plasmido pUC19 digerido previamente con las mismas enzimas.
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Esta mezcla de ligacion fue utilizada para transformar la estirpe DHI10B de E. coli y de esta

forma seleccionamos un transformante Ap" que contenia al plasmido pKALL.

Figura 35. Construcciéon del plismido pKALI1 que contiene el gen cap3C bajo el
promotor del operén fac. Ap", representa el gen que determina la resistencia a ampicilina;

Pl designa el promotor del operon del metabolismo de la lactosa de E. coli.
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7.3.2. COMPLEMENTACION DE UNA MUTACION GALU DE E. COLI POR KL PLASMIDO
PKALI

Durante los ultimos afios se han clonado e identificado los genes que codifican las UDP-
Gle pirofosforilasas de varios organismos, tanto procaridticos como eucaridticos (Ragheb y
Dottin, 1987: Valla y cols., 1989; Katsube y cols., 1991; Peng y Chang, 1993; Soldo y cols.,
1993: Crater y cols., 1995). Entre estos organismos se encuentra £. cofi, cuyo gen galU ha
sido recientemente clonado, y su correspondiente proteina purificada y caracterizada
(Weisshorn y cols., 1994). Por otra parte, algunos de los efectos producidos por la
inactivacién de este gen se conocen desde hace mucho tiempo, y han sido objeto de amplios
estudios bioquimicos (Sundararajan y cols., 1962; Fukasawa y cols., 1963; Komeda y cols.,
1977; Giaever y cols., 1988); asi, uno de los fenotipos mas caracieristicos derivados de la
deficiencia en esta enzima es el que conlleva fa incapacidad para utilizar galactosa como
fuente de carbono (Sundararajan y cols., 1962). Como consecuencia, cuando el cultivo de
un mutante ga/l/ de E. coli se lleva a cabo en medio sdlido 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
acidificacion del medio por la fermentacion del azucar (Peng y Chang. 1993). De este
modo, procedimos a transformar la estirpe FF4001 con el plasmido pKAL! y seleccionamos
los transformantes Ap" sobre placas de medio MacConkey suplementado con galactosa al
0,6% v ampicilina (100 pg mi'). Asi, encontramos que todos los transformantes Ap"
crecian formando colonias rojas (Fig. 36). Por tanto, habiamos demostrado que la enzima
Cap3C de neumococo es capaz de suplir la deficiencia de una cepa de £. coli en la enzima

Galli. indicando que, en efecto, Cap3C es una UDP-Gle pirofosforilasa.

7.3.3. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO PINC41

Analizando en un gel de poliacrilamida-SDS los extractos celulares obtenidos a partir de
cultivos de las cepas DHI0B (pKAL1) y FF4001 (pKAL1) no se observo la aparicion de
ninguna banda adicional respecto a los extractos utilizados como control, que pudiera
corresponder a la proteina Cap3C. Por tanto, parecia que, si bien esta enzima era producida
en cantidad suficiente para suplir la deficiencia de la célula en la proteina GalU. dicha
produccion no cra lo suficientemente elevada como para permitir su deteccidn en geles de

poliacrilamida-SDS. Por esta razon, procedimos a construir un plasmido en el que la
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transcripcion del gen cap3C estuviera dirigida por un promotor fuerte. Para ello, utilizamos
el vector pT7-4, que contiene el promotor del gen ¢/0 del fago T7, utilizado con
anterioridad para llevar a cabo la expresion de los genes cap34 y cap3B en E. coli y
construimos el plasmido pTNC41, segun se indica en la Figura 37, El fragmento de DNA
que contiene el gen cap3C, utilizado para la construccion del plasmido pKALI, fue en este
caso ligado al plasmido pT7-4 previamente digerido con las enzimas EcoRIl y Xbal; a
continuaciéon, esta mezcla de ligacion fue utilizada para transformar la cepa JM109 de E.

4 i & R P §
coli y seleccionamos los transformantes Ap”, obteniendo de este modo, uno que contenia el

plasmido pTNC41.

Figura 36. Complementacion de la mutacion galU en la estirpe de E. coli FF4001
mediante la adquisicion del plasmido pKALIL. Placa A, medio MacConkey agar base
suplementado con galactosa al 0,6% y ampicilina, e inoculado con células de la cepa
FF4001(pKAL1); placa B, medio MacConkey agar base suplementado con galactosa al
0,6% e inoculado con células de la estirpe FF4001; placa C, medio MacConkey agar base
suplementado con glucosa al 0,6% e inoculado con células de la estirpe FF4001.
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ELcoRl
Xbal

£coRI

Figura 37. Construcciéon del plismido pTNC41 que contiene el gen cap3C bajo el
promotor del gen 10 del fago T7. Ap" representa el gen que determina la resistencia a
ampicilina; Pd10 representa el promotor del gen 10 del fago T7.

7.3.4. PRODUCCION E IDENTIFICACION DE LA ENZIMA CAP3C EN E. cOL!

Aligual que en el caso del gen cap34 (apartado 7.1 de esta seccion), para llevar a cabo Ia
expresion del gen cap3( es necesario introducir el plasmido pTNC41 en una cepa de E. coli
que produzca la RNA polimerasa del fago T7; asi, utilizamos la cepa JMIOXDE3) y
analizamos la produccion de Cap3C en un transformante que contenia el plasmido pTNC41
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 en

los que la produccion de RNA polimerasa de T7 habia sido inducida durante 75 minutos
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mediante la adicion al cultivo de IPTG (concentracion final 0, 5mM), aparecia una intensa
banda, correspondiente a una proteina de aproximadamente 35 kDa que no existia en
extractos celulares a partir de cultivos de la cepa JM109(DE3) (pT7-4). Analizando la
secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal de esta proteina encontramos que
correspondia totalmente con la deducida a partir de la secuencia de nucledtidos del gen
cap3C. Cuando analizamos mas detalladamente esta produccidén, observamos que la
proteina Cap3C se encontraba practicamente en su totalidad en la fraccion insoluble de
estos extractos. Con objeto de reducir la tasa de sintesis proteica y tratar de evitar la
formacion de cuerpos de inclusion, al igual que en el apartado 7.1.3 de esta seccion, la
obtencion de los extractos celulares se llevo 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.

kDa
97,4

66,2

45,0

Figura 38. Analisis, mediante SDS-PAGE, de la expresion del gen cap3C en E. coli. Se
utilizé 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 IM109(DE3) (pT7-4) inducido
con IPTG durante una hora; carriles 3 y 4, fracciones 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 SECUENCIACION DEL FRAGMENTO EcoRI-Bcll SITUADO
EN POSICION 3' CON RESPECTO AL GEN CAP3C

Como se ha descrito anteriormente, el tamafic del mRNA simtetizado a partir del
promotor del operon cap3 indicaba que éste debia inchuir, al menos, un cuarto gen. Para
analizar la posible implicacion de este gen en la biosintesis capsular, asi como para estudiar
la presencia de otros genes que pudieran intervenir en dicha biosintesis, procedimos a clonar
esta region de DNA en E. coli. Para ello, utilizamos la estirpe Lin" denominada M23
(pUCEK?2). obtenida en el apartado 5 durante la inactivacion del gen cap3C. De acuerdo
con ¢l modelo propuesto por Morrison y cols. (1984), durante la obtencion de este cepa se
debid producir un proceso de recombinacién mediante el cual el plasmido pUCEKZ se
insertd en el cromosoma bacteriano, quedando éste con una disposicion genética similar a la

mostrada en la Figura 39A.

8.1. OBTENCION DEL PLASMIDO PUCEK21

De acuerdo con lo mostrado en la Figura 39A, la digestién del DNA cromosdémico de la
cepa M23 (pUCEK2) con algunas endonucleasas de restriccion, tales como Kpnl, Sacl o
Bell, generaria fragmentos que contendrian el origen de replicacion del plasmido y el gen
que determina la resistencia a Ap, provenientes de pUC19, asi como fragmentos de DNA de
neumococo de diferentes tamafios, segun la endonucleasa utilizada. Estos fragmentos
contendrian, ademas de la region Pstl-EcoR] contenida en pKER?2 (nt 8693 a nt 9704, Fig.
10), una regidon nueva situada en posicion 3° respecto a cap3(.

Se puriticd DNA cromosémico de la estirpe M23 (pUCEK2) y realizamos un mapa de
restriccion de la zona situada a continuacion de cap3(C. mediante su hibridacion con
pKER21. que contiene practicamente todo este gen, v con pKER23. Esta Gltima sonda nos
indica cual de las dos bandas de hibridacion obtenidas con pKER21 era la correspondiente
al fragmento EcoRI de 9704 pb. De este modo construimos el mapa fisico mostrado en la
Figura 39B. Se puede observar que la endonucleasa Bc/l libera un fragmento de
aproximadamente 8 kb, siendo éste el de mayor tamafio obtenido al emplear las
endonucleasas antes mencionadas. De esta manera. digerimos el DNA de la cepa M23
(pUCEK2) con Befl y tras someterlo a una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto

de fusion, purificamos, mediante la técnica de la B-agarasa. los fragmentos situados en un
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intervalo de tamafios de entre 7 y 9 kb. A continuacidn, los incluimos en una mezcla de
ligacion, que fue utilizada para transformar la cepa TG1 de E. cofi. Asi, encontramos una

estirpe transformante Ap“ que contenia el plasmido pUCEK21 (Figura 39C).

8.2. SECUENCIACION DEL INSERTO CONTENIDO EN EL PLASMIDO PUCEK21

l.a secuenciacidén del fragmento de DNA contenido en el plasmido pUCEK2] se llevo a
cabo con un secuenciador automatico segun se detalla en el apartado 10 de Materiales y
Métodos, mediante el uso de oligonucledtidos sintéticos. Ademas, se construyeron tres
subciones del plasmido pUCEK21, denominados pUCEK211, pUCEK213 y pUCEK214; el
primero de ellos fue construido ligando el fragmento £coRI-Pstl (nt 9870-12097) (Fig. 10)
al plasmido pUC18 digerido previamente con estas dos mismas endonucleasas. El segundo
de los subclones se construyod ligando el fragmento Sacl-Pstl (posiciones 11008 a 12097,
Fig. 10} al plasmido ptiC18 digerido con estas dos mismas enzimas. Por (itimo, el plasmido
pUCEK214 se construyd ligando el fragmento Ps/I-Pstl (posiciones 12097 a 13004, Fig.
10) al plasmido pUC 18 previamente digerido con Ps/l. La secuencia asi obtenida (nt 9705-

14056) se muestra en la Figura 10.

