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RESUMEN

Se disefio un estudio analitico-correlacional de corte trans-
versal para analizar los genomas de bacterias causantes de
la enfermedad diarrea aguda (EDAs) y se establecieron
relaciones funcionales entre funciones proteicas con base
en el analisis realizado con las herramientas COGs data
base (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) y TaxPlot
(http://www.ncbi.nlm. nih.gov/sutils/taxik2.cgi?isbact=1).
Se realizo el conteo de las categorias de los COGs para
cada especie, la determinacion del porcentaje real de cada
categoria respecto a la cantidad total de COGs, un anali-
sis comparativo interproteico de cada especie mediante
TaxPlot y la clasificacion filogenética de las proteinas
codificadas en genomas completos utilizando el algoritmo
UPGMA. Se incluy6 un total de 15 microorganismos (9
bacterias causantes de EDAs y 6 bacterias saprofitas). 11 de
las 15 bacterias presentaron mayor COGs en las categorias
J—12.25%— (6 bacterias causantes de EDAs y 5 bacterias
saprofitas). Las categorias funcionales para metabolismo
fueron uniformes y las categorias funcionales Y (0.00%),
Z (0.03%), B (0.01%) y A (0.05%) fueron las de menor
cuantia. Los COG pueden extrapolarse en datos exactos
que describen el perfil proteico de los agentes patogenos.
El método filogenético por TaxPlot reduce el tiempo de
analisis y representa una aproximacion holistica al estudio
de las relaciones filogenéticas a nivel protedémico.

INTRODUCCION

La enfermedad diarrea aguda (EDAs o ADD

por sus siglas en inglés) es una de las 4

principales causas de mortalidad infantil y una
de las 3 que tienen relacién con el cambio
climatico.” En la region de las Américas la
mortalidad anual por enfermedad diarreica
se estima en 112,000 casos.? Esta afeccion
ocasiona alteraciones en el desarrollo humano
en 3 aspectos fundamentales: limitaciones

ABSTRACT

An analytical-correlational cross section study was
designed to analyze the genomes of acute diarrheal
disease (ADD) causing bacteria and functional relations
were established between protein functions based on the
analysis performed by COGs database and TaxPlot tools.
We counted the percentages of COGs for every category
for each species, and determined the percentages based
on the total number of COGs for each species. We made
an interproteic comparative analysis for each species
using TaxPlot and a phylogenetic classification for the
proteins codified in complete genomes using the UPGMA
algorithm. A total of 15 microorganisms were included (9
AAD-causing bacteria and 6 saprophytic bacteria). Eleven
of these 15 bacteria had higher COGs in the categories
J -12.25%-— (6 ADD-causing bacteria and 5 saprophytic
bacteria). The metabolic functional categories were uni-
form, and the functional categories Y (0.00%), Z (0.03%),
B (0.01%) and A (0.05%) had the smallest quantities.
COGs can be extrapolated into exact data that describe
the protein profile of these pathogenic agents. The TaxPlot
phylogenetic method reduces analysis time and represents
an holistic approximation for the study of the phylogenetic
relations at a proteomic level.

en el crecimiento orgdnico, disminucién del
capital intelectual e incremento de los afios
de vida saludable perdidos (AVISA o DALY por
sus siglas en inglés), principalmente en nifios
menores de 2 anos.?

Las principales causas de EDAs son bac-
terias del género Campylobacter, Salmonella,
Shigella, Vibrio, Proteus y Enterococcus faecalis;
ademds de Escherichia coli O157:H7, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Aeoromona
oxytona, entre otras.?*”7
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El analisis de genomas resulta dtil porque permite
entender los diversos fenémenos biolégicos al mostrar
la conservacién de genes responsables de funciones es-
pecificas, no de un solo gen aislado sino como un grupo
con una funcién que se ha conservado como unidad a
lo largo de la evolucion.®

El tener genomas de varios organismos relacionados
permite también observar y comprender cémo la apari-
cién de nuevos genes puede llevar a desarrollar nuevas
funciones dentro de un sistema de genes preestablecido,
de esta manera la identificacién de ort6logos es crucial
para la prediccién de funciones en nuevas cepas o espe-
cies que causen una patologia determinada.® Sin lugar a
duda, esto Gltimo beneficiaria el entendimiento de los
mecanismos de patogenicidad utilizados por diversos or-
ganismos, como las bacterias causantes de EDAs, la forma
en que han aparecido y se han diversificado y en mayor
medida, la utilidad al momento de buscar estrategias para
combatirlas y prevenir su infeccion.

La genémica comparativa nos brinda un alcance muy
atil para entender la informacioén a nivel genémico, por
ello el primer objetivo cuando se tiene un genoma secuen-
ciado es identificar las regiones funcionales, tanto genes
como secuencias regulatorias. Parte de esa informacién
requiere un trabajo experimental y parte puede obtenerse
a partir de analisis comparativos in silico que facilitan la
identificacion de estos elementos. De esta manera, el
proposito de la gendmica comparativa es, a través de la
comparacion de genomas de especies diferentes, enten-
der cémo las especies han evolucionado y qué funciones
cumplen los genes y regiones no codantes.’

