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Resumen: Se efectud un estudio con el empleo de la metodologia de Gupta, en el
Departamento de Biologia y Geografia de la Universidad de Oriente en Santiago de
Cuba, para determinar marcadores moleculares de tipo insercidn en secuencias de las
proteinas ADN polimerasa Iy ADN polimerasa III (subunidad alfa), obtenidas de bases
de datos internacionales y posteriormente alineadas con el programa ClustalX2. Las
familias Moraxellaceae y Helicobacteraceae han sido ampliamente estudiadas, porque
comprenden agentes patdgenos causantes de numerosas enfermedades en humanos,
pero pocas investigaciones han estado dirigidas a la identificacion de las caracteristicas
moleculares que puedan distinguir a sus miembros de otros grupos de bacterias; de
manera que los presentes resultados constituyen un aporte al conocimiento de la genética
y la bioquimica de estas familias y proveen herramientas moleculares para la clasificacion
taxondmica y el diagndstico de especies patdgenas.

Palabras clave: marcadores moleculares, Moraxellaceae, Helicobacteraceae, Moraxella,
Acinetobacter, Psychrobacter, Helicobacter, ADN polimerasa I, ADN polimerasa IIL
Abstract: A study with the use of Gupta methodology was carried out in the
Biology and Geography Department of Oriente University in Santiago de Cuba, to
determine molecular markers of insertion type in sequences of the DNA polimerase
I proteins and DNA polimerase III (alpha subunity), obtained from international
databases and later on aligned with the ClustalX2 program. The Moraxellaceae and
Helicobacteraceae families have been broadly studied, because they comprise pathogen
agents that cause numerous diseases in humans, but few investigations have been
directed to the identification of the molecular characteristics that can distinguish their
members from other groups of bacterias; so these results constitute a contribution to the
knowledge of genetics and biochemistry of these families and provide molecular tools
for the taxonomic classification and the diagnosis of pathogen species.

Keywords: molecular markers, Moraxellaceae, Helicobacteraceae, Moraxella,
Acinetobacter, Psychrobacter, Helicobacter, DNA polimerase I, DNA polimerase IIL.
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INTRODUCCION

La familia Moraxellaceae, incluida en la clase Gammaproteobacteria,
comprende a los géneros Moraxella, Acinetobacter y Psychrobacter.
Algunas especies de Moraxella son importantes en el contexto de la
medicina, por ser parasitas de las membranas mucosas del hombre y de
otros mamiferos. Asimismo la especie Psychrobacter immobilis y varias
cepas de Acinetobacter han sido registradas como agentes patégenos
oportunistas, causantes de numerosas infecciones intrahospitalarias. 1-4

En la clase Epsilonproteobacteria se encuentra la familia

Helicobacteraceae, que incluye el género Helicobacter. > La bacteria
Helicobacter pylori es el agente causal reconocido de varias enfermedades
gastrointestinales en el hombre, como la gastritis crénica, las tlceras

pépticas, el adenocarcinoma de estémago y el linfoma de tejido linfoide

asociado a la mucosa gastrica. 6

A pesar de que las familias Moraxellaceae y Helicobacteraceae han
sido ampliamente estudiadas, pocas investigaciones han estado dirigidas
a la determinacién de marcadores moleculares para el diagnéstico de las
especies patdgenas que estas contienen.

La disponibilidad de genomas y proteomas completamente
secuenciados para un gran numero de bacterias, constituye una
oportunidad para la taxonomia y el diagndstico molecular. De acuerdo
con la metodologia propuesta por Gupta, la comparacién de secuencias
de proteinas de diferentes especies mediante el alineamiento multiple,

permite hallar marcadores moleculares que pueden ser empleados en la

identificacién de bacterias.”

Teniendo en cuenta que ambas familias comprenden especies de
importancia en el ambito médico, el presente estudio se basé en
la mencionada metodologia para la determinacién de inserciones en
proteinas relacionadas con el metabolismo del 4cido desoxirribonucleico
(ADN), que constituyan marcadores moleculares en la taxonomia y
diagndstico de especies patogenas.

METODOS

La investigacién se llevd a cabo en el Departamento de Biologia y
Geografia de la Universidad de Oriente en Santiago de Cuba y para
ello fueron escogidas secuencias de las proteinas ADN polimerasa III
(subunidad alfa) y ADN polimerasa I pertenecientes a especies del phylum
Proteobacteria, obtenidas de bases de datos internacionales a partir del
servidor National Center of Biotechnology Information. Posteriormente
fueron comparadas mediante el programa ClustalX2, 8 considerando los
pardmetros sugeridos por Hall: alineamiento par a par (apertura de gap
35 y extension de gap 0,75) y alineamiento multiple (apertura de gap 15
y extensién de gap 0,30). 9

Los alineamientos obtenidos fueron analizados mediante una
inspeccién visual para identificar las inserciones, de las cuales se
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consideraron relevantes aquellas que estuvieran flanqueadas por regiones
conservadas, como fue propuesto por Gupta.’

