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RESUMEN

Avibacterium paragallinarum es el agente causal de la coriza infecciosa, la cual
provoca pérdidas econdmicas significativas en la industria avicola en todo el mundo.
Para reducir los dafios asociados con esta enfermedad es esencial el diagndstico
rapido y preciso, lo mismo que el desarrollo de vacunas y métodos mas precisos de
genotipificacion. En A. paragallinarum, se han identificado varios factores de
virulencia importantes tales como el antigeno de hemaglutinina, la capsula, el
lipopolisacéarido, la toxina RTX, la toxina de distension citoletal y las proteinas
fimbriales. La investigacion de estos factores de virulencia es importante para
aumentar la comprension de los mecanismos subyacentes en la patogenicidad
producida por A. paragallinarum, es por ello que este trabajo se centrd en validar la
existencia de genes que codifican fimbrias tipo F17 en el genoma de cepas de A.
paragallinarum. La parte inicial correspondié a la identificacion por PCR de tres
genes que codifican para proteinas fimbriales tipo F17. Los fragmentos de DNA
amplificados se clonaron en el plasmido vector pBluescriptll KS (-), utilizando como
cepa hospedera a E. coli DH5a. Los fragmentos se subclonaron posteriormente en
el vector de expresion pQE-30 para el gen de la adhesina 'y pQE-32 para el gen de
la proteina estructural, utilizando como cepa hospedera a E. coli M15. Se obtuvieron
tres construcciones que corresponden a las secuencias de A. paragallinarum del
operon flf: 1) pQT-1 con un inserto de 1137 pb del gen que codifica para la proteina
adhesina de 379 a.a. de la cepa 2015; 2) pQT-2 con un inserto de 1080 pb del gen
gue codifica para la proteina estructural de 360 a.a. de la cepa 2015; 3) pQT-3 con
un inserto de 1086 pb del gen que codifica para la proteina estructural de 362 a.a.
de la cepa 6. Se realiz6 el proceso de induccién de proteinas modificando algunas
variables como: concentracion del inductor (0.25Mm, 0.5mM, 1mM, 1.5mM, 2mM y
3mM), cepa de expresion (M15 o SG13009), fuente de carbono y nitrégeno (Terrific
Broth, LB, tripticaseina, infusion cerebro corazon y caldo nutritivo) y el inductor
(IPTG o lactosa 2%). Los mejores resultados se obtuvieron con el inductor lactosa
al 2% y como fuente medio de cultivo caldo soya tripticaseina. Las proteinas

inducidas y esperadas se purificaron por cromatografia de afinidad en columnas de

X1V



niquel y elucion por gradiente de imidazol obteniéndose muy poca proteina

posiblemente por toxicidad para la célula hospedera.

XV



INTRODUCCION

¢, Qué es Avibacterium paragallinarum?

Esta bacteria es el agente causal de la coriza infecciosa (Cl), un germen Gram
negativo, anteriormente nombrado Haemophilus paragallinarum (Blackall,
Christensen, Beckenham, Blackall, & Bisgaard, 2005). La mayoria de los
aislamientos de A. paragallinarum aglutinan eritrocitos de pollo y los antigenos son
conocidos como hemoaglutininas, con gran valor para predecir su virulencia

(Soriano-Vargas, Sanchez-Morales, Morales-Erasto, & Garcia-Sanchez, 2013).

Los aislamientos de A. paragallinarum muestran crecimiento simbiotico con una
cepa nodriza y un requisito para su crecimiento in vitro es tener condiciones de 5-
10% de COa2. La reaccion de catalasa es negativa. La reaccion de fosfatasa es
variable mientras la prueba ONPG es negativa. Estas bacterias producen &cido a
partir de D-mannitol y D-sorbitol, pero no a partir de glicerol, D-arabitol, L-arabinosa,
D-arabinosa, meso-inositol, D-galactosa, lactosa, trehalosa o rafinosa. La
produccion de acido de D-ribosa, D-xilosa, L-fucosa, maltosa y dextrina es variable.
La cepa CL de A. paragallinarum tiene un estimado de 2,410,835 pb y contenido de
G+C de 41.3 % (Horta-Valerdi et al., 2017). Empleando la prueba de inhibicion de
la hemoaglutinacién, actualmente se reconocen tres serogrupos: A, B y C, con
nueve serovariedades distribuidas de la siguiente manera: A-1, A-2, A-3, A-4; B-1;
C-1, C-2, C-3y C-4 (Soriano-Vargas & Terzolo, 2004).