La base de datos Clusters of Orthologous Groups of
proteins (COG data base) y TaxPlot son herramientas
bioinformaticas que permiten observar la estructuracion
del genoma vy la similitud que posee un microorganismo
con otros respectivamente de acuerdo con secuencias
completas'®y de manera adicional, comparar la similitud
entre proteinas del genoma entre diferentes especies.
Estas herramientas nos permiten realizar el andlisis de
genomas en los que previamente se ha hecho un trabajo
de clasificacion (COGs) o de comparaciéon (TaxPlot),
por lo que no existe la necesidad de descargar genomas
completos para realizar un andlisis; sin embargo, presenta
como desventaja el hecho de no tener un mantenimiento
continuo, por lo que el nimero de genomas disponibles
para andlisis es limitado y desactualizado.'®

COGs permite observar la distribucién y proporcién
de los genes de un organismo con base en categorias fun-
cionales que son agrupaciones basadas en los mecanismos
en que estan involucrados los productos de esos genes
(relacionadas con el metabolismo, estructura, procesos

celulares o manejo de informacién); estas categorias
son clasificadas con letras maydsculas y pueden estar
relacionadas con los mecanismos de expresion genética
U, A, K, L, B), con las funciones celulares no metabdlicas
D, Y, V. T, M, N, Z, W, U, O, X) y/o con el metabolismo
(C, G, E, EH,|I P Q) como se describe en el cuadro
1. Ademds, permite observar relaciones con otras es-
pecies que contienen genes ortélogos a los de nuestra(s)
especie(s) de interés que estan agrupados en cada COG
(COG 0001-COG 5665)."12

Del mismo modo, la herramienta TaxPlot del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) refiere la can-
tidad de proteinas similares a partir de los genomas de tres
especies utilizando una primera como referencia (query)
de la cual se toman todas las secuencias de proteinas y se
comparan con resultados precomputarizados de BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con las proteinas de
las otras dos especies.'? Este tipo de andlisis se ha utilizado
anteriormente para estudiar similitudes entre otros organis-
mos como Archaeas '*y en otros casos para predecir genes
de genosomas recién secuenciados como Serratia plymuthica
AS 1275 Staphylococcus epidermidis,® entre otros. 118

El objetivo de la presente investigacion fue analizar los
genomas de las bacterias causantes de EDAs y establecer re-
laciones funcionales entre genes y funciones proteicas con
base en el andlisis realizado con COGs data base y TaxPlot.

MATERIAL Y METODOS

Tipo y disefo de investigacion: estudio analitico-corre-
lacional, retrospectivo de corte transversal.

Obtencién y andlisis del genoma de COGs data
base: se obtuvieron las listas de COGs completas de 9
especies que provocan EDAs desde la base de datos del
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COGC/) y fueron co-
dificadas y tabuladas en MS-Excel 2010 para Windows,
las especies consideradas en el presente estudio fueron:
Campylobacter jejuni subsp. jejuni (NCTC 11168 = ATCC
700819) [Camijej], Shigella dysenteriae (cepa 1617) [Shi-
dys], Salmonella enterica subsp. enterica (serovar typhi-
murium cepa LT2) [Salent], Vibrio cholerae (01 biovar El
Tor cepa N16961) [Vibchol, Escherichia coli O157:H7
(cepa Sakai) [EsccO1], Proteus mirabilis (cepa H14320)
[Promir], Enterococcus faecalis (cepa V583) [Entfae],
Klebsiella pneumoniae (cepa 342) [Klepne] y Morganella
morganii subsp. morganii (cepa KT) [Mormor].*”

Especies control: como control para el andlisis de
COGs se utilizaron 6 especies de bacterias no causantes de
EDAs: Haemophilus influenzae (cepa Rd Kw20) [Haeinf],
Escherichia coli (cepa K-12, subcepa MG1655, no patége-
na) [Esccol], Veillonella parvula (cepa DSM 2008) [Veipar],
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Lactobacillus plantarum (cepa ZJ316) [Lacplal, Fusobacte-
rium nucleatum (subsp. nucleatum ATCC 25586) [Fusnuc]
y Porphyromonas gingivalis (cepa TDC60) [Porgin]."”

Recursos para el analisis del genoma

COG data base: se realizé el conteo de las categorias
de los COGs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) con
ayuda de tablas dinamicas, se generaron dos tablas, una
para cada categoria separada en cada especie mostrando

Cuadro I. Lista de las categorias de la base

de datos de COGs.

Almacenamiento y procesamiento de informacion

J Traduccion, estructura ribosomal y biogénesis
A Procesamiento y modificacion de ARN

K Transcripcion

L Replicacion, recombinacion y reparacion

B Estructura y dinamica de cromatina

Procesos celulares y sefializacion

Control del ciclo celular, division, particion cromosomica
Estructura nuclear

Mecanismos de defensa

Mecanismos de transduccion de sefial

Biogénesis de pared celular, membranas y envolturas
Motilidad celular

Citoesqueleto

Estructuras extracelulares

Trafico celular, secrecion y transporte vesicular
Modificaciones postraduccionales, recambio de pro-
teinas y chaperonas

X Mobiloma: profagos y transposones

SCc=NZZd<~<U

Metabolismo

Produccion y conversion de energia

Transporte y metabolismo de carbohidratos
Transporte y metabolismo de aminoacidos
Transporte y metabolismo de nucledtidos
Transporte y metabolismo de coenzimas

Transporte y metabolismo de lipidos

Transporte y metabolismo de iones inorganicos
Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos
secundarios

(o Ran== N o Ne!

Poco caracterizados

R Solo prediccion de funciones generales
S Funcién desconocida

la cantidad de COGs para cada especie por categoria,
contando repetidamente aquellos COGs con mas de una
categoria; y el porcentaje real de cada categoria respecto
ala cantidad total de COGs para cada especie (cuadro I);
y otra para las bacterias saprdfitas utilizadas como control.