8.3. ANALISIS COMPARATIVO DE LA SECUENCIA DEL INSERTO DE PUCEK21

El analisis de la secuencia de nucle6tidos comprendida entre los nt 9570 y 14056, reveld
la presencia de una nueva ORF (orf3) (Figs. 10 y 40). Esta comenzaria en el nt 12671 y
terminaria en el nt 13792, La comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida a partir
de la de nucledtidos de la orf3 revelé un cierto parecido con la secuencia de la proteina
NanA —una enzima con actividad neuraminidasa— de neumococo, si bien ésta 0ltima es de
un tamano mucho mayor (1035 aminoacidos frente a 373 de la Orf3) (Camara y cols.,
1994). siendo este parecido mas acusado en el extremo N-terminal de la proteina tal y como
se¢ muestra en la Figura 41. La proteina Orf3 comienza coincidiendo con la secuencia del
péptido sefial de NanA, y comparte una zona de ocho aminoacidos, del 31 al 38, idéntica a
la de la neuraminidasa; asimismo, los tres altimos aminoacidos de esta zona., VLA,
probablemente constituyen el lugar de actuacion de la peptidasa, como ya se sugiri¢ para el
caso de NanA (Camara y cols.. 1994). ya que cumplen la regla *-3,-1° (Perlman vy
Halvorson, 1983), segun la cual los tres ultimos aminoacidos del péptido sefial definen el

lugar de ruptura; de estos tres, los aminoacidos -3 y -1 (siendo al aminoacido +1 el primero
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de la proteina madura)} deben presentar cadenas laterales pequefias y sin carga, capaces de

permitir la interaccién de la proteina con la peptidasa.

A
cap3A cap38 P ,’l \\\ £coR1
M23 —777777zZ2RN - T
cap3C
=) Pstl EcoRl
Ery Ap ORt
oo 7 IPZZZm-=—==—=={777II>——
[pUCEK2]
“Southern blot"
8 Lkb
[
Fsrl Ery Ap Ol Psrl EcoRl1 Sacl Apnl Besl

N —Amp—— J

Aprnl  Belt Sacl |

Bl 1
T4 DNA Ligasa

Sacl Kol

pUCEK 21

8 kb /
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Figura 39. Esquema de inactivacion del gen cap3C y construccion del plasmido pUCEK21. A: insercion
de pUCEK2 ¢en ¢l cromosoma de la cepa M23. cap3C’ indica que el gen cap3C estd incompleto; ORI,
representa ¢l origen de replicacion del plasmido pUCKEK2: Ap, representa el gen que deicrmina la
resistencia a ampiciling: Ery, designa ¢l gen que determina la resistencia a critromicing. Las lincas
disconfinuas representan un evento de recombinacion homologa. B: mapa fisico de la region de
recombinacion en ta cepa transformante M23(pUCEK2). El sombreado de las dos copias incompletas del
gen cap3C indican la procedencia -—del plasmido pUCEK?2 o del cromosoma de M23—- de los fragmentos
que las componen. (: esquemny del plasmido pUCEK2I. Ery’ indica que Ery esta incompleto; la linea
gruesa representa DNA de S preummoniae.
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j

cagp3C

orfx’ Is' plpA’
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i

Bcl 1

Figura 40. Esquema de la disposicion de genes en la region situada en posicion 3’ con
respecto al gen cap3C. orfX’ indica que la ORF presente estd incompleta; IS’ indica la
presencia de un fragmento de una secuencia de insercion; plpA’ indica la presencia de un
fragmenta del gen plpA.
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Figura 41. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Orf4 con la de la proteina
NanA de S. pneumoniae. X72967 representa la proteina NanA de neumococo. Las zonas
en azul representan aminoéacidos conservados en ambas proteinas; las zonas en verde
designan los cambios conservativos existentes entre ellas. Se han subrayado los aminoacidos
que constituyen el péptido sefial de la proteina NanA; U indica el posible lugar de corte de la
peptidasa.

k19



RESULTADOS

Por otra parte, cuando comparamos la secuencia de nucledtidos de la region comprendida
entre cap3C y orf3, encontramos que la zona que se extiende entre los nt 10650 y 11271 es
muy parecida (55% de nucledtidos idénticos) a un fragmento de la IS//67 de neumococo
(Zhou y cols,, 1995). Sin embargo, al contrario de lo que ocurre con la IS//67, no contiene
ninglin 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 transcripcion inverso al del operon cap3 (nt
11271 a 10726), aunque no se encuentra un codon de iniciacion, 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//67 (Figura 42).
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Figura 42. Comparacion de la secuencia de aminodcidos deducida a partir de la de
nucleétidos entre las posiciones 11271 y 10276 (Fig. 10) con la de la proteina
codificada por 1S1167 de S. pneumoniae. Las zonas en azul representan aminoacidos
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 IS/167 de neumococo.
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Todo esto parece indicar que esta region corresponde a un fragmento de una secuencia de
insercion que habria existido en esta zona. Del mismo modo, la zona que se extiende entre
los nt 11274 y 12457 es practicamente idéntica (98% de nucledtidos idénticos) a un
fragmento de la secuencia de nucledtidos del gen p/pA de neumococo (nt 837 a 2019)
(Pearce v cols., 1994). Sin embargo, en este fragmento tampoco existe un marco abierto de
lectura; cuando realizamos un analisis mas detallado de esta zona observamos pequefias
diferencias en la secuencia que causaban la pérdida de la fase de lectura, segin se muestra
en la Figura 43. Asi, en la posicion 11337 (Fig. 10) se ha producido una insercion de una T
y en la posicion 11780 se ha insertado una G, lo que provoca que unos nuciedtidos mas
adelante (posicion 2286) aparezca un codon de terminacion. Por otro lado, el extremo 5
del gen no ha permanecido en el cromosoma bacteriano, debido probablemente a la
presencia de la secuencia de insercion descrita anteriormente.

Por Gltimo, encontramos un marco abierto de lectura (orfx) que comienza en el nt 9579 y
se ve interrumpido por la presencia de la secuencia de insercion incompleta en el nt 10650,
con lo cual el polipéptido codificado por esta ORF, que originalimente seria el cuarto gen
del operon cap3, no corresponde con la proteina original en su extremo C-terminal. Otro
autores han sugerido que esta proteina corresponderia a una fosfoglucoinutasa, encargada.
de catalizar el paso reversible de Gle-6-P a Glc-1-P (Dillard y cols.. 1995), aunque la
comparacion de su secuencia de aminoacidos con las de las bases de datos no revela

informacion relevante acerca de su posible funcion (datos no mostrados).



RESULTADOS

L vV Q I LTV S P I R I T 88 KT S EE Q KT s

406 | T AT IACHT AT T A T GO T ACAART AT TGACC A TCA T TCCTATAAWTATAACA T CTARGAC I AGIGAMGARCANAAAAACK T 100
: (R T T 1 T T T e O I I O B R

Plpa TN AGACTI AT TACGT AT TAGTCGGTACAAATATTGROCUT CAGTCITATAARN TR L CACATCTAAGN ICAGCGAT GAACARAAGGC AT 934
Y

g @ bs T T Y L VG TN I D RGOS Y K Y T S K T S D FE @ K A 35

T K K A L L N XK D F R Q A I A F ¢ F D R T A Y A S8 Q L N 6 @ T G A
406 !“J".‘TQP\J'-M' AT PO T T AR ANGOA T T T CCHTCAGLC AT TGCAT T TGUATT TUGACCGTACAGUCTATGUOTCTUAG T T GRATOUACAARC TGGHGIAR - 200
i Plisilbbari sy Pl b bbb bt libdllhen Pelbrlb e it e it e birrigl
Plph AT f‘u'\«'«;“u\ S T AR AAGUAT T CCGY CAGGC TR T T GECT T TGS TT T T OAT TG TACRAGCCTAY SCUTOTUAGT GARTGAACARAC TGEACAE 1034

T K K A L L N X D FR Q@ A I A F 6 F DR TAMAMZYMBA S @ L KN G QT &G A

£ K I L. R N L FV P P TV FV Q A DG KNV F GGGDMVV KEIZ KILUVT Y G D
406  GOAARNT T TACSTAATCTCTT YOS T TCCACCARCAT TTCT T CAAGTAGATGG TAARARC T T T GGCCAT AT GETUAAACGAGARATT SGTCACTTATGGA - 300

[ "5Il|“|‘|i\|‘|'|\|\ PESTLRr b bt i bbb ri i ts il i
P1pA 5TALAN STRATUTOTTTET I CACT AA"‘.“T'T'"E-:T TCARGCAGATGHTAAAAAT T THECGATAT ST CANNGAGRANT T T T TATC

SKILRNLFVPPTF’VQADGKNFGDMVKEKLVTYGD

1134

E W KD VH L AD S QD G L ¥HRNRUPUEI K AT AEU FAIZEKA AU KT LA ATLGQ A
406 ’[’\2-\;’3‘1‘{2"?.&-”‘:(. s 'Z.J‘J‘Tt‘\ATt""'J'f'}"‘fU1}-\""l‘!"'5‘(‘AGGA'I‘GG’I‘\"'J"J'IﬂF‘AATF’FAE'}F\_MAAF;Cf"7}"5(;("I'GAA']‘TTG(”'TAHAGC'J‘QAQTTTXGF'“'J"I‘A('G}'}Gf'ﬂ 400
e R RN N R R N N N A R
PLpA TANT ;A.I\' AT ART U T TG AGAT TCTCAGGATGET T T TACART U AG}LRAAA(‘L NG JnAFTTf“.'U\F\A(_:F TARNTC AT U-\f.mint fo1234
E W K P VvV B L AD S gD GL Y NP E KA AU KA AZEVPFAMIEK®AMIEK S AL O A

