View|metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

nas con Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico
(25:24:1 v/v/v) [3]. La cantidad de proteinas
recuperadas es baja.

3) Rotura con TRI Reagent (Sigma). La eficiencia de
rotura es buena, sin embargo, la cantidad de protei-
nas recuperadas tras seguir el protocolo es baja.

Para aumentar la resolucion y el enfoque de
las proteinas en 2-DE se estan ensayando, en los
extractos totales potencialmente mas idoneos para
nuestro estudio, el detergente ASB-14, el DeStreak
y el método de cargado de las tiras de IPG mediante
“cup loading”.
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Resumen

Una de las formas mas comunes de modificacio-
nes postraduccionales de proteinas es la glicosilacion.
Se estima que mas del 50% de las proteinas conoci-
das, asi como el 80% de las proteinas de membrana,
estan glicosiladas. En contra de lo que se creia, se ha
demostrado que los procariotas también poseen gli-
coproteinas. Las glicoproteinas bacterianas parecen
estar asociadas a la superficie del microorganismo.
Este hecho sugiere por tanto que estan implicadas
en la interaccion de la bacteria con el hospedador y
por tanto puede existir una relacion directa con la ca-
pacidad patdgena del microorganismo. El objeto de
este estudio consiste en desarrollar una metodologia,

mediante diversas cromatografias de afinidad, para el
enriquecimiento y purificacion de glicoproteinas de
bacterias del género Streptococcus.

En contra de lo que estaba establecido hasta
hace unos afios, recientemente se ha demostrado que
los procariotas producen glicoproteinas [1]. Estas
parecen estar asociadas a la superficie del micro-
organismo, lo que sugiere que estan implicadas en
la interaccidn con el hospedador y por tanto, con la
capacidad patogena del microorganismo. Hay dos ti-
pos de glicosilacion en procariotas: N-glicosilacion,
en la cual los glicanos estdn unidos a un residuo de
asparagina, y O-glicosilacion, en la cual estd unido a
un residuo de serina, treonina o tirosina [1,2].
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Para el enriquecimiento de glicoproteinas, los
métodos que hemos utilizado se basan en croma-
tografias de afinidad usando lectinas, asi como la
quimica de la hidrazida y del acido aminofenilbo-
ronico [1,3].

Las lectinas son proteinas que se unen especifi-
camente a motivos oligosacaridicos, reconociendo
cada una a un subgrupo de especies de glicanos.
Para asegurar el reconocimiento del mayor nua-
mero de glicoproteinas, se estd poniendo a punto
una bateria de lectinas: Canavalia ensiformis lec-
tin (ConA), que reconoce principalmente residuos
de a- manosa, y a-glucosa; Ulex europaeus lectin
(UEA-1) reconoce residuos de a-L-fucosa; Triti-
cum vulgaris lectin (WGA) reconoce grupos N-
acetilglucosamina (GlcNAc) y acido sialico; Ara-
chis hypogaea lectin (AH) reconoce B-gal(1->3)
galNAc; y Bandeiraea simplivifolia lectin (BC-1)
reconoce a-galactosa y a-galNAc.

Los extractos proteicos se separaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%, y pos-
teriormente se transfirieron a membranas de nitroce-
lulosa, las cuales se bloquearon con gelatina al 3%, se
hibridaron con cada una de las cinco lectinas, se incu-
baron con estreptavidina-HRP y se revelaron mediante
quimioluminiscencia. [1,2,4]. Resultados preliminares
han indicado hasta ahora que tanto la ConA como la
AH son las lectinas que reconocen un mayor numero
de glicoproteinas ya que revelan un mayor niimero de
bandas a partir de extractos totales (Figura 1).
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Figura 1. Blotting con lectinas de extractos totales de Strep-
tococcus pneumoniae. Calles de izquierda a derecha: ConA,
A.H., WGA, UEA-I, BC-1.