En muchas especies bacterianas la sintesis de dinucleétido de adenina
nicotinamida (NAD, por sus siglas en inglés, nicotinamide adenine dinucleotide; o
factor V) ocurre inicialmente a partir del acido quinolinico o por la via del acido
nicotinico (Foster & Moat, 1980). Algunos miembros de la familia Pasteurellaceae,
a la cual pertenece A. paragallinarum, no tienen estas vias de biosintesis de NAD y
deben obtenerlo directamente del medio o a partir de precursores. Para el cultivo de
A. paragallinarum, los medios son complementados con NAD o se incorpora una
estria nodriza de Staphylococcus epidermidis para liberar algunos de sus
precursores (Soriano-Vargas et al., 2013).



Organismo fastidioso

A. paragallinarum es una bacteria de crecimiento lento, la mayoria de las cepas
requieren factor V para su crecimiento (Christensen, Blackall, & Bisgaard, 2016). Es
una bacteria delicada, que muere rapidamente fuera de los tejidos del huésped. La
supervivencia fuera del cuerpo del ave de granja no es mas de 48 horas a 18-24°C
(Blackall & Hinz, 2008).

Caracteristicas del cultivo

A. paragallinarum es una bacteria no movil por flagelo, presenta morfologia
cocobacilar con tendencia a la formacién de cadenas cortas y algunos filamentos
(Terzolo, 2000). Las colonias tienen forma de gotas de rocio de 0.3 mm a 1 mm de
diametro (Kume et al., 1983) con tendencia a degeneracion morfologica después de
un periodo de incubacién de mas de 24 horas (Blackall & Hinz, 2008). En cultivos
en caldo, es frecuente observar formas pleomorficas e inclusive bacterias
degradadas que aparecen como como si fueran manchas de colorantes (Terzolo,
2000).

Figura 1. Cultivos de A paragallinarum en base de agar con 10% de sangre de
ovino con colonia nodriza de Staphylococcus epidermidis. Colonias
dependientes de NAD.

Imagen tomada de: Soriano-Vargas, E., Sdnchez-Morales, J., Morales-Erasto,
V., & Garcia-Sanchez, A. (2013).



Coriza infecciosa.

La coriza infecciosa (Cl) es una enfermedad contagiosa y aguda del tracto
respiratorio superior, de pollos y gallinas (Gallus gallus), también se ha reportado
Su presencia en 6rganos no respiratorios, como el higado, bazo y rifidn (Droual et
al., 1990). Una enfermedad respiratoria complicada puede desarrollarse cuando se
asocia con otros patdgenos. La enfermedad esta limitada a pollos y no es relevante
para la salud publica (Blackall & Hinz, 2008). La principal fuente de infeccidn es por
aves portadoras. Al requerir de pocos organismos para la infeccién, se puede
transmitir al beber agua contaminada por secreciones nasales y por medios aéreos

en distancias cortas (Blackall & Hinz, 2008).

Signos clinicos

La enfermedad se caracteriza por una rapida diseminacion, alta morbilidad y baja
mortalidad. El periodo de incubacion es 1-3 dias después de la infeccion por
contacto y todas las aves susceptibles de la parvada mostraran signos dentro de 7-
10 dias. Si no se complica con otras infecciones, el curso de la enfermedad no es
mas de aproximadamente 10 dias en la forma leve y aproximadamente 3 semanas
en la forma més grave. Los primeros signos tipicos incluyen secrecién nasal y ocular
seromucosa y edema facial. En casos severos, se puede observar conjuntivitis con
ojos cerrados, barbillas hinchadas (enfermedad de la zarza) y dificultad para respirar
(Blackall & Hinz, 2008).



Figura 2. Grados de severidad de la Cl en aves inoculadas experimentalmente
y observadas al segundo dia post-infeccion.