E 6 V @ F P I B L DM PV D g T ATTEK V RV g S MKGQg s L E V
406 3 ABATTOS l‘!—\i\""!‘(“}\T'T"TF\GATATGCf?F\(-}T'I'G?\C*CAGA(?A(§f",N\f"I‘AC]\AAA(,‘,‘I"[‘(‘,J’\(i(‘.‘t’%CG'['L‘.CAA’[‘L"T‘T\TGAAACAA'I'(.‘fS']‘TG‘GM‘;(;TAP. 500
I R e e R N N R N N NN RN

PLpA UASGOTHTSACRTT 17 T TS '1AT‘T\T L GACCAGRCAGTARC TACARSNGT TCAGUGOETOCAR N CTAT GARRC AT T
E ¢ VvV T F P J HEH L. bM PV D QTAAMTTUEKWVQIRUVQE S MK S L E A

v 1334

E A DN VWV I I DI Q@ QL Q K DEV NN T T Y F A EWNWAMAzW-BMTGE D
T L G G =
406 TETTROGUAGH N GATAR G UATTAT TUATA TS CAA BN TACAAARA B CSARG T RAR AR PA T TACATATT M GO T GARAR T TEOT SAGALT 00
B e e e o A B B A B B e O O O O O e e B I e A R N A N A N A N I R R R B R N B
PLpA TV TAGSA T EATARTGTCAT TATTGATAT TCAACARC T ACARARACACGARGTAPNCAATAT TACATATTT TOCTGARAAT GO TGU T SGUGARGACT 1433
T L & A DN Vv I I D I Q@ @ L g KD E V NN I T Y F A 8 N A A G E D

W D L 8 DNV GW G P DFADU PSS T Y L DI I K P SV G E S8 TIE KTY

406 15 AR BATO T T T GGG :[f . M‘N""TF -ﬂ'( GATCCATCRACCTACC T I CATATCATCARRCCATCT ATAGRAGAAALTACTARARC AT 700
tot [ il I T T O o P T I T I I I PO O S S B B A IR R |
Plpa i PPV AR A Sl mf“Te"{‘AfJﬁf b [”T(r’ CRATCCATCARCCTACCT TCATATCAT CANACCAT O S TAGRAGAARG TR TARANAL Alr_ 1533

W D L &§E DNV G W G P D F A D UP S T Y L D I I K P S8V &G E S8 T K T Y

LGFDSGEDNVAAKKVGLYDYEKLVTEAGDEATD

406 AR T RAT STAGU TG T AAARRRGTAGET ITATATGACT A G ARAR T T SRT TR 800
[ RN RN N R plelii b i I “I‘
Plpa " WARGET AT T A TTAARNIIGT Y ATATEACTACGARARAT T T ATGRGACTRUAGEDT 1633
¢ E D N VvV A & K kK V &6 L Y p Y E K L v ™ E A 5§ D E T T D
vV A K R Y D K Y A A A @Q A W L T DP S A L I I P T T S R T G R P I L
406 T BTASATA BRGOT T }ACA"}.’—\T.ﬁl'f'a"!‘[}'“"[“l“'1‘ FTOCRARCTACATI TCSET R ‘1 809
L O O T O PEE-preeta bt
Plph Trr\u'f AR Jw"TTm ATTATTICRACTRCAT L’ LA ’ 7T 1733
¥ A KR Y D K ¥ A A A Q A W L T D S5 A L I I P T TS R T S R P I L
PP A L 8 G W K & T S E P I L ¥ K Y L E L g D K a Vv
406 TR e THCLUT OGN T AR ) o 1000
"\| il | 1:
Plph W I'F\T'I‘” [Pl CAGEARATRARA TR B T 1833
I » FP A L 8 G ¥ K 6 T 8 E F V ¥ K ¥ L E L @ D K A V
T VvV D E ‘1’ Q K A Q E K WM K E K E E‘. s N K K a ¢ E D L A K H V K =
406 Pe S e S LR T £ i ""\zL-’-\GR.-’h‘%letHr’\ & T 110G
[ I [ i
PlphA ¢ v\.ﬁALAAI\}U\rw’\ AN TAAGAIGATT 1933
T VvV D E ¥ Q K A @ E KW M K E XK E E s BN K K a Q@ E D L A K H V K -+
406 T FAAAL T R T T T T AR T T AT T T T N TR T AT T T ST AAAL BN SR T T RAS T 118§
Lot [T S N R B RN IR \'![I['Hll‘lflw i ey it wl
PLpA T Fuaig e TR TA T T T TN S T GERN T T T T CITAAN S AASGA T T TN 2018

Figura 43. Comparacién de la secuencia de nucledtidos entre {as posiciones 11274 y 12457 (ver Fig. 10}
con parte de la det gen pipA de S, preumoniae. Sobre la secuencia de nucledtidos de la estirpe 406 s¢
muestra, en negrita, la deducida de aminodcidos; debajo de la sccucncia de nucleotidos del pen pipd se
mucstra Ja secuencia de fa proteina PIpA. Los codones de terminacion se indican mediante un asterisco, las
inserciones de uny base en la secuencia de la cepa 406 sc indican cn negrita; \rcprcscma nucledtidos
idénticoy en ambas sccuencias,
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9. ANALISIS DE LA IMPLICACION EN LA BIOSINTESIS CAPSULAR DE LA
REGION DE DNA SITUADA EN POSICION 3’ RESPECTO DEL GEN /4

Recientemente se ha afirmado, basandose en datos obtenidos mediante interrupcion de
genes por insercion del transposon Tn9/6, que la regidn situada en posicion 3’ respecto del
gen /yt4 contiene genes implicados en la sintesis del polisacarido 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 delecién de, al menos, 5,5
kb que afecta al gen /vid vy a la region situada en posicion 3’ respecto a éste, es decir, la que
segln estos autores esta implicada en la biosintesis capsular— y la cepa parental, M11, con
DNA cromosomico de la cepa 406 y seleccionamos transformantes con fenotipo capsulado,
el cual fue confirmado mediante la téenica de ‘Quellung’. A continuacion, comprobamos
que los transformantes M31 S3" mostraban un fenotipo LytA™; y mediante hibridacion de los
DNAs cromosémicos, tanto en dot-blot como en PFGE, con pGL40 y PGL6S5, sondas que
contenian el gen /y1d y/o diferentes zonas de la region analizada (Fig. 44), asi como con
pKER7 y pKER23, observamos, segln se muestra en las Figuras 45a v 45b, que mostraban
una delecion idéntica a la de la cepa parental, ademas vimos que sOlo los transformantes
M31 S3' y MI1 S3' contienen los genes capsulares de serotipo 3 (situados como era de
esperar en ¢l fragmento Smal de 290 kb), mientras que todas las cepas contienen la region
que precede a los genes capsulares. Ademds, comprobamos que el gen /yid y la zona

analizada se sitian en un fragmento Smal de 90 kb, tal y como ya se habia descrito (Gasc y

cols., 1991).
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Figura 44. Mapa fisico del fragmento Bc/l de 7,5 kb que contiene el gen Iytd de S.
pneumoniae. l.a region mostrada corresponde al inserto de DNA de neumococo del
plasmido pGL30 (Sanchez-Puelles y cols., 1986); MI13812, S43511, y L36660
corresponden a los numeros de acceso de las regiones indicadas. Los genes /yid y lytd 101
se indican mediante una flecha negra y otra blanca, respectivamente. También se muestra la
localizacidn de fa ORF1 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. B, Bcfl; E, EcoRl; H, HindIIl; P, Pvull; S, Sau3 Al
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Figura 45. Determinacion de la
mmplicacién de las regiones
adyacentes 2l gen 4 en la
sintesis de polisacarido
capsular de S, preamoniae.
Panel a). analisis mediante dot
blot de DNAs de varias estirpes
de  neumococo.  Las  sondas
utihizadas fueron pKER7 (A),
pKER23 (B), pGL6S () ¥
pGL4d (D). los  DNAs
corresponden a las estirpes: |1,
M24; 2-4, transformantes
capsulados de  serotipo 3 de
MiL: 3-8, rransformantes
capsulados de  serotipo 3 de
Ma1: 90 MIL; 100 M31. Panel
b}, analisis mediante PFGE de
los DNAs de las estirpes
estuchadas  en el panel  a)
digeridos con Smal. En la parte
supertor se indica la procedencia
de los DNAs estudiados v los
plasmidos  utilizados  como
sondas. A la izquierda se indican
los tamafios de los fragmentos
obtenidos. La flecha blanca
mdica el fragmento n° 10 del
genoma de la cepa MI1 de
neumogoco en el gue se localiza
el gen /w4, La flecha negra
sefiala el fragmento presente en
la estirpe M31 que corresponde
al fragmento n® 10 delecionado
de la cepa M11.
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V.- DISCUSION

Y. Pero jcomo?, ;gustar por qué? pregunta, terco, el tendero, que
debia ser sin duda wna de esas personas tan corrientes aficionadas o

razonar ¥ a diseutiv, y que son incapaces de elevarse u la iogica del

ahsurdo.