TaxPlot: se realizé un andlisis comparativo interproteico
de cada especie mediante la herramienta TaxPlot del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/taxik2.cgi?isbact=1)
con el objetivo de verificar el grado de similitud entre las
proteinas ort6logas de las especies analizadas. Se observé
la relacién de cada especie estudiada (especie «query») con
las otras en grupos de dos (especies de comparacion). Se
utilizaron las mismas cepas para todas las especies, excepto
Shigella dysenteriae, en cuyo caso se encontré sélo la cepa
S197 y Morganella morganii (cepa KT) que no estaba dis-
ponible y fue descartada para el andlisis.

Técnica de recoleccion de datos y procesamiento
Codificacion y tabulacion de datos

Todos los datos fueron tabulados en la matriz de codifi-
cacion inicial en MS-Excel 2010, en la que se codificaron
con las variables: [Camijej], [Shidys], [Salent], [Vibchol],
[EsccO1], [Promir], [Entfae], [Klepne] y [Mormor]. Con los
datos de COG:s se realiz6 la valoracion y la porcentualiza-
cién de cada grupo funcional para cada microorganismo
mediante tablas dindmicas y filtros para los valores de
filas y columnas, con los cuales se generaron dos tablas.

Se compararon valores promedio (cantidades reales y
porcentajes) entre las bacterias causantes y no causantes de
EDAs y ademas entre los dos grupos mas grandes presentes
en ambos grupos (Enterobacteriaceae y Firmicutes) con el
fin de tener un mejor panorama analitico y poder discernir
las relaciones entre clados y la relacion por patogenicidad.

Para los datos de TaxPlot se utilizé el nimero de
aciertos (hits) totales, esto es el nimero de proteinas
que produjeron aciertos para las dos especies a partir
del nimero total de proteinas de la primera sin tomar en
cuenta el sesgo en la similitud hacia alguna de las especies
comparadas; todos éstos fueron tabulados en la matriz de
codificacion inicial contrastados con las variables [Cje],
[Sdy], [Senl], [Vch], [Ecol, [Pmi], [Efa] y [Kpn], en las que
se analizaron las relaciones entre el grado de similitud
encontrado e interespecies (porcentajes).

Taxonomia
Se realiz6 la clasificacién filogenética de las proteinas co-

dificadas en genomas completos mediante la creacion de
cladogramas utilizando el método UPGMA (unweighted
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paired group means analysis).?° A partir de los datos de
cada secuencia query, se unieron las dos especies con
mayor nimero de aciertos totales, luego se reformuléd
la tabla obteniendo promedios de los aciertos para las
dos especies unidas, tomando el nuevo valor mas alto y
repitiéndolo hasta haber unido todas las especies (figura
7). Finalmente se creé un cladograma consenso con base
en los 8 creados anteriormente.

Técnica de analisis de datos:

El andlisis de datos se realiz6 en tres procesos basicos:
codificacion, tabulacién y construcciéon de tablas y
graficos. El analizador estadistico utilizado fue SPSS
20.0 en el cual se calculd el coeficiente de correlacion
de Spearman para establecer la correlacion entre la
proporcion de hits de TaxPlot y el porcentaje de grupos
funcionales de COGs por especie.

Limitaciones:

En principio, la presentacion de especies analizadas no
contiene la totalidad de enteropatégenos existentes, dado
que COGs no inclufa todos dentro de su base de datos.
Segundo, se utiliz6 la cepa Shigella dysenteriae S197 en
TaxPlot en sustitucion de Shigella dysenteriae (cepa 1617)
descrita en COGs. Tercero, no existen herramientas bioin-
forméticas para el diseno de cladogramas por el método
UPGMA en valores obtenidos de TaxPlot. Por Gltimo,
no se evaluaron patrones de funcion para cada COG de
enterobacteria. Pese a estas limitaciones, nuestra investi-
gacion contribuye al desarrollo bioinformético aplicado
a la microbiologia clinica.

RESULTADOS

Se incluyé un total de 15 microorganismos (9 bacterias
causantes de EDAs y 6 bacterias saprofitas [control]).
El andlisis de genomas para bacterias causantes de
EDAs y control se muestra en los cuadros Il y Ill, res-
pectivamente.

11 de las 15 bacterias presentaron mayor COGs en
las categorias ] =12.25%— (6 bacterias causantes de EDAs
y 5 controles). Para Shigella dysenteriae, Escherichia coli
O157:H7 y Klebsiella pneumoniae el mayor nimero de
COGs fue la categoria E—9.42%-—, al igual que para la bac-
teria control saprofita Escherichia coli (cepa K-12, subcepa
MG1655), no patégena (cuadros Il y ll). Las siguientes
categorias con mayor niimero de COGs en las especies
analizadas son las categorias poco caracterizadas S y R
(6.91 y 7.30% respectivamente), lo que podria indicar

que algunas de las categorias que presentan pocos repre-
sentantes en clusters podrian tener una mayor cantidad
de representantes.

Las categorias funcionales para metabolismo fueron
relativamente uniformes, la categoria | mantuvo pro-
porciones proteicas para todos los microorganismos
patégenos 3.26%, al contrario de la categoria G en
la que las proporciones varian interespecies (6.45%
total) (cuadro Ill); en todos los demas casos se obser-
varon fluctuaciones en las proporciones proteicas de
Enterococcus faecalis (5.71,7.53,5.07, 5.14 y 4.72%,
para las categorias C, E, F, H y P, respectivamente).
Ademads, exceptuando éste, la proporcién para las de-
mas fue de 7.31% en la categoria C, 7.01% en P, 3.6%
en F (excluyendo ademas a Campylobacter jejuni con
4.62%)y 6.61% en la categoria H (excluyendo ademas
a Morganella morganii con 7.41%).