A. Grado 0. (ave inferior) sin lesiones y Grado 1 (ave superior) con leve
conjuntivitis.

B. Grado 2. Conjuntivitis con el ojo parcialmente cerrado e hinchazén de zona
periorbital y senos paranasales.

C. Grado 3. Conjuntivitis con el ojo parcialmente cerrado, parpados no adheridos
e hinchazén notable de la zona periorbital y senos paranasales.

D. Grado 4. Conjuntivitis con el ojo totalmente cerrado, parpados adheridos e
hinchazdn muy severa de la zona periorbital y senos paranasales.

Imagen obtenida de: Soriano-Vargas, E., & Terzolo, H.-R. (2004).

Control de la coriza infecciosa

Mejoras en el manejo de las aves como, reduccion de la poblacién de aves, buena
higiene, adecuada bioseguridad y el evitar que las granjas tengan poblaciones de
diferentes edades, pueden reducir el ciclo de la enfermedad. Para eliminar al agente
de una granja, es necesario despoblar la pollada infectada, ya que estas aves
siguen siendo un reservorio del agente bacteriano. Después de limpiar, desinfectar
y descansar el edificio durante al menos 1 semana, pueden introducirse nuevas
aves. Solo los pollos que se sabe que estan libres de A. paragallinarum se deben
utilizar para la repoblacién. Esto puede ser inviable en las granjas con poblacién de
diferentes edades (Blackall & Hinz, 2008).



Dafio econdmico en la industria avicola

A nivel mundial, A. paragallinarum se encuentra distribuida en varios paises como:
Australia, Bulgaria, Canada, Egipto, Gran Bretafia, Holanda, India, Indonesia, Iraq,
Suiza, China, Japén, Alemania, debido a que es mas comdn en paises con una
industria avicola desarrollada. En Estados Unidos se ha informado la presencia de
esta bacteria en California, Alabama y Oregdn. Se considera exotica en Nueva

Zelanda, Unico pais que parece estar libre de A. paragallinarum (Luna, 2010).

En Meéxico, Argentina, Guatemala, Brasil se han encontrado cepas de A.
paragallinarum A, By C. En Argentina y Brasil se han distinguido cepas A variantes.
Las cepas B de Argentina son genéticamente distintas a otras cepas del mundo de
cualquier serovariedad, mientras que las cepas C de éste mismo pais segun
investigaciones que se han realizado, no tienen proteccién cruzada (Luna, 2010).
En México se han registrado brotes en Sonora, Jalisco, México, Michoacéan,

Morelos, Puebla, Yucatan (Soriano-Vargas & Terzolo, 2004).

Se puede ver que esta enfermedad es de importancia econémica en todo el mundo,
afecta tanto a pollos de engorda como a gallinas ponedoras, la enfermedad se
manifiesta principalmente con una caida en la produccién de huevos (10 + 40%) en
lotes de ponedoras y retraso del crecimiento, debido a la disminucion de consumo
de alimento y agua (Blackall, 1995). La Cl provoca importantes pérdidas
econOmicas asociadas a la baja productividad, el aumento de la mortalidad hasta
un 48% y una reduccion de hasta el 75% de la produccion de huevos (Calderén,

Thomas, Morales-Erasto, Salgado-Miranda, & Soriano-Vargas, 2010).

La Cl puede tener un impacto significativo en los pollos de engorda (Blackall &
Soriano-Vargas, 2013). En California, 2 casos de CI, una complicada por la
presencia de Mycoplasma synoviae, causaron mayores sacrificios, principalmente
debido a la aerosaculitis, que variaron entre 8,0% -15% (Droual et al., 1990). En
Alabama, un brote de CI en pollos de engorda que no se complicé con ningan otro
agente infeccioso causo una tasa de morbilidad del 69.8%, virtualmente todo debido
a la aerosaculitis. (Hoerr, Putnam, Rowe-Rossmanith, Cowart, & Martin., 1994)



Vacunacién contra Cl

¢ Porgue es mejor vacunar?

Para controlar la enfermedad de Cl se prefiere utilizar la vacunacion, esto es debido
a que representa un menor costo y no deja rastros quimicos, en la produccion de

huevo y carne.