El segundo método de enriquecimiento esta ba-
sado en la quimica de la hidrazida [6], mediante la
cual dicho grupo funcional reacciona con los grupos
cis-diol de los residuos de azucares, previamente
oxidados a aldehidos, para formar un enlace hidra-
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zona. Para ello se esta poniendo a punto una croma-
tografia con una resina de hidrazida (Bio-Rad). En
primer lugar las muestras se oxidan con peryodato
sodico, y después la muestra se hace pasar por la
resina para permitir la formacion de los enlaces
hidrazona. El resto de proteinas no glicosiladas se
eliminan mediante lavados. Posteriormente las gli-
coproteinas se digieren con tripsina y se recogen
mediante lavados los péptidos generados, que co-
rresponden a las proteinas glicosiladas, quedando
los glicopéptidos unidos a la resina. Los N-glicopép-
tidos pueden recuperarse de la resina digiriendo con
la glicosilasa PNGasa F, ya que esta enzima corta
el sitio de union del glicano a la asparagina. Para
liberar los O-glicopéptidos se realiza 3-eliminacion,
con dimetilamina al 26%, que convierte las serinas y
treoninas glicosiladas en alanina y 4cido 2-aminobu-
tirico respectivamente [1-2-3,6]. Tras hacer pasar la
tripsina por la resina para digerir las proteinas rete-
nidas y analizar los péptidos mediante nano-LC/MS/
MS, se identificaron muchas proteinas citoplasmaticas,
en principio no esperadas.
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Figura 2. Gel teiiido con Coomassie de proteinas obtenidas
tras purificar con dac. Aminofenilborénico extractos totales
de Streptococcus pneumoniae. Calles de izquierda a dere-
cha: eluido, flowthrough, extracto total.

El tercer método consistid en la cromatografia
de afinidad usando la quimica del acido aminofe-
nilboronico, que forma enlaces covalentes con los
grupos cis-diol de residuos de glucosa, manosa y
galactosa en condiciones de alcalinidad, dando lu-
gar a diésteres, siendo estos enlaces reversibles en
condiciones acidas. Se usé como tampon de union
a la resina taurina 50 mM /NaOH, pH 8.7 + 20 mM
MgCl, y de elucion igual al anterior pero con 50
mM Tris/HCL, pH 7.5 [1, 2, 5]. El eluido se separ6
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
al 12% (Figura 2), y las bandas se analizaron por
MALDI-TOF MS, identificandose tinicamente pro-
teinas citoplasmaticas. Ademas, el eluido se digiri6
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en solucién con tripsina y se analizd mediante ESI-
MS/MS, dando también como resultado principalmente
proteinas citoplasmaticas.
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Resumen

Las bacterias del género Staphylococcus son mi-
croorganismos de amplia distribucién, causantes
de numerosas intoxicaciones alimentarias debido,
en gran medida, a su capacidad de producir entero-
toxinas. La enterotoxina del serotipo A es la que con
mas frecuencia aparece en los brotes de intoxica-
cion alimentaria. En el presente trabajo se desarrolla
una técnica de andlisis de muestras de leche por
MALDI-TOF para la deteccion de la enterotoxina
A estafilococica. Este método presenta como ven-
tajas sobre las técnicas actualmente utilizadas su
gran especificidad y elevada rapidez. Los resultados
obtenidos mostraron la efectividad de la extraccion

utilizada demostrando la utilidad del método de
analisis utilizado.

Staphylococcus aureus es una bacteria patogena,
de amplia distribucidn en la naturaleza, asociada a
infecciones generalizadas y brotes alimentarios [1].
Algunas especies de estafilococos son productoras
de una familia de proteinas no glicosiladas de bajo
peso molecular (M, 22-31.000) conocidas como en-
terotoxinas estafilococicas (SEs). Estas enterotoxi-
nas son causa de intoxicaciones alimentarias por la
ingesta de productos contaminados, principalmente
de origen carnico y lacteo [2-3] destacandose la en-
terotoxina A [4], que es la que con mayor frecuencia
se asocia a brotes de intoxicacion alimentaria y que
es extremadamente potente.