(Charles Baudelaire. = Los dones de las hadas™)
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El estudio de los genes capsulares se ha llevado a cabo principalmente en
microorganismos Gram-negativos, habiéndose encontrado una disposicion génica que
parece estar bastante conservada en la mayoria de ellos. Los genes capsulares se agrupan en
tres regiones adyacentes bien diferenciadas (Figs. 4 y 40): en primer lugar, la region 1,
comin a todos los serotipos de una misma especie, cuyos genes estan encargados de dirigir
la translocacién del polisacarido desde el periplasma a la superficie celular; a continuacion,
la region 2, especifica de cada serotipo, encargada de la sintesis de los precursores y de su
posterior polimerizacion; y, por Gltimo, la region 3, conservada entre los distintos serotipos
y encargada del transporte del polisacarido a través de la membrana citoplasmatica. En lo
gue respecta a los microorganismos Gram-positivos, es concebible que, dadas las
diferencias que existen entre éstos y los Gram-negativos —particularmente en lo que atafie
a la complejidad de las estructuras periféricas— Ia disposicion de los genes capsulares varie
de forma significativa; por ejemplo, debido a la ausencia de membrana externa, parece
logico suponer que no dispondran de genes equivalentes a los de la region 1 de las bacterias
Oram-negativas. Asi, a pesar de la relativamente escasa informacion que se posee sobre los
genes capsulares de bacterias Gram-positivas, se esta poniendo en evidencia que, en efecto,
la disposicion de sus genes capsulares difiere de la encontrada en bacterias Gram-negativas
(Figura 46}, y parece no seguir un esquema unico. De este modo, en el serotipo i1l de S.
agalactiae se han identificado seis genes, aunque su organizacion en unidades
transcripcionales no ha sido determinada. Por otro lado. en S. awureus de serotipo 1 se han
identificado trece genes que parecen disponerse en varios operones, aunque la distribucion
de éstos entre los distintos serotipos no ha sido dilucidada aan. Por altimo, en S. pyogenes,
en el que hasta el momento solo se ha descrito la existencia de un serotipo, se ha
identificado un operon, denominado has (por *hyaluronic acid synthesis’) que, al igual que
lo que ocurre en el serotipo 3 de neumococo, consta de tres genes que codifican una
glicosil-transterasa o polisacarido-sintasa (hasA), una UDP-GicDH (hasE) y una UDP-Gle
pirofosforilasa (has(’).

Ein esta tesis hemos clonado y secuenciado 14056 bp de DNA de S. preumoniae y hemos
observado que el operdn cap3 -—-especifico del serotipo 3— se encuentra flanqueado por
regiones comunes a DNAs de otros serotipos capsulares; sin embargo, también hemos
demostrado que éstas no intervienen en la biosintesis capsular. Por otro lado, otros autores

han sugerido que los genes que intervienen en la sintesis capsular en estirpes de serotipo
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I9F se agrupan en un operdn que consta tanto de genes comunes como de especificos,
siendo los primeros aparentemente homologos a los situados en la region 5° respecto del
operon cap3. Tal y como se ha comentado en el apartado 7.2 de Introduccion, los estudios
clasicos acerca de la genética capsular de neumococo propusieron un modelo de
organizacion de los genes especificos en forma de casete que, en el caso del serotipo 3,
estaria constituida por el operdn cap3, siendo esta zona la que se intercambiaria durante los
fendomenos de transformacion genética intertipo, mediante un proceso de recombinacion
mediado por la homologia existente entre los diferentes serotipos capsulares a ambos lados

del operon cap3.

Region 1 Reqgidn 2 Region 3
EcolikilE] o ful ¢ | s WSEEWCT A TRinIT|M
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Figura 46. Anilisis comparative de la organizacion de los genes capsulares y adyacentes a éstos de
algunas especies bacteriamas. A la izquierda se indican los microorganismos a los que pertenccen los
grupos de genes capsulares. 1.os bolques sombreados corresponden a genes identificados como serotipo-
especificos. Bn £ coli y S. preumoniae scrotipo 3, jos bloques blancos indican genes comunes a todos los
serotipos. En los demds microorganismos los bloques blancos indican genes cuya distribucion entre los
distintos serotipos no ha sido analizada. Las flechas indican el sentido de transcripcion de los genes.
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1. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS GENES CAPSULARES

Por razones ya comentadas en el apartado de Resultados, fue necesario construir dos
plasmidos, pKER1 y pKER2, para analizar un fragmento £coRI de [0 kb del DNA de S.
preumoniae 406. Estos plasmidos contienen todo este fragmento en dos porciones
solapantes. Por otro lado, construimos el plasmido pUCEK21 que posee un fragmento de
DNA que solapa con el fragmento EcoRI por el extremo que contiene genes especificos del
serotipo 3 {Figs. 10 y 39B). El andlisis de la secuencia de los fragmentos de DNA de
neumococo contenidos en estos tres plasmidos reveld una disposicion génica que mostraba
claras diferencias de organizacion con respecto a otros grupos de genes capsulares
estudiados hasta el momento.

Como se ha indicado anteriormente, los genes que dirigen la biosintesis capsular en los
microorganismos se clasifican segGn la funcion que desempefian las protemas por ellos
codificadas en dos tipos: comunes y especificos. Asi, identificamos en neumococo ambos
tipos de genes dentro de lIos presentes en la region estudiada aunque, como observamos en
el apartado 4.]. de Resultados, los genes comunes, es decir, aquellos que aparecen en
estirpes de diferentes serotipos, no parecen estar implicados en la biosintesis 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 capsula de serotipo 3 y las zonas adyacentes con
respecto a cepas pertenecientes a otros serotipos:

a) por un lado, encontramos que la regién que incluye el espacio intergénico dexB-orf!
se encuentra en todos los serotipos analizados hasta el momento y ademas hemos
observado que esta zona es bastante variable, en cuanto a su tamafio, entre los distintos
serotipos (Fig. 18). En general esta region posee un tamaiio aproximado de 1,7 kb lo
cual concuerda con el que tendria esta zona en el caso de que la secuencia identificada
en la estirpe 406, homologa al gen cps/9f4 estuviera completa (ver apartado 1.9. de
Resultados). En algunos serotipos, sin embargo, el tamanio obtenido es mayor
(serotipos | y 33} lo que podria indicar la presencia de alguna secuencia de insercion,
como sucede con la estirpe de serotipo 19F estudiada por Guidolin vy cols. (1994). Del
mismo modo, las regiones situadas en posicion 3° respecto del operon capsular, es
decir. el fragmento de la secuencia de insercion y el del gen p/pA, asi como el gen orf3,

se encuentran en todos los serotipos analizados (Fig. 18).
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b los genes orf! y 2 se encuentran sdlo en algunos serotipos estudiados (Fig. 18).

c) los genes cap3B, cap3(C y el fragmento de gen situado a continuacién de este ultimo
sOlo se encuentran en el serotipo 3 (Fig. 18). Dado que la proteina Cap3C cumple una
funcion que debe ser coman a todos los serotipos, como es la sintesis de UDP-Gile,
resulta sorprendente que la hibridacion con el gen cap3(C no produzea ninguna banda de
hibridacion con DNAs de otros serotipos. Asimismo, confirmando resultados descritos
previamente (Garcia y cols., 1993), observamos que el gen cap34 hibrida con el DNA
de estirpes de los serotipos 3 y 5. Sin embargo, la hibridacion de este gen con DNAs de
estirpes de otros serotipos que contienen, al igual que el serotipo 5, GlcA o GalA en su
polisacarido (como ocurre con Jos serotipos 2 y 1, respectivamente) no mostro la
aparicion de ninguna banda de hibridacion, indicando que los genes que codifican las
UDP-GlcDH de estas estirpes son significativamente diferentes de cap3A.
Experimentos clasicos de transformacion genética ya habian permitido sugerir que los
genes de las UDP-GlcDH de los serotipos 1 y 3 no son homologos (Bernheimer y

Wermundsen, 1969),

Hemos analizado la organizacion de estas regiones encontrando que los genes especificos
del serotipo 3 se agrupan en un operdn (Fig. 22) mientras que los que dirigen la biosintesis
del polisacarido capsular de serotipo 19F de neumococo, parecen disponerse formando un
unico operon junto con los genes (o regiones) identificados como comunes a todos los
serotipos {Guidolin y cols., 1994) (Figura 46). Estos autores sugirieron, ademas, que los
genes comunes, ¢psi94-D, son necesarios para la sintesis capsular, mientras que, en el
serotipo 3 hemos demostrado que las ORFs localizadas en esa region homdloga no son
tmprescindibles para la formacion de polisacarido capsular, puesto que en la estirpe 406,
dichos genes o bien se encuentran mutados, como es el caso de Jos genes homologos a
eps 194 y B, o no se transcriben, como sucede con los genes orf! y 2 (Fig, 22). Dado que
fas conclusiones a las que llegaron Guidolin v cols. se basan en datos obtenidos mediante
inactivacion por insercion-duplicacion de cada uno de los genes ¢ps/9f'y teniendo en cuenta
la disposicion de estos genes, no puede descartarse un efecto de inactivaciéon polar, tal vy
como admitieron los propios investigadores,

Una clara diferencia en la estructura génica de los serotipos capsulares 3 y 19F es la

presencia, en el caso de uno de los aislados de este ultimo, de una secuencia de insercion,
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(1S7202) que no se encuentra en la estirpe 406, aunque si hemos observado la presencia de
una posible secuencia de reconocimiento para la 157202 entre los nt 1658 y 1689. Estos
datos podrian sugerir que los genes capsulares estarian localizados en las proximidades de
regiones susceptibles de facilitar la incorporacién de secuencias de insercion y otros
elementos moviles, como transposones, lo que podria permitir la escision de los genes
capsulares del cromosoma bacteriano y su transferencia, de forma natural, tanto a otras
regiones del propio cromesoma como a otras estirpes. La presencia de elementos moviles
flanqueando grupos de genes capsulares ya se ha descrito en otros microorganismos, como
H. influenzae (Kroll y cols., 1991), N. meningitidis (Hammerschmidt y cols., 1996), en los
que, ademas, se ha observado que desempefian un importante papel en la regulacion de Ja
sintesis capsular mediante duplicaciones de la region serotipo-especifica, y en S. aureus
(Lee. 1995). Mas recientemente, se ha observado la presencia de dos secuencias de
ingercion flanqueando el grupo de genes que dirigen }a biosintesis capsular del serotipo | de
neumococo (R. Mufioz, comunicacion personal). Esta aparente capacidad para movilizar la
casete que contiene los genes capsulares especificos puede haber sido la causa de las
alteraciones que parecen haber sufrido las regiones que flanquean dicha casete en la estirpe
406 y que habria ocasionedo la delecion del extremo 5° del gen homologo a cps/ 94 asi
como las demés mutaciones que han sufrido tanto este gen como el que posiblemente existia
a continuacion, homologo al gen ¢ps79/B.