Diversas sulfonamidas y antibidticos son utiles para aliviar los peores efectos de la
enfermedad. Después de 5-7 dias de tratamiento, los signos clinicos a menudo
desaparecen por completo, pero pueden producirse recaidas después de
suspender el tratamiento. Esto se debe a que el medicamento es incapaz de
eliminar a A. paragallinarum de todas las aves en una gran poblacion. Los signos
clinicos no desaparecen por completo hasta que se ha desarrollado una inmunidad
especifica en la mayoria de las aves afectadas del lote. La recuperacién de la
produccion de huevos se ve semanas después de la desaparicién de los signos
clinicos de CI. (Blackall & Hinz, 2008).

La vacunacion utilizando células completas inactivadas (bacterinas) que contienen
un adyuvante puede proteger a los pollos contra la enfermedad. Dicha vacuna
proporciona inmunidad especifica de serogrupo pero no protegera hacia otros
serogrupos; es decir, una vacuna que contiene el serovar A (serogrupo A de Kume)
no protegera contra el serovar C (serogrupo C de Kume). Existe evidencia de que
la proteccién cruzada dentro de las serovariedades B y C (equivalente a los
serogrupos B y C de Kume) puede ser limitada, posiblemente requiriendo el uso de
mas de una cepa en la vacuna para estos serogrupos. Si una bacterina comercial
no puede inducir una inmunidad protectora, se debe usar una bacterina autdgena.
La vacunacion apropiada es econdmicamente rentable, ya que generalmente
protege contra las caidas mas severas en la produccion de huevos. Se recomiendan
dos dosis de vacuna, cada una de las cuales debe consistir en al menos 108
unidades formadoras de colonias, administradas por via subcutdnea con una
separacion de 3 a 6 semanas. El momento de administracion de las dosis de vacuna

esta entre las 12 y 16 semanas de edad (Blackall & Hinz, 2008).



Factores de virulencia

La patogenicidad es la capacidad de un agente infeccioso de producir enfermedad
en un huésped susceptible. La virulencia es un término cuantitativo que define el
grado en que un patégeno puede causar enfermedad; esto a menudo esta
relacionado con el nimero de microorganismos que se requieren para causar la
infeccion o la frecuencia de infeccion en una poblacion dada y los determinantes de
virulencia de la cepa. Los mecanismos de patogenicidad estan mediados por
factores de virulencia, estos son mecanismos con los que cuenta un
microorganismo que le permiten entrar al hospedero, invadir los tejidos y provocar
enfermedad. La ausencia de estos atenla la virulencia del microorganismo
(Forrellad et al., 2013).

Se han identificado varios factores de virulencia en A. paragallinarum, incluyendo el
antigeno de hemaglutinina (Wang et al., 2014), la cédpsula (Tu et al., 2014), el
lipopolisacéarido (Chiang et al., 2013), la toxina RTX (repeat in toxin) (Pan et al.,
2012), y la toxina de distencién citoletal (Chen et al., 2013). La investigacion de
estos factores de virulencia es importante para aumentar la comprension de los

mecanismos subyacentes a la patogenicidad de A. paragallinarum (Liu et al., 2016).

La adherencia a la mucosa ciliada del tracto respiratorio superior es el primer paso
de la infeccion de CI. La cdpsula y el antigeno de hemaglutinacién juegan un papel
importante en la colonizacién. Las sustancias toxicas liberadas del organismo
durante la proliferacion se asocian con la produccién de lesiones en la mucosay la
aparicion de los signos clinicos. La capsula puede actuar como defensa natural ante
bactericidas. A. paragallinarum es un agente bacteriano no invasivo con un fuerte
tropismo para las células ciliadas y migra hacia el tracto respiratorio inferior
(pulmones, saco aéreo) solo después de la interaccidon sinérgica con otros agentes

infecciosos y/o si es alentado por la inmunosupresion (Blackall & Hinz, 2008).