Conjuntamente, en la categoria funcional E se observo
heterogeneidad de proporciones proteicas como Campylo-
bacter jejuni'y Morganella morganii (1.68%) con respecto
a las demas bacterias patégenas (9.24%), excluyendo a
Enterococcus faecalis. Por tltimo, los valores del grupo me-
tabélico Q fueron de 2.48% para Klebsiella pneumoniae y
1.36% para las demas bacterias causantes de EDAs (cuadro
I1). Estos resultados ponen en relieve semejanzas con las
proporciones de las bacterias control. En éstas, las propor-
ciones de las categorias funcionales G (6.19%), P (5.38%), H
(7.3%) y F (4.64%) varian heterogéneamente interespecies.
A contrario sensu la categoria C (7.77% para Escherichia
coli, 4.28% para Lactobacillus plantarum y 6.74% para las
demas bacterias), la categoria E (6.82% para Porphyromonas
gingivalis, 11.12% para Veillonella parvula, 10.14% para
Haemophilus influenzae y 9.47% para las demés bacterias),
la categoria | (5% para Fusobacterium nucleatum y 3.46%
para las deméds bacterias) y la categoria Q (proporciones
bajas para todas las bacterias 1.20%) presentan variaciones
para bacterias saprofitas especificas (cuadro II).

Los grupos funcionales Y (0.00%), Z (0.03%), B (0.01%)
y A (0.05%) fueron los de menor cuantia. Si bien ningu-
no presenté COGs dentro de la categoria Y (estructuras
nucleares), algunas bacterias que mostraron COGs para
la categoria funcional B (que involucra procesos de pro-
cesamiento y dindmica de cromatina) fueron Veillonella
parvula, Fusobacterium nucleatum, Klebsiella pneumoniae
y Vibrio cholerae (cuadros 'y Ill). En la figura 2, se mues-
tra a manera de ejemplo la clasificacién de los grupos
funcionales para Escherichia coli O157:H7 (cepa Sakai)
[EsccO1], estos esquemas se realizaron en general para
todas las bacterias incluidas en el estudio.

Las graficas de lineas (figura 3) tuvieron como objetivo
comparar las distribuciones de las categorias funcionales
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Paso 1 Paso2  Ciclo 1
Distribucion of E. coli O157:H7 str. Sakal homologs
2905 hits 40 equal hits
7000 1 S Sdy I Sen | Eco | Pmi | Efa I Kpn
N~
% 6000 . Vibrio cholerae (Vch) Cie |39.18% 40.17% 40.30% 39.33% 30.91% 38.73%
D 00 yp (Query proteins: 3834) | gy 63.38% 64.71% 59.39% 4155% 61.71%
.3
§ 4000 Sen 66.38% 61.42% 43.04% 63.67%
33000 Eco 61.74% 42.91% 64.03%
;,O)_ 2000 & Pmi 41.55% 59.68%
1000 @ b . Efa 41.97%
(0 SEERID 769 hits
0 2000 4000 6000
Enterica subsp. Enterica serovar typhimurium
Obtencion de hits totales y Eco

Sen
Unidn de especies con mayor similitud

creacion de matriz de similitud

5316 query proteins produced 3714 hits

Ciclo 2 Ciclo 3
Sdy ‘ Eco + Sen ‘ Pmi ‘ Efa ‘ Kpn Eco + Sen + Sdy ‘ Pmi | Efa | Kpn
Cie 39.18% 40.23% 39.33% 30.91% 38.73% Cie 39.70% 39.33% 30.91% 38.73%
Sdy 64.05% 59.39% 41.85%  61.71% Eco + Sen + Sdy 60.49%  42.26% 62.78%
Eco + Sen 61.58% 42.97% 63.85% Pmi 41.55% 59.68%
Pmi 41.55% 59.68% Efa 41.97%
Efa 41.97%
Eco Eco
E Sen Sen
Sdy Sdy
Kpn
Ajuste de la tabla promediando similitud ) i '
de especies unidas con las demas. Se repite el proceso de ajuste por promedios
Unién con especie mas similar y unién de especie mas similar
Ciclo 4 Ciclo5
Eco + Sen Eco + Sen + Efa
+ Sdy + Kpn Pmi Efa Sdy + Kpn + Pmi
Cie 39.22% 39.33% 30.91% Cje ‘ 39.28% 30.91%
Eco + Sen + Sdy + Kpn 60.08%  41.90% Eco + Sen + Sdy + Kpn 42.01%
Pmi 42.11%
' Eco
Sen
Sdy
Eco Kp'?
Sen Pmi
Sdy Efa
Kpn Cie
Pmi

Se obtiene un cladograma basado en similitud
para cada especie query.
Se obtiene arbol consenso a partir de éstos.

Figura 1. Flujograma para el desarrollo de cladograma con base en los datos del TaxPlot para las especies causantes de EDAs.
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Cuadro II. Cantidad de COGs presentes en cada especie control analizada y porcentajes relativos al niimero total

de COGs presentes en cada especie control.