Los genes capsulares especificos del serotipo 3 se hallan separados de los comunes por un
espacio de 1096 bp. que no existe en el caso del serotipo 19F. En esta region encontramos
una secuencia que posiblemente actie como un terminador de la transcripcion Rho-
independiente, asi como una secuencia promotora consenso precediendo al gen cap3A.
Recientemente, Dillard y cols. (1995) han aislado y secuenciado la regién que contiene los
genes especificos que dirigen la sintesis capsular en la estirpe WU2 de serotipo 3. lo que les
permitid poner de manifiesto la existencia de tres genes, ¢ps3), eps3Sy e¢ps3U, que poseen
un alto grado de identidad con respecto a los genes cap3A. cap3B y cap3C de la cepa 406,
respectivamente {99%, 97,6% y 99.7%), lo que indica que ambos grupos de genes son
homologos. Por altimo, en la region situada en posicion 37 respecto a los genes capsulares
especificos hemos encontrado otro gen que podria también formar parte del operon capsular
v que esta interrumpido en su extremo 37 por la presencia de un fragmento de una secuencia

de insercion que posee un 55% de nucleodtidos idénticos con 1S7/67 (Zhou y cols., 1995).
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Otros autores han sugerido, basiandose Unicamente en datos obtenidos mediante analisis
comparativo de secuencias de aminoacidos, que este cuarto gen, que han denominado
cps3M, codificaria una proteina con actividad fosfoglucomutasa, es decir, la enzima que
cataliza la conversion de Glc-6-P en Gle-1-P (Dillard y cols., 1995) y que, por tanto, estaria
implicada en la biosintesis capsular, ya que sintetizaria e} sustrato de la reaccion catalizada
por la UDP-Glc pirofosforilasa. No obstante, en nuestro trabajo hemos observado que.
ademds de que el gen estd interrumpido, Ia inactivacion de cap3C, que a causa de un efecto
polar también podria provocar la inactivacion de los genes situados a continuacion, produce
estirpes capsuladas, indicando que estos genes no son imprescindibles para la biosintesis
capsular. Mediante un analisis comparativo de la secuencia de aminoacidos (357 residuos)
deducida a partir de la secuencia del gen desde el codon de iniciacion hasta el lugar de
interrupcién con las presentes en las bases de datos, observamos un cierto parecido —
concretamente posee un 30% de residuos idénticos en una region de 85 aminoacidos—- con
la ORF456 de Coxiella burnetii (nimero de acceso para las bases de datos Genebank y
EMBL, X79075) que aparentemente codificaria una fosfomanomutasa, aunque esta
suposicion se basa unicamente a su vez en el parecido de la proteina que codificaria la
ORF456 con una proteina de P aeruginosa con actividad fosfomanomutasa. A
continuacién se localiza una regidon que, por analisis comparativo de secuencias,
probablemente se trate de parte del gen plpA4 (Fig. 40) (Pearce v cols., 1994) y que, ademas,
se encuentra interrumpido por la insercidn de un par de bases. Estos dates sugieren que, al
igual que ocurre en la zona de los genes comunes situada en posicion 5° con respecto a los
genes especificos, existe una serie de fragmentos de DNA que parecen representar restos
génicos que serian consecuencia de algunos eventos de insercion o escision de genes
mediados por una secuencia de insercion, parte de la cual se perdid también durante un
proceso posterior de reorganizacion génica. En esta sentido cabe destacar que,
recientemente. se ha puesto de relieve el importante papel que podrian desempenar las
secuencias de insercion. asociadas a bacteriofagos, en la evolucion v transferencia de
determinantes de la virulencia bacteriana (Cheetham v Katz, 1995). Ademds, también
recientemente. Xiang y cols, (1994) han encontrado evidencias de fendmenos de
recombinacion genética mediada por secuencias de insercion en los genes rfb de sintesis del

lipopolisacarido de S. enrerica. En este caso, como al parecer podria haber sucedido en S
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pneumoniae, la IS se habria inactivado con posterioridad a la recombinacion, mediante la
acumulacion de mutaciones sin sentido.

A continuacion del fragmento del gen p/pA encontramos un posible gen, orf3, que
codificarfa una proteina exportable de aproximadamente 41 kDa (Fig. 40). No obstante, el
papel que desempeniaria Orf3 es atin desconocido, ya que la comparacion de secuencias de
aminoacidos no revela ningin dato indicativo de su posible funcion.

Tal v como se ha comentado anteriormente, el analisis de la secuencia de nucledtidos
sugiere que los genes capsulares especificos se agrupan en una unidad de transcripcion que
estaria dirigida por un promotor situado en posicién 5° con respecto al gen cap3A4. Esta
hipotesis fue confirmada mediante la identificacion del sitio de iniciacion de la transcripeion
por ‘Primer extension’ (Fig. 23). La presencia de un posible promotor en esta region
también ha sido postulada recientemente en la cepa WU2 de neumococo (Dillard y cols.,
1995}, aunque no se demostro su funcionalidad. Estos autores han propuesto, ademas, la
existencia de un terminador débil Rho-independiente entre los genes ¢ps3S (cap3B) y cps3U
{cap3(’), asi como la presencia de un promotor situado en posicion 5° respecto de este
ultimo gen, sugiriendo que estas dos secuencias formarian un sistema de atenuacion de la
expresion de ¢ps3{/. Sin embargo, en nuestro trabajo hemos observado que en la cepa 406,
a pesar de poseer dichas secuencias, no se produce dicha atenuacion, ya que los
experimentos de “Northern blot” mostraron la existencia de una unica banda de hibridacidn
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 transcripcion Rho-independiente en la region situada a 6 kb y en posicion
3* del punto de iniciacion de la transcripcion, 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 hibridacion cuando se emplean los genes orf! y/o orf2 en
experimentos de “Northern blot™: aunque no se puede excluir la posibilidad de que el mRNA
que pudiera sintetizarse tenga una vida media muy corta.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que los genes capsulares
especificos del serotipo 3 se agrupan en una tnica unidad transcripcional, lo que establece
una clara diferencia respecto a la organizacion génica sugerida en otros serotipos

capsulares. como el serotipo 19F (Guidolin y cols., 1994), 0 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 especificos, se disponen aparentemente en una tnica unidad de transcripcion.

Por otro lado, vy con el fin de examinar el grado de participacion de los diferentes genes
estudiados en la biosintesis capsular de neumococo se utilizd la técnica de insercion-
duplicacion (Morrison y cols., 1984) para interrumpir la secuencia de lectura. Como ya se
ha comentado, tanto dexB como cap3C resultaron ser prescindibles para la biosintesis del
polisacarido capsular (apartado 5 de Resultados). Se ha demostrado (apartado 7.3.2. de
Resultados) que Cap3C es la enzima encargada de la sintesis de UDP-Gic, es decir, de uno
de los precursores de la biosintesis 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 analogas se han descrito en
el caso de /”. aeruginosa, en donde se ha observado que la enzima dTDP-Gle pirofosforilasa
muestra cierta actividad UDP-Gle pirofosforilasa (Melo y Glaser, 1965). Esta podria ser la
razdn por la que hasta ahora no se hayan podido aislar mutantes en el gen cap3C, ya que
éstos serian fenotipicamente indistinguibles de la estirpe salvaje. También es posible que, en
alguna region diferente del cromosoma de neumococo, exista otro gen que codifique
también una UDP-Gle pirofosforilasa. Este hipotético gen no deberia ser homologo con
cap3C y muy posiblemente deberia estar también presente en estirpes de 5. preumoniae de
otros serotipos. Se puede especular que una posible funcion de tal gen seria asegurar la
sintesis de UDP-Gle necesaria, por ejemplo, para la sintesis de los polisacaridos de la pared
celular.

Por otro lado. no se pudo llevar a cabo la inactivacion completa de cap3B en estirpes con
un gen cap3A4 funcional. No obstante, el uso de un mutante cap34 (M24), si permitio la
inactivacion de cap3B. Esta observacion podria indicar que la acumulacion de UDP-GIcA,
producto de la actividad de Cap3A, resulta toxico para la bacteria. Hay que resaltar el
hecho de que de un total de 21 mutantes no capsulados de neumococo tipo 3, sélo uno de
ellos estaba mutado en el gen de la polisacarido-sintasa pero un detallado analisis genético
demostrod que. en realidad, se trataba de un mutante con una delecidn que afectaba tanto al
gen de la UDP-GleDH como a la sintasa (Bernheimer y cols., 1968). Sin embargo, Dillard y
cols. (1995} han sido capaces de aislar, mediante insercion-duplicacion, un mutante afectado
exclusivamente en el gen cps3S (cap3B). En nuestro laboratorio hemos realizado repetidos

intentos para construir un mutante analogo. pero sin éxito hasta el momento.
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Una vez estudiada la distribucion de los genes entre los diferentes serotipos, asi como su
participacion en la biosintesis del polisacarido capsular de serotipo 3 de neumococo,
estudiamos la localizacion de estos genes en el cromosoma de S. preumoniae, a partir del
mapa fisico realizado por Gasc y cols. (1991) (Fig. 47). Mediante PFGE de DNAs de
estirpes pertenecientes a distintos serotipos y de su posterior hibridacion con sondas que
abarcan diferentes regiones de los genes comunes o especificos, encontramos que los genes
capsulares se encuentran situados en el fragmento de 290 kb Smal (n° 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 Smal de 52 kb en el que también se sita el gen rec/’ (Rhee y Morrison, 1988).
Datos obtenidos a partir de experimentos de transformacion genética habian 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 apartado 7.2 de Introduccion). La duplicacion
de genes capsulares ha sido observada en otros microorganismos, como E. coli (Drake y
cols., 1993), N. meningitidis (Hammerschmidt y cols., 1994) o, muy recientemente, en S.
aureus (Sau y Lee, 1996).