Fimbrias tipo F17

Las fimbrias son filamentos proteicos expresados en la superficie de muchas
bacterias patdgenas. Estos filamentos estan involucrados en la adhesion bacteriana
a las células del huésped y se consideran importantes para la virulencia (Connell et
al., 1996). La ruta de chaperén-usher (CU) es comun en el ensamblaje de fimbrias
bacterianas (figura 4), Este ensamblaje requiere cuatro componentes proteicos: la
subunidad fimbrial principal, la chaperona, la proteina usher y una proteina de
adhesién (Wurpel, Beatson, Totsika, Petty, & Schembri, 2013)(Veldzquez, 2017).
Estudios previos mostraron que multiples copias de CU pueden presentarse en un
solo genoma bacteriano (Clegg, Wilson, & Johnson, 2011). La formacién de las
fimbrias F17 requiere de la expresion de un cluster de cuatro genes designados

como flIfD, flfC, fifG y flfA respectivamente (Lintermans et al., 1991).

5kb

f17A f17D f17C f17G

WA WA

F17 gene cluster

Figura 3. Arreglo genético del operdn que codifica para fimbrias F17.
Imagen obtenida de: Bihannic et al. (2014).
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Figura 4. Dibujo esquemético del ensamble de fimbrias F17 por la via de CU.
Imagen obtenida de: Nuccio & Baulmer (2007).

La punta de la adhesina codifica varios receptores que reconocen ligandos
especificos en los tejidos del huésped. En consecuencia, la interaccion de la fimbria
CU con el huésped es altamente especifica, y la expresion de las diferentes fimbrias
puede estar asociada con diferentes etapas y sitios de la infeccion (Kudirkiené,

Bager, Johnson, & Bojesen, 2014).

Estrategias de proteccidén inmunoldgica contra A. paragallinarum.

Se identificé a la proteina de la subunidad fimbrial (FIfA) F17 de Gallibacterium como
un candidato prometedor que puede usarse para vacunar a las gallinas ponedoras
(Bager et al., 2014). Los estudios in vitro utilizando células epiteliales de pollo, asi
como la infeccién animal demostraron que esta fimbria podria estar involucrado en

la colonizacion de G. anatis del tracto respiratorio superior (Lucio et al., 2012) y asi



jugar un papel importante en la patogénesis de los pollos (Bager et al., 2013). Las
proteinas usher y chaperonas de las fimbrias CU, FIf, FIfl, FIf3 y FIf4 fueron
similares a los encontrados en Gallibacterium cepa UMN179 y A. paragallinarum
(Kudirkiené et al.,, 2014). La pérdida de FIfA disminuye la virulencia de A.
paragallinarum y la inmunizacién con la proteina r-FIfA confiere al pollo proteccién
contra A. paragallinarum (Liu et al., 2016). Se ha identificado FIfa como un factor de

virulencia y una potencial vacuna antigena de A. paragallinarum (Liu et al., 2016).
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JUSTIFICACION

La CI produce importantes pérdidas econémicas debido a que ocurre la reduccion
en la produccién de huevo de hasta el 40%, el retraso de crecimiento y la pérdida
de peso en pollos de engorde. Actualmente el uso de vacunas con algunos serotipos
de células de A. paragallinarum inactivadas, son la mejor manera de controlar la
enfermedad (Chukiatsiri K., et al., 2009). Sin embargo, estas vacunas tienen la
desventaja de inducir proteccion limitada a los serotipos incluidos en el biolégico
fabricado. Estudios recientes se han enfocado a obtener la secuencia del genoma
y estudiarla como una importante fuente de informacion para tener una mejor
comprension de la biologia de este patégeno. Con esta informacion se ha propuesto
a las fimbrias como posibles factores de virulencia y posibles antigenos de vacunas
contra las bacterias patégenas. Sin embargo, la funcién especifica de las fimbrias
de A. paragallinarum es conocida parcialmente. Por ello es importante realizar
estudios de A. paragallinarum para conocer el contenido y la variedad de genes
similares al operon flf y asi determinar si las proteinas fimbriales pueden ser

utilizadas como antigenos para mejorar la calidad de las vacunas contra la ClI.
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HIPOTESIS

A. paragallinarum contiene genes que codifican probables proteinas fimbriales,
estas son probables factores de virulencia, y son similares a las de Gallibacterium

anatis, por lo que son potenciales antigenos para la elaboracién de vacunas.
OBJETIVOS

Objetivo general

e Realizar la clonacion de genes que codifican para proteinas fimbriales tipo
F17 en A. paragallinarum, para la generacioén de proteinas recombinantes.

