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El célera es una enfermedad diarreica aguda causada
por la bacteria Gram negativa Vibrio cholerae (V. cholerae).!
Se han descrito varios bacteriéfagos filamentosos que
infectan a esta bacteria, de los cuales el mas estudiado
es el fago CTX¢, que desmpena un papel crucial para la
patogenicidad de V. Cholerae, ya que contiene los genes
que codifican la toxina colérica.>* CTX¢ también es de
interés por su papel en la transmisién horizontal de genes
(THG), ya que aunque normalmente se encuentra inte-
grado en el genoma de las cepas toxigénicas de V. cholerae,
puede pasar a la forma replicativa y transmitir poten-
cialmente los genes de la toxina a cepas ambientales no
patogénicas y convertirlas en virulentas.? Incluso podria
transmitir los genes a otras especies bacterianas, pues
se ha demostrado in vitro que, aunque con una baja
frecuencia, CTX¢ puede infectar a Vibrio mimicus.? Otro
fago filamentoso de interés por su papel en la THG es el
VGJo, el cual recombina su genoma con el del CTX¢ y
forma un fago hibrido con mayor poder de infectividad
que este Gltimo, puesto que utiliza un receptor mucho
mas ubicuo entre las cepas ambientales de V. cholerae
comparado con el receptor de CTXe.5" Es por ello que
el estudio de estos fagos es de gran importancia para
comprender como opera la THG en el ambiente.

En las células de V. cholerae infectadas por VGJo se
observa una proteina que se expresa en mayor cantidad
que el resto de las proteinas celulares detectable mediante
SDS-PAGE.” Un andlisis de ella por espectrometria de
masas revel6 que correspondia con la proteina codificada
por el marco de lectura abierto ORF112 de VGJ¢ sin la
metionina inicial y que tenia una masa molecular de
12,72 kDa.” Debido a que el ORF112 es similar, en cuanto
atamano y posicién relativa dentro del genoma, a genes
que codifican proteinas de unién a ADN de cadena simple
(ADNcs) de otros fagos filamentosos descritos, se ha
sugerido que el ORF112 realiza una funcién similar en
el ciclo de vida de VGJo.*

Para estudiar la funcién de la proteina codificada
por el ORF112 se requiere la obtencién de esta con
un elevado grado de pureza. Para tales fines, en este
trabajo se ha desarrollado un protocolo de purificacién
basado en electroforesis preparativa bajo condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE) con un paso previo de
precipitacién salina y renaturalizacién posterior de la
proteina. Como resultado de este protocolo, se obtuvo
la proteina del ORF112 con un 100 % de pureza y biol6-
gicamente activa.

Para la purificacién de la proteina, la cepa V. cholerae
569B (Serogrupo O1, biotipo clasico Inaba) se infecté con
una suspension de particulas virales de VGJo como ha
sido descrito anteriormente.” Las células bacterianas
de 569B infectadas se inocularon en 300 mL de caldo
LB y se cultivé en zaranda durante una noche a 200 r/m
y 37 °C . Simultaneamente, se inoculé en las mismas
condiciones, como control negativo, la cepa 569B sin
infectar. La expresion de la proteina del ORF112 se
comprobé mediante SDS-PAGE por el perfil proteico de
lisados celulares completos de alicuotas de los cultivos
sin infectar e infectado con el fago VGJ¢. En este tltimo,
se detect6 una banda de tamano molecular aparente de
aproximadamente 13 kDa (Fig.1 carril 3) que no se ob-
servoé en el cultivo sin infectar (Fig.1 carril 2). Esta talla
se correspondio6 con la de la proteina del ORF112 de V.
cholerae calculada anteriormente por espectrometria de
masas (12,72 kDa).”

Una vez comprobada la expresion, el cultivo crecido
de 569B infectado se centrifugé durante 15 min a 6 000
r/min a 4 °C y el sedimento celular se lavé con Tris-HCI
15 mmol/L; pH 7,5. Las células fueron colectadas nueva-
mente por centrifugacién durante 15 min a 6 000 r/min, 4 °C
y resuspendidas en 15 mL de disolucién estabilizadora
Tris-HCI 15 mmol/L; pH 7,5. La suspension se expuso
a diez ciclos de 30 s en un desintegrador ultrasoénico,
seguido de 30 s de incubacién en bano de hielo. Los
pasos subsiguientes del proceso se realizaron entre 0 y
4 °C . El extracto celular se centrifugé durante 40 min a
9 000 r/min . Las fracciones celulares obtenidas tras la
ruptura ultrasénica y la centrifugacién fueron evaluadas
mediante SDS-PAGE (Fig.1 carriles 4 y 5). La proteina del
ORF112 se localizé en la fraccién soluble de los extractos,
lo que posibilité un paso previo de semipurificacién, me-
diante un gradiente de precipitacién salina. Se empled
sulfato de amonio al 30 % de saturacién en agitacién
magnética durante 1 h a 4 °C para la precipitacién de
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Fig. 1. Andlisis por SDS-PAGE del proceso de purificacion de la proteina del
ORF112. Carril 1, patron de peso molecular Broad Range Protein Molecular Weight
Marker (Promega, EE. UU.). Carriles 2 y 3, cultivos de la cepa 569B no infectado
e infectado con el fago VGJo, respectivamente. Carriles 4 y 5, fracciones soluble e
insoluble del sonicado de 569B-VGJ¢. Carriles 6 y 7, fracciones insoluble y soluble de
la precipitacion con sulfato de amonio al 30 %. Carriles 8 y 9, fracciones insoluble
y soluble de la precipitaciéon con sulfato de amonio al 50 % de saturacion. Carril
10, Orf112 purificada por SDS-PAGE preparativa.