Con el fin de determinar con mds precision la localizacion de los genes capsulares en el
genoma de neumococo utilizamos, ademas de Smal, las enzimas de restriccion Sacil y Apal
y observamos que los fragmentos producidos por Sacll, al ser hibridados con el plasmide
pKER?2, que contiene los genes especificos de serotipo 3. daban lugar a una banda de
hibridacion que corresponde al fragmento de 60 kb (n® 12), mientras que hibridando con los
genes comunes, situados a ambos lados del sitio de corte Sacll (Fig. 10) obtuvimos una
banda adicional que corresponde a un fragmento de 118 kb (n° 6) (Fig. 20). Estos
resultados permiten situar los genes capsulares en uno de los extremos del fragmento Sacli
n® 12, concretamente en el extremo adyacente al fragmento n® 6 (Fig. 47).

Mientras nos encontrabamos en el periodo de redaccion de esta tesis. Watson y cols.
(1995} afirmaron. basandose en experimentos de mutagénesis por insercion de Tn9/6 sobre
una estirpe de neumococo de serotipo 3, que la regidn situada en posicion 3° con respecto
al gen {vid. —ubicada. por tanto, en el fragmento Smal n® 10 del genoma de neumococo

(Fig. 47— interviene de algun modo aun por determinar en la biosintesis del polisacarido
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capsular de serotipo 3 de neumococo. Esta localizacion de los genes capsulares totalmente
diferente a la encontrada por nosotros, podia poner en tela de juicio el modelo de casete
ampliamente documentado. Para aceptar o rechazar estos resultados estudiamos la posible
implicacion de esta region genémica en la produccion y/o regulacion del polisacarido
capsular de serotipo 3 de neumococo. Para ello, transformamos la cepa M31 -—que
contiene una delecion de, al menos, 5,5 kb que incluye el gen /yf4 y la region supuestamente
implicada en la biosintesis capsular (Sanchez-Puelles y cols., 1986b) (Fig. 44)— con DNA
de la estirpe 406 vy seleccionamos transformantes de fenotipo S3'. Mediante experimentos
de hibridacidén del DNA de estos transformantes con sondas que incluian genes capsulares o
zonas incluidas en el fragmento delecionado de M31 (Figs. 45A y B). observamos que tales
transformantes poseen la misma delecion que la cepa parental a pesar de haber adquirido el
fenotipo capsulado. Este resultado demuestra que la region situada en posicion 3° con

respecto al gen /y14 no desempefia ninguna funcion en la biosintesis capsular de serotipo 3

de neumococo.

2. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS GENES COMUNES

Como ya se ha comentado Guidolin y cols. (1994) sugirieron que los genes comunes que
preceden a los especificos de serotipo 19F (Fig. 46) podian estar implicados en la sintesis
del polisacarido capsular de neumococo y mas concretamente, en el transporte del
polisacarido a través de la membrana celular (¢ps/9fC y ¢ps/9fD) o en la regulacion de la
expresion genica (cps/9f4). Sin embargo, en nuestro trabajo hemos observado que estos
genes aparentemente no son necesarios para la formacion de capsula de serotipo 3, ya que
la estirpe 406 que no produce estas proteinas sintetiza, no obstante, una capsula muy
abundante (Fig. 22, apartado 4.1 y apartado 1.9 de Resultados). La implicacion de estos
genes en la sintesis capsular sugerida por Guidolin y cols. (1994) esta basada en
experimentos de mutagénesis por insercion de transposones y las posibles funciones han
sido deducidas en tuncion del parecido de las secuencias de aminoAcidos con las de
proteinas caracterizadas como transportadoras o reguladoras en la sintesis capsular en otros
microorganismos; por tanto, al disponerse los genes comunes y especificos en una misma

unidad de transcripcion no se puede descartar que los genes realmente implicados en la
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formacion de capsula sean unicamente éstos ultimos, produciéndose una pérdida de la
encapsulacion debida a un efecto de inactivacion polar.

Nuestros resultados sugieren que la formacion de capsula, al menos en el caso del
serotipo 3, no necesita de [a presencia de proteinas transportadoras especificas de
polisacarido capsular sino que, probablemente, e} transporte del polisacarido a la superficie
celular pueda ser realizado mediante transportadores no especificos para esa funcion. Esta
afirmacion se ve apoyada por la observacion de que una estirpe de £. coli en la que se ha
introducido un sélo gen capsular de neumococo, cap3 B, es capaz de sintetizar y transportar
a través de la membrana interna un polisacarido inmunoldgicamente idéntico al polisacarido
capsular de serotipo 3 (Fig. 31B, apartado 7.2.4 de Resultados). En este microorganismo
no existe, logicamente, ningln transportador especifico de este polisacarido aunque si posee
dos proteinas, KpsT y KpsM, que forman un sistema de transporte a través de la membrana
interna para su propio polisacdrido capsular (ver apartado 5.3 de Introduccion). También es
posible que, dada la simplicidad estructural del polisacarido de serotipo 3. éste no necesite
un sistema de transporte determinado, que podria estar formado por las proteinas
codificadas por los genes comunes antes mencionados, y que si sea imprescindible en el
caso de polisacaridos de estructura y composicion mas compleja.

Hasta el momento no se ha identificado ninguna proteina implicada en la regulacion de la
sintesis capsular en microorganismos Gram-positivos, aunque recientemente se ha descrito
un mecanismo de regulacion a nivel transcripcional de la sintesis de acido hialurdnico en S.
pvogenes (Crater y van de Rijn, 1995). En este microorganismo se ha descrito un fenomeno
de control de la sintesis de acido hialurdnico, consistente en la pérdida de la capsula al liegar
a la fase estacionaria de crecimiento (van de Rijn, 1983), mientras que en el caso de
neumococo se ha observado que gran parte del polisacarido 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 fendmeno (Wood y Smith, 1949), ademas de ir disminuyendo
la produccion de capsula de tipo 3 a lo largo de las fases de crecimiento del cultivo, hasta
cesar dicha produccion (Bukantz y cols., 1941). Asimismo, la implicacion de la proteina
Cpsl9fA en la regulacion —sugerida a partir de su parecido con la proteina LytR,
reguladora a nivel transcripcional de la expresion de los genes IyftABC en B. subtilis
(Lazarevic y cols., 1992)— no ha sido comprobada y segin nuestras observaciones su

presencia no es esencial para la formacion de capsula (apartado 1.9 de Resultados), aunque
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no puede descartarse que desempefie un papel como regulador negativo de la expresion

génica.

3. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS GENES CAPSULARES

El analisis comparativo de secuencias de aminoacidos de la proteina Cap3C con las
secuencias existentes en los bancos de datos reveld una gran semejanza con proteinas
caracterizadas como UDP-Gle pirofosforilasas (Fig. 16). Ademas, en su extremo N-terminal
contiene una secuencia de nueve aminoacidos 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 daria
cuenta de una actividad UDP-Gle pirofosforilasa; para comprobar esta sugerencia
disponiamos de la estirpe FF4001 de E. coli que contiene una mutacion en el gen gal/l, que
codifica la UDP-Glc pirofosforilasa de este microorganismo. Segun se ha comentado
anteriormente {apartado 7.3.2 de Resultados) las mutaciones ga/l/ producen fenotipos muy
caracteristicos, uno de los cuales se manitiesta 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 lieva a cabo a través de la ruta mostrada en la

Figura 47, descrita por Leloir (1956) y Kalckar (1958}).

Gal + ATP —— , Gal-1-P + ADP
Gal-1-P + UDP-Glc «—2——, UDP-Gal + Gle-1-P
UDP-Gal « 0 »  UDP-Glc

UDP-Glc + PP « v — Gle-1-P + UTP

v

(Hlc-1-Pe— » (le-6-P

Figura 47. Ruta de conversion de galactosa en un intermediario glicolitico (Glc-6-P).
1. galactoquinasa; 1, Gal-1-P uridilil transferasa; 111, UDP-Gal epimerasa; 1V, UDP-Glc
pirofosforilasa; V, fosfoglucomutasa.
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Los genes que codifican las tres primeras enzimas de la ruta forman el operdn gal, que
constituye un sistema inducible y, cuando la célula se incuba en presencia de galactosa la
tasa de sintesis de dichas enzimas se incrementa hasta 15 veces, inhibiéndose dicha sintesis
en presencia de glucosa (Adhya, 1987). Por tanto, las estirpes ga/l/ acumulan Gal-i-P
cuando se incuban en un medio de cultivo cuya unica fuente de carbono es galactosa; dicha
acumulacion de Gal-1-P en el citoplasma resulta toxica para la célula y produce la inhibicién
de} crecimiento (Sundararajan y cols., 1962). De este modo, cuando se cultiva la estirpe
FF4001 en medio MacConkey suplementado con galactosa como unica fuente de carbono,
se observa la aparicion de colonias diminutas e incoloras, en contraste con lo que sucede
con la estirpe parental, MC4100, (gal/l/'), que forma colonias grandes con un color rojo
intenso, debido a la disminucion del pH como consecuencia de la fermentacion del azicar.
La transformacion de [a estirpe FF4001 con un plasmido recombinante (pKALI) que
contenia el gen cap3C bajo el control del promotor del operdn lac (Fig.35, apartado 7.3.1
de Resultados) did lugar a la aparicion de transformantes que mostraban un fenotipo
idéntico al silvestre (Fig. 36, apartado 7.3.2 de Resultados). o que indicaba que la mutacion
gall/ era complementada por Cap3C y demostraba que ésta proteina era una UDP-Glc
pirofosforilasa. Sin embargo, en los extractos celulares de esta estirpe, no observamos la
aparicidn de ninguna banda proteica adicional con respecto a los extractos utilizados como
control, lo que nos indicaba que la produccion de la proteina Cap3C no era lo
suficientemente abundante como para permitir su deteccion en un gel de poliacrilamida-
SDS. aunque era adecuada para suplir la deficiencia en mutantes ga/l/. Con el fin de
conseguir una mejor caracterizacion de la proteina Cap3C se construyd un nuevo plasmido
recombinante (pTNC41) que contenia el gen cap3( bajo el control del sistema de expresion
del fago T7 (Fig. 37. apartado 7.3.3 de Resultados) y se pudo observar la produccion de
una proteina de unos 35 kDa, cuya secuencia N-terminal coincidio con la deducida para
(Cap3C a partir de la secuencia de nucleotidos (Fig. 38. apartado 7.3.4 de Resultados).
Desgraciadamente. no fue posible producir la proteina Cap3C en E. coli en condiciones
nativas para poder ensayar su actividad bioquimica.