Objetivos especificos

e Obtener amplificados por PCR, de genes que codifican para proteinas
fimbriales tipo F17 en A. paragallinarum, de cepas aisladas de campo.

e Realizar la clonacion de los genes amplificados en E. coli.

e Hacer la expresion de tres proteinas fimbriales tipo F17 de A. paragallinarum
en E. coli.

e Realizar la purificacion de proteinas por medio de cromatografia de afinidad

12
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Figura 5. Esquema de trabajo



MATERIAL Y METODOS

Microorganismos y plasmidos empleados en esta investigacion.

Las cepas de A. paragallinarum utilizadas en este trabajo, su origen y Biovar se
indican en la tabla 1. Las cepas de E. coli utilizadas y sus caracteristicas se
muestran en la tabla 2. En la tabla 3 se muestran los plasmidos utilizados en la

clonacion y los obtenidos en este trabajo.

Tabla 1. Cepas de A. paragallinarum

Cepa Origen Biovar

2015 Aislado de campo NAD dependiente
CL Aislado de campo NAD dependiente
6 Aislado de campo NAD dependiente
7 Aislado de campo NAD dependiente

Tabla 2. Cepas de E. coli

Cepa Caracteristicas relevantes Fuente

DH5a F~980lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl Invitrogen
hsdR17(1~, my ") gal” phoA supE44 W~ thi-1 gyrA96 relAl

M15 F-, ®80AlacM15, rhi, lac™, recA™ , KmR Qiagen

14



Tabla 3. Plasmidos utilizados y obtenidos en este trabajo

Plismidos Caracteristicas Origen
pBluescriptIl KS (-) ColEl, LacZ*, Amp* Stratagene
pQE-30 Etiqueta N-terminal 6xHis, Amp™ Qiagen
pQE-32 Etiqueta N-terminal 6xHis, Amp™ Qiagen
pBT-1 pBluescriptIl KS(-) —proteina adhesinal de Avpg 2015 Este trabajo
pQT-1 PQE-30 — proteina adhesina 1 de Avpg 2015 Este trabajo
pBT-2 pBluescriptll KS(-) — proteina estructural 1 de Avpg 2015 Este trabajo
pQT-2 PQE-32 — proteina estructural 1 de Avpg 2015 Este trabajo
pBT-3 pBluescriptIl KS(-) —proteina estructural 2 de Avpg 6 Este trabajo
pQT-3 PQE-32— proteina estructural 2 de Avpg 6 Este trabajo

Estrategias de amplificacion y clonacion de genes que codifican para

proteinas de fimbrias F17 de A. paragallinarum.

A partir del genoma reportado por Horta, et al., en el 2015 para A. paragallinarum
cepa CL, se elaboré un esquema de los probables operones fimbriales. Para ello se
tomé en consideracion identidad, de la secuencia conservada de la proteina usher,
con lo cual se dedujeron dos probables operones. Las secuencias de los genes del
operdén fimbrial también se alinearon con las secuencias de los genes descritos en
G. anatis UMN179, encontrandose similitud entre ambas secuencias. Con base a

esta informacion se construy6 el esquema de la Figura 6, donde se observa la

organizacion de un operon fimbrial fIf de la cepa CL de A. paragallinarum.
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Figura 6. Esquema que muestra el arreglo de los genes en el operdn fimbrial de
A. paragallinarum.

Cada fragmento especifica el tipo de proteina para el que codifica, asi como el
tamafio de bases del gen. Los recuadros rojos inferiores indican los
oligonucledtidos utilizados para obtener la amplificacion de los genes que
codifican las probables proteinas estructurales y adhesinas.

La estrategia de investigacion de este trabajo consistio en amplificar por PCR las
secuencias de las proteinas estructurales y adhesinas de los operones fimbriales
para su posterior clonacion y secuenciacion para su identificacion. Los
oligonucledtidos utilizados para las amplificaciones por PCR empleando DNA
gendmico total de A. paragallinarum ya se habian disefiado en la investigacion de
Velazquez Valtierra en 2017 y forman parte de la coleccién del laboratorio de
Microbiologia Molecular y Celular CIMC-ICUAP. Las caracteristicas de estas

moléculas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en la amplificacion de genes que codifican para dos proteinas
de la fimbria F17 en A. paragallinarum CL.