proteinas contaminantes. ORF112 precipit6 con 50 % de
saturacién de la disolucién de sulfato de amonio, que-
dando en el sobrenadante otras proteinas contaminantes
(Fig.1 carriles 6-9). Los pasos de precipitacién fueron acom-
panados de centrifugacién a 9 000 r/min durante 40 min
a 4 °C . El precipitado obtenido con 50 % de saturacion fue
lavado dos veces por resuspensién en disolucién sulfato de
amonio de igual concentracion y finalmente resuspendido
en 5 mL de disolucion estabilizadora Tris-HCI 15 mmol/L;
PH 7,5. El extracto fue desalinizado por cromatografia en
sephadex G-25y eluido con Tris-HCI 15 mmol/L; pH 7,5. Di-
cho extracto se aplic6 a una SDS-PAGE a escala preparativa
(gelde 17ecm X 19 cm X 0,5 cm) al 15 % de poliacrilamida, con
una intensidad de corriente constante de 100 mA y voltaje
libre a 4 °C hasta la salida del colorante. Las bandas fueron
visualizadas mediante tincién negativa del gel por el método
del zinc-imidazol.? La banda correspondiente a la proteina
del ORF'112 fue cortada del gel, fragmentada e introducida
en una bolsa de didlisis de corte de masa molecular 6 a
8,000 kDa con 10 mL de disolucién estabilizadora Tris-
HCI 24 mmol/L, glicina 250 mmol/L y 0,5 % de SDS. Se
electroeluyé empleando la misma disolucién estabilizadora
durante 5 h con una intensidad de corriente constante de 70
mA y voltaje libre a 4 °C . La bolsa de didlisis fue sometida
durante 5 min a corriente inversa para despegar la proteina
adherida de la membrana y se desecharon los fragmentos
del gel. Se dializ6é contra 1 L de disolucién estabilizadora
Tris-HC1 0,5 mol/L,, glicina 0,25 mol/L, pH 7,5 durante 24 h a
4 °C con agitacion. Posteriormente, se repitio el proceso de
dialisis con disolucién estabilizadora Tris-HCI 20 mmol/L,
NacCl 0,5 mol/L, pH 7,5 durante 24 h con agitaciéon a 4 °C.
La cantidad de proteina del extracto dializado se evalué
por el método de Lowry® y se analizé por electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 15 %, en el
que se aplicaron 2 ug de la proteina (Fig. 1, carril 10).
Las bandas fueron visualizadas por tincién con azul
brillante de Coomasie y analizadas por densitometria
para determinar talla molecular y pureza, mediante el
procesador de imégenes Gene Tools Bioimagine system
(Syngene). Se observo una sola banda con la talla mole-
cular esperada de aproximadamente 13 kDa.

La actividad biolégica del extracto se determiné me-
diante un ensayo de retardo en electroforesis de ADN en
gel de agarosa al 0,5 % en disolucién estabilizadora Tris-
acetato 40 mmol/L, EDTA 20 mmol/L (TAE). Para el ensayo
de unién de ORF112 al ADNcs se mezclaron 6 ug de ella con
225 ng de ADNcs del fago VEJ¢ en disolucién estabilizadora
Tris-HC1 20 mmol/L, glicerol 20 %, EDTA 10 mmol/L, BSA
0,3 umol/L y un volumen final de 40 pL. La mezcla se
incubé a 37 °C durante 30 min, se aplicé al gel y se corrid
empleando un voltaje constante de 90 V a 4 °C hasta la
salida del colorante. Se utilizé bromuro de etidio (1 pg/mL)
para visualizar el ADN mediante la incidencia de luz UV
en un transiluminador FBTIV-88 (Fisher, EE. UU.)

Para demostrar que la actividad de retardo del ADNcs se
debié a la presencia de la proteina ORF112, se evalué la ac-
tividad de ésta, después de haber sido inactivada con fenol/
cloroformo 1: 1 (v/v) (Fig. 2 carril 3). Se observo una marcada
diferencia entre ambas muestras ya que la muestra después
de tratada no exhibe actividad de retardo del ADNCcs.

Fig. 2. Actividad bioldégica de la proteina del ORF112 sobre la
movilidad electroforética del genoma de simple cadena del fago
VGJo en gel de agarosa al 0,5 % en disoluciéon amortiguadora
de pH TAE. Carril 1, ADNcs en ausencia de ORF112. Carril
2, ADNcs en presencia de ORF112 purificada por SDS-PAGE
preparativa. Carril 3, igual que la anterior, pero tratada con
fenol-clorofomo.
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CONCLUSIONES

El protocolo de purificaciéon basado en electroforesis
preparativa bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),
previa precipitacién salina, permitié obtener la protei-
na del ORF112 biolégicamente activa con un 100 % de
pureza. Se informa por primera vez la purificacién de
la proteina codificada por el ORF112 y se demuestra su
capacidad de unién al ADNcs genémico del fago VGJo,
funcién esencial en el ciclo biolégico de los fagos fila-
mentosos. Por tanto queda demostrado el caracter de
gen del ORF112, por lo que se propone nombrar a este
de ahora en adelante gVV¢’¢, para seguir la denominacién
usual de los fagos representativos del género Inovirus
como el M13. En estos fagos el gen que codifica la pro-
teina de unién a ADNcs se ha denominado gen V (gV) y
la proteina codificada por este pV.
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