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EXPRESION DE SIALATO O-ACETIL ESTERASAS CODIFICADAS POR PROFAGOS Stx2a
Pascal, S.B. (1); Lucchesi, P.M.A. (1); Nieto Farias, M.V, (1); Krtger, A (1).

1. Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN, CONICET-CIC-UNCPBA), Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Tandil,
Buenos Aires, Argentina.

La produccion de toxinas Shiga (Stx), codificada y regulada por bacteriéfagos, es el principal factor de
virulencia de un grupo de cepas E. coli que pueden causar severas enfermedades en el hombre,
como colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico. Las Stxs comprenden una familia que
contiene varios subtipos diferencialmente asociados a manifestaciones clinicas. Las cepas
productoras de la toxina Stx2a son altamente virulentas y causan las enfermedades mas severas. Los
analisis genémicos de los profagos Stx muestran una considerable variabilidad genética y un alto
porcentaje de genes con funciones desconocidas. En estudios de profagos Stx2a, se identifico la
presencia de un gen que codifica para una sialato O-acetilesterasa. Esta enzima (NanS-p) presenta un
dominio catalitico (SASA) homdlogo a la esterasa bacteriana de E. coli (NanS) con actividad frente a
los acidos sialicos, pero ademas posee un dominio N-terminal (DUF1737) y otro C-terminal. El gen
nanS-p se encuentra localizado inmediatamente aguas abajo del operdn stx y aguas arriba de los
genes que median la lisis bacteriana. Esta ubicacién sugiere que nanS-p estd regulado y es
cotranscripto con los genes tardios del fago. Por ello, el objetivo de este trabajo fue evaluar si la
expresion de estas sialato O-acetilesterasas aumenta bajo condiciones que inducen el ciclo litico de
fagos. Se cuantificd la expresidn génica relativa de 14 cepas STEC stx2a-positivas utilizando la técnica
de gPCR. Por medio de analisis bioinformaticos, se disefiaron primers que permiten la amplificacion
de la region DUF-SASA de subtipos de nanS-p presentes principalmente en profagos Stx y se
utilizaron primers descriptos en la bibliografia para la amplificaciéon del gen de referencia tufA. Se
utilizd ADNc preparado previamente a partir de los cultivos de STEC inducidos (0,5 pg/ml de
mitomicina C) y no inducidos, que habia sido empleado para determinar la expresion de stx y esta
conservado a -20°C. Las curvas estandares se realizaron con diluciones seriadas de un pool de
muestras de ADNc. Para cada reaccién se utilizd 10 pl de FastStart Universal SYBR Green Master Rox
(Roche Diagnostics GmbH) y 4 pl de muestra (ADNc) diluida 1/10. Las reacciones se realizaron en un
equipo StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Los resultados se analizaron por el
método AACT. Se observd un aumento en la expresién de NanSp bajo tratamiento con mitomicina C,
en niveles entre 1 a 2 Log. La excepcidn fue la cepa 355, la cual previamente tampoco habia
mostrado expresion de Stx2a. Los resultados obtenidos confirmaron que el gen nanS-p se ve
expresado tanto en condiciones que inducen el ciclo litico como en estado basal y que la expresion
de este gen aumenta en condiciones que inducen el ciclo litico. Este aumento ocurre en drdenes de
magnitud comparables a stx2a, el cual se encuentra aguas arriba de nanS-p y esta orientado en la

misma direccion transcripcional.