Gen Operon fimbrial Tamaiio esperado Tamatio obtenido Oligonucleatidos

FITIVA F: ATG AAA GGGAAAATA ATT CA

Adhesina o 1137 pb 1137 pb
FITIVA R: TCA ATC ATA ATA AAT ATT GT

FITIVPu F: TTG AAATTT TTT TCACCATC
FI7IVPu R: TCA GTT TIT TAAATC TAA CA

Proteina estructural 7if 690pb 1086 pb

Amplificacién por PCR de los genes de interés

La identificacion por amplificacion inicial (PCR) de los genes de la proteina
estructural y de la adhesina se hizo con la enzima Taq DNA polimerasa, utilizando
el DNA genomico de los aislados de campo de A. paragallinarum con los

oligonucledtidos de la tabla 4. Para la clonacién posterior se utilizd la enzima DNA
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polimerasa de alta fidelidad Pfx (Invitrogen ®). Las reacciones de PCR se realizaron
en el termociclador Biorad®, adicionando los componentes que se muestran en la
tabla 5, las condiciones de tiempo y temperatura de reaccion para cada par de
oligonucledtidos se muestran en la tabla 6.

Tabla 5. Componentes para la reaccion de PCR.

Polimerasa Componentes de reaccion

Taq DNA polimerasa Agua piSA® esteril
Buffer 10X para Taq DNA polimerasa
MgCl, (50uM)
Mix de dNTP s(10uM)
Oligonucledtido delantero (10pM)
Oligonucledtido reverso (10uM)
DNA genomico A. paragallinarum(100ug)
Enzima Taq DNA polimerasa.

Pfx DNA polimerasa Agua piSA® esteril
Buffer 10X para Pfx DNA polimerasa
MgSO, (50uM)
Mix de dNTP s(10uM)
Oligonucleotido delantero (10uM)
Oligonucledtido reverso (10uM)
DNA genomico A. paragallinarum(100pg)
Enzima Pfx DNA polimerasa.

Tabla 6. Condiciones de PCR para los oligonucleétidos del gen de la proteina adhesina o estructural.

Gen Condiciones

Adhesina Desnaturalizacion 4 minutos 94°C
Desnaturalizacion 30 segundos  94°C
Alineacion 30 segundos  41.9°C 28 ciclos
Elongacion 2 minutos 72°C
Elongacion final 4 minutos 72°C
Temperatura final o0 15°C

Estructural Desnaturalizacion 4 minutos 94°C
Desnaturalizacion 30 segundos  94°C
Alineacion 30 segundos  43.6°C 78 ciclos
Elongacion 2 minutos 72°C
Elongacion final 4 minutos 72°C
Temperatura final 0 15°C
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Digestion del vector de clonacion pBluescript Il KS (-) y del vector de
expresion pQE-30 o pQE-32.

El DNA del vector de clonacion pBluescript Il KS (-) purificado a partir de cultivos de
E. coli DH5a se us6 para la digestion en la secuencia Unica EcoRV (GATATC) del
vector con la enzima de restriccion especifica (Invitrogen ®), como se muestra en la
figura 7. La digestion se llevo a cabo por medio de 1 pl de enzima EcoRV (10
unidades), 3 ul de buffer D, 1 pl de DNA plasmidico (equivalente a 1 microgramo de
DNA) y agua destilada PISA® en un volumen final de 30 pl. La mezcla se

homogeneizo suavemente y se incub6 durante 3 horas a 37°C.

Para el caso de los plasmidos que contenian los productos de PCR clonados en el
vector pBluescript 1l KS (-), se extrajo el DNA plasmidico de las colonias
transformantes de E. coli DH5a que contenian el producto de interés, y se hicieron
digestiones dobles utilizando las enzimas que se muestran en la figura 8. Para las
reacciones se coloco agua PISA estéril, 3 ug de DNA, para el primer caso de pQE-
30y el inserto que codifica la adhesina se utilizaron 30 unidades de cada una de las
enzimas Pstl y Hindlll (equivalente a 3 pl) con buffer 4 de Invitrogen. Para el caso
de pQE-32 y el inserto que codifica la proteina estructural se utilizaron 30 unidades
de cada una de las enzimas BamHI y Kpnl (equivalente a 3 pul), en presencia del
buffer 2.