Haemophilus Escherichia Fusobacterium Lactobacillus \eillonella Porphyromonas

Haeinf %R Esccol %R Fusnuc %R Lacpla %R Veipar %R Porgin %R

J 178 1378 202 935 166  13.82 167 1278 166 1338 163 1545
A 1 0.08 2 0.09 0 0.00 0 000 0 000 0 0.00
K 54 418 104 481 55 4,58 78 597 51 411 44 417
L 84 6.50 107 495 74 6.16 81 620 77 620 70 6.64
B 0 0.00 0 0.00 1 0.08 0 000 2016 0 0.00
D 27 2.09 38 176 20 1.67 29 22 25 201 19 1.80
Y 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 000 0 000 0 0.00
\ 24 1.86 48 222 30 2.50 35 268 M 274 36 341
T ) 325 95 4.40 41 341 52 398 39 314 35 3.32
M 110 8.51 158 731 88 7.33 77 589 93 749 93 8.82
N 10 0.77 54 2.50 10 0.83 9 069 10 081 7 0.66
z 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 000 0 000 0 0.00
W 8 0.62 9 0.42 7 0.58 3023 6 048 | 0.09
U 30 2.32 ) 1.94 24 2.00 16 122 27 218 20 1.90
0 82 6.35 106 491 49 4,08 9 375 54 435 57 5.40
X 32 2.48 16 0.74 1 0.08 25 1.91 3 024 6 0.57
C 85 6.58 168 7.77 82 6.83 56 428 8 693 70 6.64
G 83 6.42 166 7.68 71 591 106 8.11 58 467 46 436
E 131 10.14 203 939 110 916 129 987 138  ILI2 7 6.82
F 54 418 80 3.70 50 4.16 70 536 61 49 58 5.50
H 85 6.58 137 6.34 93 7.74 71 543 109 878 100 9.48
I 48 3N 72 3.33 60 5.00 9 375 35 282 39 3.70
P 7 5.57 161 7.45 57 475 72 551 53 427 50 4.74
Q 8 0.62 ) 1.94 12 1.00 16 122 16 1.29 12 1.14
R 66 5.11 156 722 113 9.41 108 826 97 782 84 7.96
S 84 6.50 177 8.19 70 5.83 21 926 81 653 46 436

Total 1,398 2,343 1,284 1,419 1,321 1,128

por grupos control y patogénico, interespecies y taxon6-
mico, tanto en proporciones como en cantidades totales,
permitiendo observar las diferencias en la distribucién de
genes en las categorfas funcionales y las cantidades en
que se presentan respectivamente.

Utilizamos TaxPlot como herramienta para observar
la similitud entre las bacterias observadas, basado en su
proteoma en lugar del alcance clasico que se enfoca en
unas cuantas secuencias conservadas. Los plots generados
por esta herramienta, algunos de ellos mostrados en la
figura 4, nos brindan datos de aciertos o hits obtenidos al
comparar todas las proteinas de un organismo query con
las proteinas de otras dos especies seleccionadas mediante
datos de BLAST precalculados, repartidos dependiendo

del mayor parecido a una u otra especie en aciertos
iguales o hacia una de éstas.

El analisis del TaxPlot sirvi6 ademas para la construc-
ci6én de un cladograma con base en los datos de aciertos
totales obtenidos en el mismo, de todas las combinaciones
entre las 8 especies patogénicas con las que se crearon
matrices de porcentajes y similitud (cuadro IV) y a partir
de las cuales se cre6 un cladograma mediante el método
UPCMA (figura 5). Este cladograma, cuyo fundamento
es la similitud del proteoma de las bacterias estudiadas,
presenta gran similitud con las relaciones que existen
para estos organismos basados en secuencias conserva-
das (figura 5),'>21 ademads, nos muestra la relacién que
existe entre nuestras especies respecto a sus proteomas,
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Escherichia coli
0157:H7 str. Sakai

Figura 2. Lista de las categorias de la base de datos de COGs.
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descubriendo como especies mas cercanas a aquéllas que
poseen un mayor nimero de proteinas similares.

Adicionalmente se realiz6 un cladograma basado en
la secuencia de RNAr 16S de las especies analizadas,
utilizando el programa Phylip version 3.696 (University
of Washington, http://evolution.genetics.washington.
edu /phylip.html) y TreeView versién 1.6.6 (University
of Clasgow, taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.
html) para poder comparar los métodos de alineamiento
de secuencias con el que aqui se presenta basado en
TaxPlot (figura 5).

Las asociaciones entre COG no arrojaron resultados
considerables. Se encontré una relacién estadisticamente
significativa entre la cantidad de proteinas de COG data
base y TaxPlot (rho = 0.490; p < 0.005).

DISCUSION

La coordinacién interesante de los datos que se obtienen
en estos andlisis, en virtud de los cuales se logra apreciar
las variables funcionales para cada microorganismo, que
en un momento dado constituye un extraordinario interés
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--------- Enterobacteriaceae —— Firmicutes
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Figura 3. Comparaciones porcentual y de cantidades entre los grupos funcionales de COGs de bacterias patogénicas causantes de EDAs y sapro-
fitas. Ay B. Muestran proporciones considerando todas las bacterias; C y D. Muestran cantidades totales de COGs.
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para el entendimiento de los mecanismos de patogenici-

dad, proporcionan resultados aproximados.

COCG data base. En el cuadro 1l se represento la distri-
bucién similar de COGs para cada especie en las categorfas
funcionales. Habiendo un mayor nimero de COGs en las
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Cuadro IV. Porcentajes de las proteinas de las especies query que se obtuvieron como aciertos totales

al compararlos con cada dos especies.