La lista de las especies incluidas con su nomenclatura correspondiente
es mostrada en el anexo. En cada figura la nomenclatura es seguida por el
numero de acceso de la secuencia en la base de datos. Los puntos muestran
identidad con el aminodcido de la primera secuencia en el alineamiento y
los guiones (-) representan brechas que indican ausencia de la insercién,
que esta senalada por un cuadro.

RESULTADOS

La figura 1 muestra una insercion de 11 aminoécidos en la proteina ADN
polimerasa I, caracteristica de los géneros Psychrobacter y Moraxella, pero
ausente en el género Acinetobacter de la familia Moraxellaceae.
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Fig. 1. Alineamiento de la proteina ADN polimerasa I

El alineamiento de la proteina ADN polimerasa III (subunidad
alfa) evidencié una insercién de un aminodcido exclusivo del género
Acinetobacter (figura 2), ademds de otra insercién de 4 a 17, caracteristica

de algunas especies de Helicobacter (figura 3).
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Fig. 2. Alineamiento de la subunidad alfa de la enzima ADN polimerasa III
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Fig. 3. Alineamiento de la subunidad alfa de la enzima ADN polimerasa III

DISCUSION

La insercién compartida por los géneros Psychrobacter y Moraxella estd
bien conservada en las secuencias de las especies de Psychrobacter, lo que
permite diferenciarlas de las especies de Moraxella. Las especies patdgenas
M. catarrbalis y M. nonliquefaciens han sido aisladas en humanos a partir
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de la cavidad nasal y de muestras del tracto respiratorio de pacientes

con bronquitis crénica y otras infecciones de las vias respiratorias; 1% un

numero significativo de sus cepas producen beta-lactamasa, lo que ha
condicionado su resurgimiento como agentes patdgenos en este tipo de
infecciones. >

Igualmente la insercidn exclusiva de un aminoacido en Acinetobacter
en la proteina ADN polimerasa III (subunidad alfa) resulta de gran
valor para la taxonomia e identificacién a nivel de género. Entre las
especies que la presentan estd el A. baumanii, que ha emergido como
uno de los microorganismos hospitalarios de mayor relevancia a escala
mundial.* Existe una clara asociacién entre la infeccién por estas bacterias
y el uso de instrumentales hospitalarios, y las infecciones resultan en
septicemias, meningitis, endocarditis, neumonias e infecciones del tracto
urinario. Algunas cepas aisladas en Cuba han mostrado resistencia a
multiples antibidticos, como la ampicilina, gentamicina, amikacina y
ciprofloxacina.11

Muchas especies de Helicobacter son patdgenas del hombre y estan
asociadas a tres enfermedades, generalmente relacionadas con su nicho

ecolégico natural. '* Entre las especies que comparten la insercién de 5
aminodcidos en la proteina ADN polimerasa III (subunidad alfa) estd
el H. pylori, reconocida como la principal bacteria causante de tlceras
pépticas, gastritis atréfica y cincer gistrico. >'? Es importante senalar
que la insercién permite una distincién de esta especie debido a que la
secuencia de aminoacidos difiere en la cuarta posicidn respecto a la H.
cetorum, que también la presenta.

La insercion es de 17 aminodcidos en 3 de las especies de Helicobacter:
H. pametensis, H. typhloniusy H. hepaticus; las dos ultimas comparten las
mismas secuencias de aminoacidos, lo que resulta de gran valor desde el

punto de vista médico, puesto que el H. heilmannii ha sido aislado de las

muestras tomadas de pacientes con gastroenteritis. 14

Hay que senalar que las especies entéricas de Helicobacter no son
frecuentemente notificadas como agentes causales de enfermedades
en humanos, pero su incidencia pudiera estar significativamente
subestimada, debido a los inadecuados procedimientos de aislamiento e

identificacion. > Considerando las dificultades en la identificacién de
especies comprendidas en este género y dada la importancia clinica de
algunas de ellas, la determinacién de marcadores moleculares especificos
de este importante grupo resultaria de gran relevancia para la medicina.
La metodologia desarrollada por Gupta ha sido utilizada por otros
autores en el andlisis de diferentes grupos de bacterias. ' Las inserciones
halladas en este estudio constituyen una herramienta molecular util para
el diseno de protocolos de diagnéstico que permitiran establecer futuras
estrategias respecto a la epidemiologia y el tratamiento en enfermedades
ocasionadas por dichos agentes patdgenos. No existen informes previos
de marcadores distintivos para las bacterias antes mencionadas, por lo
que estos resultados no solo aportan el conocimiento de su biologia y
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bioquimica, sino que pudieran considerarse utiles para la taxonomia, el
diagndstico y la descripcién de nuevas especies.