A partir de la comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida del gen cap34 con
las de las bases de datos obtuvimos informacion que nos permitid asignar una posible
funcién a la proteina Cap3A. Asi, encontramos una gran similitud en su secuencia,

concretamente un 37% de identidad, con la de la proteina HasB de S. pyogenes (Fig. 14)
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(Dougherty y van de Rijn, 1993), caracterizada como UDP-GicDH, ademis de observar la
presencia de una secuencia muy parecida a la del péptido triptico de la UDP-GicDH bovina
que contiene el centro activo de la enzima (Franzen y cols., 1981) y de un motivo de unién
a NAD en su extremo N-terminal, caracteristico de muchas deshidrogenasas (apartado 1.8
de Resultados) (Wierenga y cols., 1986). Por otra parte, estudiando los 13 mutantes
rugosos que habiamos aislado en el laboratorio, encontramos que en 12 de ellos la mutacion
habia tenido lugar en el gen cap3A (Tabla 8, apartado 6 de Resultados), lo cual apoyaba la
hip6tesis de que este gen codificaba una UDP-GlcDH, ya que se habia descrito que la gran
mayoria de las mutaciones espontaneas sufridas por estirpes capsuladas de serotipo 3 que
producian un fenotipo rugoso habian tenido lugar en un locus denominado capD
(Bernheimer y Wermundsen, 1972) e implicaban una deficiencia en esta actividad
enzimatica (Bernheimer y cols., 1968) (ver apartado 7.2 de Introduccion). Una evidencia
mas directa se obtuvo transformando con el gen cap34 uno de estos mutantes, denominado
A66R2, al comprobarse que se obtenian transformantes capsulados {Tabla 8).

Todos estos resultados indicaban que Cap3A era una UDP-GIcDH, pero la demostracion
directa de esta funcion requeria la comprobacion de su actividad enzimatica in vifro. Sin
embargo, se habia descrito previamente la presencia en extractos celulares de neumococo,
de una elevada actividlad NADH oxidasa (Smith y cols., 1958b) que interfiere con la
deteccion de la formacion de NADH, que constituye el parametro mensurable relacionado
con la actividad UDP-GlIcDH. Asimismo, se habia observado que dicha actividad NADH
oxidasa no puede ser separada de la actividad UDP-GlcDH mediante el fraccionamiento de
los extractos celulares de neumococo (Smith y cols., 1959b). Por tanto, la comprobacion de
la actividad bioquimica de Cap3 A requeria la expresion del gen en un sistema heterdlogo, lo
que podria, al menos en principio. acarrear notables dificultades como ya se ha puesto en
evidencia para buen numero de genes de neumococo (Dillard v Yother, 1991). Asi, ya
habiamos observado repetidamente que el gen cap34 no podia ser clonado intacto en £.
coli, ya que durante la clonacion del fragmento EcoRl de 10 kb (apartados 1.2 y 1.4 de
Resultados), éste sufria repetidas deleciones que se producian indefectiblemente en el gen
cap3A. Esto nos lievo a pensar en un posible efecto téxico del producto génico de cap3A en
E. coli similar al descrito en el caso del gen hasB de S. pyogenes (Dougherty y van de Rijn,
1993). por lo que abordamos su clonacion mediante el empleo de un sistema bien regulado,

basado en la utilizaciéon de un promotor fagico reconocible (nicamente por la RNA
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polimerasa del fago 7 (Fig. 27, apartado 7.1.1 de Resultados). Este sistema nos permitié
clonar un plasmido recombinante (pTVU1) que contenia el gen cap34, en una estirpe de E.
coli que no sintetiza la RNA polimerasa fagica eliminando asf la posibilidad de expresion del
gen de neumococo. Para ello, prescindimos previamente del promotor del operén cap3. A
continuacion, introduciendo este plasmido pTVU1 en una cepa de E. coli que sintetiza la
RNA polimerasa del fago T7 observamos la produccién de una proteina de 47 kDa que
identificamos como Cap3A mediante la secuenciacion 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 proteina Cap3A se hallaba practicamente en su
totalidad en la fraccion insoluble. Estos extractos mostraron una actividad enzimatica muy
reducida, debido probablemente a la desnaturalizacion de la enzima como consecuencia de
la formacion de cuerpos de inclusion. Por tanto, procedimos a llevar a cabo los cultivos a
menor temperatura (30°C) y con ello obtuvimos, como era de esperar, una produccidon de
Cap3A menor; en este caso, sin embargo, la proteina se encontraba mayoritariamente en
forma soluble y observamos, en efecto, una actividad UDP-GlecDH significativamente mas
alta que en el caso anterior (Tabla 9, apartado 7.1.3 de Resultados). En contraposicioén a

resultados previos (Mills, 1969), se determind que la actividad UDP-GlcDH de neumococo

de tipo 3 no requiere Mgm y que el pH Optimo era 9,0, en lugar de 8,4. Por otra parte,
encontramos que la adicion de acido iodoacético, agente inactivante de los residuos de
cisteina, provoca la reduccion drastica de la actividad UDP-GlcDH, lo cual indica la
intervencion de grupos sulfidrilo en la catalisis enzimdtica, tal y como se habia postulado
anteriormente (Mills, 1969). En apoyo de esta idea estd el hecho de que la eliminacion del
tioglicolato, un agente estabilizante de grupos redutores, provoca una pérdida notable de la
actividad UDP-GlcDH. Es probable que uno de los residuos de cisteina implicados sea
Cys™ (Fig.10). es decir, el situado en la secuencia que supuestamente forma e! centro
catalitico de la enzima {Franzen vy cols., 1981). Por dltimo, llevamos a cabo la confirmacioén
directa de que el producto de la reaccion de Cap3A es UDP-GlcA mediante HPLC (Fig.
293

El analisis comparativo de secuencias de aminoacidos habia mostrado que Cap3B
contiene un 25% de aminoacidos idénticos a los de la hialuronato-sintasa HasA de S.

pyogenes (Figs. 15B y C. apartado 1.8 de Resultados), la enzima que cataliza la union de

GlcA v GleNAc (DeAngelis v cols., 1993b). Cap3B muestra un perfil de hidrofobicidad
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compatible con el de una proteina de membrana. Por otra parte, habiamos aislado un
mutante cap3B que producia una cantidad de polisacarido capsular significativamente mas
baja que la de la cepa parental (Fig. 30, apartado 7.2.1 de Resultados). Todas estas
observaciones indicaban que cap3B estaba implicado en la biosintesis capsular,
probablemente en la formacion de, al menos, uno de los dos tipos de enlaces presentes en el
polisacarido de tipo 3, dado que estudios ya clasicos habian puesto de manifiesto que la
actividad responsable de la sintesis del polisacarido capsular de serotipo 3 se encontraba
asociada a la membrana de fa bacteria (Smith y cols., 1961b). Analizando el mutante cap38
encontramos que, a pesar de que su mutacidn conllevaria la sintesis de una proteina
truncada de unicamente 41 aminoacidos —17 de los cuales no corresponderian con los
originales— sintetiza, no obstante, cierta cantidad de polisacarido capsular lo que podria
explicarse mediante un fenémeno de salto o deslizamiento del ribosoma de tipo +1 en el
marco de lectura (Engelberg-Kulka y Schoulaker-Schwarz, 1994).

Con el fin de determinar de forma inequivoca la funcidn que desempefia la proteina
Cap3B durante la biosintesis capsular, estudiamos su efecto tanto en E. coli como en
estirpes de neumococo pertenecientes a otros serotipos. La transformacion de la estirpe de
E. coli productora de T7 RNA polimerasa con el plasmido que contiene el gen cap3B
(pTBP3) (Fig. 31, apartado 7.2.2 de Resultados) no producia transformantes, con lo que
concluimos que la expresion de cap3B en E. coli conlleva un efecto nocivo para la célula,
como ya habian observado otros investigadores (Dillard y cols., 1995). Con el fin de tratar
de reducir al menos este efecto deletéreo. transformamos con el plasmido pTBP3 una
estirpe de £ coli productora de la T7 RNA polimerasa y que sintetiza de manera
constitutiva, a partir del plasmido pLysS, la enzima litica del bacteriéfago T7 que posee un
efecto inhibidor de la actividad RNA polimerasa de T7 (Moffatt y Studier, 1987). De esta
manera, se sintetizé una proteina de 50 kDa que fue identificada como Cap3B mediante la
secuenciacion de su extremo N-terminal (Fig. 32A, apartado 7.2.3 de Resultados).

En los extractos obtenidos a partir de la estirpe de E. coli productora de Cap3B
observamos la sintesis de un polisacdrido inmunoldgicamente indistinguible del producido
por las estirpes de neumococo de serotipo 3 (Fig. 32B, apartado 7.2.4 de Resultados). Esta
sintesis tenia lugar incluso en cultivos no inducidos indicando la existencia de un nivel basal
de expresion como consecuencia de una represion incompleta. El polisacarido sintetizado,

con un peso molecular similar al producido en neumococo tal y como observamos mediante
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filtracién en gel, se encuentra mayoritariamente en el citoplasma y en el espacio
periplasmico, aunque una pequefia proporcion también se localiza en la fraccion de
membrana. Sepin se ha comentado anteriormente, en el genoma de E. coli se distinguen
tres regiones implicadas en la biosintesis capsular; una de ellas, la region 3, esta formada por
los genes kpsM v kpsT que codifican dos proteinas cuya funcién es la translocacion del
polisacarido a través de la membrana interna; estas proteinas pertenecen a la familia de los
transportadores *ABC’ que, aparentemente, son capaces de translocar una cierta variedad
de polisacaridos cargados negativamente. No obstante, la posible implicacion de KpsM y
KpsT en el transporte del polisacarido de neumococo, aunque constituye una hipotesis
atractiva, requiere todavia confirmacion experimental.