Especie query
Sen Vch Eco Pmi Efa Kpn
Campylobacter jejuni (Cje) Sdy 63.89% 59.46% 64.94% 61.61% 46.64% 61.37%
(Query proteins: 1623) Sen 60.57% 65.87% 61.86% 47.26% 61.31%
Vch 61.68% 59.21% 46.09% 57.42%
Eco 63.40% 47.69% 62.35%
Pmi 46.70% 59.58%
Efa 46.52%
Sen Vch Eco Pmi Efa Kpn
Shigella dysenteriae (Sdy) Cje 33.06% 31.17% 33.30% 32.02% 24.59% 32.28%
(Query proteins: 4501) Sen 56.34% 81.09% 57.94% 37.55% 65.92%
Vch 58.72% 51.74% 35.01% 55.05%
Eco 60.32% 38.12% 68.25%
Pmi 35.26% 55.77%
Efa 35.73%
Sdy Vch Eco Pmi Efa Kpn
Salmonella enterica (Sen) Cje 38.74% 37.08% 39.31% 38.17% 29.24% 37.72%
(Query proteins: 4525) Sdy 62.52% 78.90% 68.20% 45.50% 73.68%
Vch 64.80% 59.91% 43.43% 62.83%
Eco 71.38% 47.47% 78.54%
Pmi 43.91% 68.07%
Efa 46.36%
Sdy Sen Eco Pmi Efa Kpn
Vibrio cholerae (Vch) Cje 39.18% 40.17% 40.30% 39.33% 30.91% 38.73%
(Query proteins: 3834) Sdy 63.38% 04.71% 59.39% 41.55% 61.71%
Sen 66.38% 61.42% 43.04% 63.67%
Eco 61.74% 42.91% 64.03%
Pmi 41.55% 59.68%
Efa 41.97%
Sdy Sen Vch Pmi Efa Kpn
Escherichia coli (Eco) Cje 34.12% 34.42% 32.66% 33.56% 26.00% 33.43%
(Query proteins: 5316) Sdy 69.86% 55.94% 61.49% 40.29% 66.42%
Sen 56.64% 63.43% 41.22% 69.49%
Vch 52.84% 37.62% 54.95%
Pmi 38.58% 61.27%
Efa 40.18%
Sdy Sen Vch Eco Efa Kpn
Proteus mirabilis (Pmi) Cje 39.79% 40.44% 38.45% 40.66% 30.99% 39.10%
(Query proteins: 3662) Sdy 69.47% 59.39% 70.62% 42.85% 66.11%
Sen 61.58% 73.68% 44.40% 69.58%
Vch 61.80% 41.81% 59.80%
Eco 44.57% 70.32%
Efa 43.39%
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Continda Cuadro IV. Porcentajes de las proteinas de las especies query que se obtuvieron como aciertos totales

al compararlos con cada dos especies.

Sdy Sen Vch Eco Pmi Kpn
Enterococcus faecalis (Efa) Cje 32.11% 32.51% 31.86% 33.21% 32.08% 32.35%
(Query proteins: 3264) Sdy 49.23% 43.60% 50.86% 45.37% 47.92%
Sen 45.31% 52.02% 47.33% 49.94%
Vch 45.37% 43.20% 44.61%
Eco 47.89% 50.37%
Pmi 46.54%
Sdy Sen Vch Eco Pmi Efa
Klebsiella pneumoniae (Kpn) Cje 35.30% 35.49% 34.28% 35.73% 35.00% 28.26%
(Query proteins: 5768) Sdy 69.30% 58.88% 71.12% 61.91% 44.16%
Sen 61.08% 73.79% 64.32% 45.89%
Vch 61.13% 57.07% 42.63%
Eco 64.96% 46.05%
Pmi 43.24%
. FungiFirmicutes |— Bacilli. Enterococcus faecalis (Efa) C
Escherichia coli Mofio mucilagl?\nnérsngles Chlamydiae ‘ Campylobacter
Salmonella enterica Plantas Chl 05‘01;(/ B:[a)ctetr oidetes Enterococcus
Shigella dysenteriae Alga. foja CPIZ; C?gn?;?etes Vibrio
Klebsiella pneumoniae ~ Protozoarios Spirochaetes Proteus
irahil Fusobacteria i
P(otfeus mirabils Crenarchaeota Aquifex/Thermotoga Klebsiella
Vibrio cholerae Nanoarchaeota Cyanobacteria Salmonella
Enterococcus faecalis  Euryarchaeota Ch?gf;}f;;‘;erde Escherichia
Campylobacter jejuni _Hadobacteria Shigella
p Proteoct(Zri :mdobaetena Epsilonproteobacteria: Campylobacter jejuni (Cje)

Gammaproteobacteria: Escherichia coli (Eco)

(Enterobacteriaceae)  Salmonella enterica (Sen)
Shigella dysenteriae (Sdy)
Klebsiella pneumoniae (Kpn)
Proteus mirabilis (Pmi)
Vibrio cholerae (Vch)

Figura 5. Cladogramas de comparativos. A. Arbol consenso obtenido con el método UPGMA sobre los valores de aciertos totales obtenidos con
la herramienta bioinformética TaxPlot. B. Arbol filogenético donde se han sefialado en verde los grupos estudiados pertenecientes a Proteobacte-
riae y Firmicutes mostrando divergencia evolutiva en torno a su ancestro en comin (modificado de Ciccarelli FD, et al. [2006]*"), C. Cladograma
basado en la secuencia de rRNA 16S de las especies analizadas utilizando el programa Phylip y TreeView.

tan elevaciones de la categoria E sobre la categoria J, las causantes de EDAs presentan un mayor niimero de COGs,

variaciones son minimas sin poner de manifiesto alguna
variable evolutiva que favorezca el desarrollo infectivo de
alguna de ellas. Contrariamente, se observan diferencias en
la categoria ) para las bacterias utilizadas como control, en
la que éstas presentan un mayor porcentaje para esta cate-
gorfa, pero una menor cantidad de COGs que las bacterias
causantes de EDAs. Para la categoria E observamos que las
proporciones se mantienen similares aunque las bacterias

esto nos muestra la menor distribucion de funciones hacia
tareas generales en bacterias especializadas como las que se
estudiaron, en las cuales se habria desarrollado un mayor
nGmero de genes dedicados a tareas relacionadas con su
forma de vida (cuadros Il'y Ill).