Para concluir, el andlisis de las proteinas mediante el alineamiento de
secuencias de proteobacterias, permitié la identificacién de inserciones
utiles en la clasificacién taxondmica, que constituyen marcadores
moleculares para el diagnéstico de especies de las familias Moraxellaceae y
Helicobacteraceae; tema de gran importancia para la proteccién de la salud
humana.
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Nomenc.
ACIBA
ACIBE
ACICA
ACIGE
ACIGU
ACIGY
ACTHA
ACIIUT
ACIPI
ACIPR.
ACIRA
ACISP
ACIUR

ACTPL

ALCRO
ARCSK

ARCNI

ARCTH
ARCCR
AZOBE
ATOVI
BARHE
BORBR
BRUME
CAMSH

CAMIE

CANUP
CAMCO
CAMCN
CANMFE
CAMRE
CAMGR
DESVU

ECOLI

ERWCA
GEQEP
GEOSU
HAEDU
HAEIN
HAESO
HELHE
HELTY
HELFA
HELCE
HELAC
HELPY
HELHI
HELAI
HELFE
HELBI
HELRO
HELCA

HELWI

HELAP
HELFU

Anexo

Especie Nomenc.
Acinetobacter banmannii  MARAL
Acinetobacter bereziniae  MARAQ

Acinetobacter calcoaceticus MICDE
MORCA
Acinetobacter guilloniae MORIA
Acinetobacter gyllenbergi  MORDS
Acinetobacter haemolyticus MORBO
Acinetobacter juni MORAT
Acinetobacter pittii MORINO
Acinetobacter proteolyticus NEIGO
Acinetobacter radioresistens NEIMA

Acinetobacter gerneri

Acinetobacter sp. NITSA
Acinetobacter ursingi NITSP
Actinobacillus . NITMO
pleuropnewmorniae

Alcanivorax borlaunensis  WITOC
Arcobacter skirrowil PALAT
Arcobacter nitrofigilis PALHA
Arcobacter thereius PASMU
Arcobacter cryaerophilus  PSEAE

Azptobacter bejjerineldi PSECI

Azotobacter vinelandi FSEFU
Bartonella henselae PSEFL
Bordetella bronchiseptica  PSEMO
Brucella melitensis FSEPU
Campylobacter showae PSEPR
Campylobacter jejun PSEPS
Campylobacter upsaliensis PSERE
Campylobacter coli PSEST
Campylobacter concisus ~ PSESY
Campylobacter fetus PEYAR
Campylobacter rectus PEVAL
Campylobacter gracilis PEYVAQ
Desulfowibrio vulgaris PSYCR
Escherichia coli K12 FSYFE
Erwinia carotovaora PEYPI
Geobacter sp PEYRP

Geobacter sulfurreducens PSYUR

Haemoplilus ducreyi RICTY
Haemophilus nfluenzae SALEN
Haemophilus somnus SALTY
Helicobacter hepaticus SHEAM
Helicobacter typhlonius SHEDE
Helicobacter pametensis SHEFR.
Helicobacter cetonum SHIBO
Helicobacter acinonychis ~ SHIFL
Helicobacter pylori SULCA
Helicobacter heilmanni SULHA

Helicobacter ailurogastricus VENGER
Helicobacter fennelliae VIBCH
Helicobacter bizzozeroni  VIBFI

Helicobacter rodentinm VIBFPA

Helicobacter canadensis VIBVU

Helicobacter

winghamensisnt WoLsU

Helicobacter apodemus YERBE

Helicobacter pullorum YEREN
YERPE

MEDISAN, 2018, vol. 22, ndm. 1, January, ISSN: 1029-3019

Especie

Marinobacter algicola
Marinobacter aguasolel
Microbulbifer degradans
Morazella catarrhalis
Moraxzella macacae
Moraxzella osloensis
Morazella bovoculi
Morazella atlantae
Moraxella nonliquefaciens
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis
Nitratifractor salsuginis
Nitratiruptor sp.

Nitrococeus mobilis

Mitrosococcus oceand
Pseudoalteromonas atlantica
Pseudoalteromonas
haloplanidtis

Pasteurella multocida
Pseudomonas asruginosa
Pseudomonas citronellolis
Fseudomonas fulva
Psendomonas fluorescens
Pseudomonas mosseli
Pseudomonas putida
Pseudomonas protegens
Pseudomonas
pseudoalcaligenes
Pseudomonas resinovorans
Pseudomonas stutzer
Pseudomonas syringae
Psychrobacter arcticus
Psychrobacter alimentarius
Psychrobacter aguaticus
Psychrobacter crychalolentis
Psychrobacter
phenylpyruvicus
Psychrobacter piscatorii
Psychrobacter sp.
Psychrobacter urativorans
Riclettsia thyplt
Salmonella enterica
Salmonella typhimurium
Shewanella amazonensis
Shewanella denitrificans
Shewanella frigidimarina
Shigella boydi

Shigella flezmeri
Sulfurospirium cavoled
Sulfurospirilum halorespirans
Ventosimonas gracilis
Vibrio cholerae

Vibrio fischeri

Vibrio parahaemolyticus
Vibrio vulnificus

Wolinella succinogenes DS

Yersinia bercovier
Yersinia enterocolitica
Yersinia pestis
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