Los resultados obtenidos permiten afirmar que Cap3B posee las dos actividades
necesarias para la sintesis capsular, es decir, que cataliza la transferencia al polisacarido
tanto de los residuos de Glc como de los de GicA. Un hecho similar ha sido descrito
también en el caso de la proteina HasA de S. pvogenes, puesto que es la unica enzima
imprescindible -—suponiendo que el huésped contenga los precursores requeridos— para la
formacion de acido hialurénico, tanto en £. coli como en E. faecalis {(DeAngelis y cols.,
1993a; DeAngelis y Weigel, 1994). Asi, Cap3B sintetizaria el polisacarido capsular de
serotipo 3 a partir de UDP-Glc, presente en todos los microorganismos ya que desempefia
un papel fundamental en el metabolismo de la gran mayoria de oligo y polisacéridos, y de
UDP-GlcA, cuya presencia ya habia sido descrita en E. coli (Lieberman y cols., 1970).

La producciéon maxima de polisacarido de serotipo 3 obtenida en E. coli corresponderia 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 sintesis capsular de la cepa 406 da lugar a la
formacién de 10 a 50 pg de polisacarido por cada 10° células, lo cual coincide con
observaciones previas que sefialaban una producciéon de 15 pg por cada 10° células
{Macl.eod y Krauss, 1953). La diferencia observada entre la produccion de polisacarido de
serotipo 3 observada en neumococo y en E. coli podria deberse a una diferente actividad de
la UDP-GlcDH en ambos sistemas, que haria de la concentracion de UDP-GicA el factor
limitante en la produccion de polisacarido en £. coli. Esta sugerencia supondria que la
actividad de Cap3A en neumococo debe ser significativamente mayor que la de la UDP-
GleDH de E. cofi aunque este punto no ha podido ser comprobado experimentalmente.

Schiller y cols. (1973) midieron la actividad UDP-GIcDH en extractos crudos de E. coll,
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encontrando una actividad especifica de 0,026 U por mg de proteina; sin embargo, una
valoracion similar no se ha podido realizar utilizando extractos de neumococo, debido a la
presencia, ya comentada, de una elevada actividad NADH oxidasa en S. preumoniac.

Por otro lado, se obtuvo el plasmido recombinante pLSE3B, por clonacion del gen cap38
en el plasmido pLSElL, capaz de replicar en neumococo (Fig. 33, apartado 7.2.5 de
Resultados). En este plasmido recombinante la transcripcion del gen cap3B se encuentra
bajo el control del promotor del gen que determina la resistencia a tetraciclina. Este
pldsmido fue introducido por transformacion en estirpes de neumococo pertenecientes a
cuatro serotipos distintos: 1, 2, 5 y 8. Las estirpes de los serotipos 2, S y 8 contienen GicA
en su polisacarido capsular, mientras que las de serotipo 1 contienen GalA (Tabla 1,
apartado 7 de Introduccidn), cuyo precursor, UDP-GalA, se sintetiza a partir de UDP-GIcA
en una reaccion catalizada por la enzima UDP-GalA epimerasa (Smith y cols., 1958a).
Observamos que las cepas transformantes, que contienen el plasmido pL.SE3B, presentan un
fenotipo ‘binario’, es decir, sintetizan polisacérido capsular perteneciente a dos serotipos
distintos, ¢l original de la cepa parental y el de serotipe 3 (Fig. 34). La formacion de
fenotipos “binarios’ ya habia sido observada anteriormente, como se indica en el apartado
7.2 de Introduccion, pero en aquel caso, dicho fenotipo era consecuencia de un proceso de
recombinacion 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 recombinacion no implica la sustitucion de un grupo de genes
capsular por otro. sino que los dos grupos estan presentes en la misma célula y cada uno
dirige la sintesis de su propio polisacarido. En nuestro caso. por el contrario, el fenotipo
“binario’ se debe a que la proteina Cap3B sintetiza el polisacarido capsular de serotipo 3 a
partir de UDP-Gic y UDP-GIcA producidos por la cepa receptora. La aparicion de estas
estirpes ‘binarias’ apoya nuevamente la sugerencia de que el polisacarido capsular en
neumococo es transportado mediante sistemas que no son especificos de un determinado
serotipo. Por tanto, al igual que sucede en microorganismos Gram-negativos, los genes que
dirigen las funciones de transporte podrian 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 5.
pyvogenes (DeAngelis y cols., 1993a; DeAngelis y Weigel, 1994) sugieren la existencia de

sistemas alternativos para transportar los polisacaridos a la superficie bacteriana en cepas
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que tiene inactivadas las ORFs que flanquean a los genes especificos. Cuando se utilizaron
como cepas receptoras las estirpes M1l y M31, dos estirpes rugosas derivadas de RO
(Tabla 3). los transformantes Lin" obtenidos con pLSE3B soélo expresaron una capsula de
tipo 3 (Fig. 34). La cepa R6 es un clon altamente transformable obtenido a partir de R36A
[la estirpe clasica S2° aislada por Avery y cols. (1944)] (Ottolenghi y Hotchkiss, 1962).
Algunos investigadores han sugerido que tanto R36A como R6 podrian ser mutantes de
delecion (Ravin, 1959; Kohoutova, 1961} y estar tal vez afectados al menos en el gen (o
genes) de polimerizacion del polisacarido de tipo 2 (Bernheimer y cols., 1967). De hecho,
Smith y cols. (1957a; 195%9a, b) no encontraron en estas cepas defecto bioquimico alguno
que indicara la carencia de alguno de los monosacaridos componentes de ese tipo de
capsula. Por otra parte, previamente se habia afirmado que lo que se denominaba ‘sistema
sintetizador’ de la capsula de serotipo 3 -—es decir, la proteina Cap3B— requiere para su
actividad la presencia de polisacarido capsular de serotipo 3 preformado, que actuaria como
cebador de la polimerizacidn, y que esta actividad estaria relacionada con la cantidad de
polisacarido presente (Smith y cols., 1961b). Sin embargo, en nuestro trabajo hemos
comprobado que la enzima Cap3B actia sin necesidad de dicho cebador ya que,
légicamente, tanto £. coli como las estirpes de neumococo de los serotipos 1, 2, 5y 8 no

contienen polisacarido de serotipo 3.
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e
.I

l.0s genes capsulares se encuentran situados en un fragmento Sacll de 60 kb del
cromosoma de S. preumoniae —correspondiente al n° 12 del mapa fisico de!l genoma
de la estirpe R6— que, a su vez, esta incluido en un fragmento Smal de 290 kb. Al
contrario de lo que han afirmado otros autores, la region de DNA situada en posicion
3" con respecto al gen /yA de neumococo no contiene ningun gen implicado en la

biosintesis capsular de serotipo 3.

En el cromosoma de 8. preumoniae existen repeticiones de algunos fragmentos de la
zona situada en posicidon 5° respecto a los genes capsulares. Esta —o éstas—
repeticiones se encuentran localizadas en el fragmento Smal de 52 kb que contiene el

gen recl,

A ambos lados del operdn de sintesis capsular existen regiones comunes a algunos
serotipos, que no parecen estar implicados en los procesos de biosintesis de la capsula

de serotipo 3.

La region situada en posicion 3’ con respecto a los genes capsulares contiene restos
de genes que parecen ser consecuencia de una serie de eventos de insercion o escision
génica, posiblemente mediados por una secuencia de insercion, ia cual también ha
resultado truncada posteriormente. Uno de los genes afectados por estos sucesos es el
que habria constituido anteriormente el cuarto gen del operdn cap3. que ha resultado

truncado en su extrermo 3°.

Los genes responsables de la sintesis del polisacarido capsular de serotipo 3 de S
pneumoniae constituyen una Unica unidad de transcripeion, denominada operon cap3,
que consta de tres genes especificos. Unicamente los dos primeros genes del operdn,
cap3A y cap3B, son imprescindibles para la biosintesis capsular mientras que el
tercero de ellos, cap3(, aunque prescindible, interviene también en los procesos que

conducen a la formacion de la capsula.
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El gen cap3( codifica una proteina de aproximadamente 35 kDa con actividad UDP-
Gle pirofosforilasa, es decir, que cataliza la sintesis de UDP-Glc a partir de Gle-1-Py

UTP.

El gen cap34 codifica una enzima de aproximadamente 47 kDa que ha sido expresada
en E. coli siendo identificada como una UDP-Gle deshidrogenasa que cataliza la

oxidacion de UDP-Glc a UDP-GIcA.

Confirmando resultados clasicos, se ha visto que la gran mayoria de las mutaciones
espontaneas 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 sdlo es posible previa mutacion de cap3A4.

La proteina Cap3A utiliza NAD como cofactor en la reaccion de formacion de UDP-
GleA, reduciéndolo a NADH: tiene un pH o6ptimo de 9 y una temperatura dptima de

30°C. La catalisis enzimatica llevada a cabo por Cap3A estd mediada por grupo(s)

sulfidrilo.

El gen cap3B codifica una proteina de aproximadamente 50 kDa con doble actividad
glicosil transferasa, es decir, que cataliza la transferencia de los dos azucares
componentes del polisacarido capsular de tipo 3, Glc y GlcA, a la cadena

polisacaridica en formacion.

La proteina Cap3B, cuando se sintetiza en una estirpe de £ coli, dirige la produccion
de polisacarido capsular de serotipo 3 de neumococo, a partir de UDP-Gle y UDP-
GlcA de la propia bacteria. Una parte sustancial de este polisacarido es transportado a

través de la membrana interna hasta el espacio periplasmico.

La proteina Cap3B cataliza la producciéon de capsula de tipo 3 en estirpes de
neurnococo de otros serotipos capaces de sintetizar UDP-GIcA. Esta sintesis es
simultanea a la del polisacarido capsular del serotipo original en estirpes receptoras

capsuladas. lo cual conlleva la aparicion de estirpes con un fenotipo ‘binario’.
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