Las categorias Sy R (8.14 y 7.66% respectivamente)
corresponden a categorias poco caracterizadas, lo que
indicarfa que algunas de las categorias que presentan
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pocos representantes podrian tener una mayor cantidad
en otras categorias, principalmente en las relacionadas
con los mecanismos de patogenicidad bacteriano cau-
santes de EDAs, como T (transduccion de senal, 4.15%)
y V (mecanismos de defensa, 2.05%).

Al observar la categoria V en el cuadro Ill advertimos
que la diferencia porcentual intergrupos bacterianos es
leve, pero, en cuanto a las cantidades totales las bacterias
causantes de EDAs tienen sélo unas pocas proteinas mas
que las demds bacterias. Algo similar puede advertirse
en las categorias T y M (cuadro 1), aunque con notoria
diferencia entre las bacterias patégenas que tienen casi
el doble de protefnas. Para estas tres categorias observa-
mos que las tres especies causantes de EDAs, que no son
enterobacterias, poseen valores intermedios o cercanos
a las bacterias control; tal variacion seria légica conside-
rando que hemos utilizado como control bacterias que
no son patdgenas pero que siguen interaccionando con
un hospedero (unidad holobionte) y aun cuando habran
aumentado en menor medida algunas defensas contra las
del hospedero, aunque no en la cantidad que poseen las
bacterias patégenas que han debido desarrollar estrategias
como la resistencia multiple a una gran cantidad de dro-
gas, entre otras.?324 Estas diferencias pueden apreciarse
de manera general en la figura 3, en la que se ha incluido
también una comparacion por grupos taxonémicos para
poder diferenciar entre caracteristicas que han aparecido
en un grupo a través de la evolucién, como se observa en
la familia Enterobacteriaceae y otras que han surgido en
varios grupos con similar estilo de vida, como las bacterias
causantes de EDAs. En tales circunstancias, podrfamos
sefalar que han desarrollado mecanismos semejantes
relacionados con la patogenicidad, pudiendo haberse ori-
ginado por convergencia evolutiva o por el fenémeno de
transferencia genética horizontal de especies patégenas a
especies no patégenas distantes que adquirieron patoge-
nicidad al vivir en contacto con las que ya la poseian.?>-28

Asimismo, las proteinas de metabolismo de estas
bacterias fueron equivalentes. Los resultados demuestran
que Shigella dysenteriae, Escherichia coli O157:H7 y Sal-
monella enterica subsp. enterica (bacterias heterétrofas y
prototréficas) comparten entornos metabdlicos similares
para los COGs, coincidentes con los descritos por diver-
sos autores.??30 Ademads, en este grupo bacteriano el
catabolismo de carbono es crucial para su crecimiento y
proliferacion dentro de células huéspedes de mamiferos,
relacionado con mas de un COGs (figura 3).3" Excep-
tuando la categoria E, distinguimos que las categorias C,
G, H y P responsables del metabolismo energético, de
carbohidratos, de iones y de coenzimas respectivamente,
presentan las mayores proporciones de COGs en todos

los organismos y en mayores cantidades, aunque en pro-
porciones similares, para los casos de bacterias causantes
de EDAs, con diferencias muy marcadas para las bacterias
pertenecientes a Enterobacteriaceae (figura 3 y cuadro Ill).
Las dos primeras categorias nos indican el rol e impor-
tancia de obtener energia y las otras dos, de la necesidad
de regular la captacion y uso de iones y coenzimas en el
entorno en que se desarrollan estas bacterias, exigencias
requeridas para su bienestar y que estan en constante pro-
ceso, aunque de ritmo distinto entre microorganismos.3?

La categoria F (transporte y metabolismo de nucle6ti-
dos) que se mantiene casi constante en todos los grupos
(figura 3), representa el metabolismo bésico de las bacterias.
Podria esperarse un aumento similar al observado en las
categorfas anteriores, ya que son bacterias que se reprodu-
cen rapidamente respecto al grupo de bacterias saprdfitas
utilizadas como control. Una explicacién légica podria ser
la adaptacion que tienen las bacterias causantes de EDAs
a diferentes microambientes, lo que supondria un mayor
ndmero de genes orientados a diferentes tareas metabdlicas
dependientes del microambiente en que se encuentran, 334
lo cual explicaria también el porqué estas bacterias tienen
una cantidad de genes tan grande respecto a otros grupos.

En contraposicion, al realizar la comparacién con la
cantidad total de COGs, se observan diferencias muy
marcadas principalmente porque las bacterias causantes
de EDAs poseen de 1.5 hasta casi dos veces mds COGs
que las bacterias saprofitas (figura 3, cuadros Il y Ill). Las
bacterias control en las que no se encuentran diferencias
(5.60% = 0.09 de proteinas), en tales casos aunque nimios
en apariencia, la cantidad de COGs manifiesta probable-
mente la misma cantidad de proteinas funcionales para
el metabolismo. La diferencia radicaria en coémo influyen
estas protefnas en el fitness, la infectividad, virulencia, etc.;
podemos ejemplificar este fenémeno como una caja COGs
de herramientas para cada bacteria, de las que tendra que
hacer uso dependiendo del hospedero, las condiciones, el
rendimiento, etc., en ese sentido cuando se evalué el proteo-
ma divergente entre Escherichia coli O157:H7 'y Escherichia
coli (cepa K-12), se encontraron rasgos distintivos minimos
(103 y 17 proteinas diferenciales por COG, respectivamen-
te; la mayor proporcion elevada fue la categoria X (2.98 y
0.74%, respectivamente), relacionados con el mobiloma con
extraordinario interés cientifico que apoyados en el mismo
principio pueden resaltar datos sobre virulencia, propaga-
cioén, transmisién genética horizontal o rango de hospedero
restringido a humanos),>>3¢ resultado que diverge de los
analisis realizados en otras enterobacterias.>”8

Es de notarse que una gama extensa de pesquisas pue-
den llevarse a cabo en todos los COGs para cada bacteria, no
es objetivo del estudio ni es esta la ocasién para enumerar ni

Rev Latinoam Patol Clin Med Lab 2015; 62 (4): 206-219

www.medigraphic.com/patologiaclinica



21 8 Moya-Salazar J et al. Analisis genémico de las funciones proteicas y relaciones taxondmicas de bacterias causantes de enfermedad diarreica aguda

describir cada una de ellas, sin embargo, una consideracién
no puede pasar inadvertida: 2 de las 9 bacterias patogénicas
(Klebsiella pneumoniae 'y Vibrio cholerae) y 2 de las 6 bacte-
rias control (Fusobacterium nucleatum y Veillonella parvula)
presentaron COGs para la categoria B (estructura y dindmica
de cromatina), lo cual es extrafno de observar en bacterias y
requiere atencion especial. Este COG, presente en ambas
bacterias patégenas corresponde a una desacetilasa de his-
tona, la cual consideramos puede estar relacionada con la
regulacion en la expresion de la virulencia de estas bacterias
en presencia de condiciones desfavorables que se da a nivel
del nucleoide de estas bacterias, el cual cumple una funcién
similar al de las histonas en Eukarya.

TaxPlot: con ayuda de la herramienta bioinformatica
TaxPlot del NCBI se logré acceder a datos de similitud
entre todo el proteoma de las bacterias analizadas en
grupos de a tres, en la figura 4 se aprecian a manera de
ejemplo, algunos plots obtenidos con esta herramienta
de un total de 168, en los que puede observarse la
similitud entre cada especie seleccionada como query
con otras dos especies de todo el grupo de bacterias. A
partir de estos datos porcentualizados obtenidos de los
aciertos totales, se cre6 un cladograma (figura 5) cuya
metodologia de elaboracion se describié en el flujogra-
ma de la figura 1. Este cladograma basado en similitud
del proteoma bacteriano presenta gran similitud con las
relaciones que existen para estos organismos basados en
secuencias conservadas (figura 5).1>192140 En |a com-
paracion entre cladogramas (TaxPlot, alineamiento de
familias universales de proteinas y RNAr 165) las bacterias
analizadas se agrupan en general de manera muy similar.
Campylobacter jejuni mostré un caracter plesiomorfico.
Nétese la separacion entre Enterobacteriaceae (Salmonella
enterica, Escherichia coli O157:H7, Shigella dysenteriae,
Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae) y Vibrionaceae
(Vibrio cholerae); ademds, entre éstos (gammaproteobac-
teria) con epsilonproteobacteria (Campylobacter jejuni) y
Firmicutes (Enterococcus faecalis), en los que la similitud
entre enterobacterias oscila entre 63.45 y 68.81% con
el método basado en TaxPlot, sin embargo, al ir incor-
porando bacterias de otros clados esta similitud decrece
drasticamente, a 56.06 para Vibrio cholerae, 41.08 para
Enterococcus faecalis y 32.14 para Campylobacter jejuni.

La Gnica excepcién a la similitud de resultados entre el
método basado en TaxPlot y el basado en secuencias rRNA
16S es la relacion entre Shigella dysenteriae, Salmonella
enterica y Escherichia coli O157:H7, en la que obtenemos
a Escherichia coli y Salmonella enterica mas relacionadas
entre ellas que con Shigella dysenteriae, cuando lo usual
es observar a Escherichia coli mas relacionada con Shigella
dysenteriae que con Salmonella enterica (figura 5).

Este método parece tener como limitantes la dife-
rencia en el nimero de proteinas de la especie query,
ya que Campylobacter jejuni presenta el menor nimero
(1,623), en comparacién con ndmeros mayores a 3,000
en las otras bacterias, de tal suerte que el bajo nimero de
coincidencias la «muestra» como la mas alejada, mientras
que por métodos basados en familias de proteinas conser-
vadas*® se ha demostrado que esta bacteria deberia estar
unida a las demds proteobacterias y Enterococcus faecalis
tendria que aparecer mas alejada, ya que pertenece al
filo Firmicutes.?? Curiosamente, al alinear y obtener un
cladograma a partir del ARN ribosomal 16S, conservamos
el mismo orden entre estas dos bacterias respecto al con-
seguido comparando el proteoma (figura 5).

El método que presentamos en este estudio representa
una aproximacién holistica al estudio de las relaciones
filogenéticas entre especies cercanas que podria contras-
tarse con otras aproximaciones mas especificas para poder
observar el comportamiento evolutivo de organismos que
comparten un mismo ambiente o nicho. En el caso de
bacterias, se sabe que han pasado por varios eventos de
transferencia genética horizontal haciendo mas compleja
la identificacion de la historia evolutiva en estos grupos,
ya que un gen ort6logo puede ser mas similar en un
organismo que no necesariamente sea el mas cercano
evolutivamente,*'#2 al realizar una comparacioén entre
todo el proteoma puede disminuirse un poco este efecto.
El presente método reduce el tiempo de andlisis filoge-
nético y establece una reconstruccion filogenética a nivel
proteico; tales caracteristicas funcionan siempre y cuando
Nno se escojan microorganismos muy distantes que actden
como outliers y disminuyan la aplicacion del método.

Estos elementos de juicio pueden transportarse en
datos exactos empleando procedimientos bioinformaticos
que puedan como en este caso, describir las caracteristicas
de los agentes patégenos productores de la enfermedad.
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