18



s «\PR ‘p\;EVJmUtEr o
T

(M13 fwd)
[ Y
| pBluescriptlI KS(-) :* =} . “EcoRY
| E 55
“‘.‘ 2958 pb § ;ﬁg 3 promoter
—(II\P binding site

Figura 7. Mapa del vector de clonacion pBluescript Il KS (-).

Este se utilizé6 para hacer las clonaciones de los genes que codifican las
proteinas adhesina y estructurales de la fimbria F17 de A. paragallinarum. En la
imagen se puede observar el sitio de restriccion EcoRV utilizado para abirir el
plasmido y posteriormente ligar los fragmentos de DNA de interés amplificados
por PCR.
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Figura 8. Mapas de los vectores pQE-30 y pQE-32.

Se indican los sitios de restriccién utilizados para hacer la subclonacién con los
fragmentos de DNA que codifican la proteina adhesina o estructural de la fimbria
F17 de A. paragallinarum.
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Las digestiones totales de DNA y los productos purificados se verificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefiido con Bromuro de etidio y se

visualizaron en el transiluminador de luz UV (UVP®).

Para disminuir el fondo de vector sin inserto y hacer la purificacion de DNA
linearizado de vectores e insertos, se hicieron electroforesis preparativas. El
producto linearizado, localizado con ayuda del marcador de peso molecular, se
retirdé del gel con un escalpelo. EI DNA contenido en el trozo de gel de agarosa se
recuperé6 por el método freeze-squeeze (Tautz and Renz, 1983, Analytical
Biochemistry) y precipitacion con etanol frio y acetato de sodio. El procedimiento se
llevé a cabo sobre cortes de agarosa conteniendo los fragmentos derivados de DNA
sometido a digestiones simples o dobles segun fuera necesario para recuperar

vectores o insertos especificos.
Ligacion y transformacion

Los productos obtenidos de la amplificacion con Pfx (Invitrogen ®) se ligaron al
vector pBluescript Il KS (-), digerido con la enzima de restriccion EcoRV. La reaccion
de ligacion contenia 3 pl de buffer T4 ligasa, 1 ul (10U) de enzima T4-DNA ligasa,
100 ng de vector y 300 ng de inserto, (tomando en cuenta la proporcion vector-
inserto 1:3). La reaccion de ligacion se llevdo a cabo a temperatura ambiente

(aproximadamente 20°C) durante toda la noche.

Posteriormente se llevo a cabo la transformacion de la cepa de E.coli DH5a con el
vector de clonacion pBluescript Il KS (-) y E. coli. M15 para el caso del vector de
expresion pQE-30/pQE-32. Las cepas mencionadas se prepararon como células
competentes con el procedimiento quimico descrito por Hanahan (1983). La
transformacién para ambas se hizo por la adicién del 50% de la reaccion de ligacion
de DNA en un volumen de células de 50 pl equivalente a 1x107 UFC en frio durante
30 minutos y posterior choque térmico a 37°C durante 1 minuto. La mezcla de
transformacion fue agregada a 1 ml de medio LB sin antibiético e incubada durante

1 hora a 37°C para posteriormente sembrarse en condiciones selectivas.
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La seleccion de clonas recombinantes para el caso del DH5a, se hizo por
espatulado en cajas con medio LB gelificado que contenia ampicilina (100 pg/ml),
50 ul de X-Gal (20mg/ml) y 5 ul de IPTG (1mM). Las cajas inoculadas se incubaron
por 24 horas a 37°C y se seleccionaron las colonias que tenian interrumpido el gen
LacZ, por su aspecto de colonias blancas. Se corrobor6 que las clonas mantuvieran
esta caracteristica sembrandolas nuevamente en el mismo medio. Posteriormente
se hizo la extraccion del DNA plasmidico, se verificO la presencia de insertos
especificos mediante PCR, digestion con la enzima EcoRV y secuenciacion del DNA

clonado utilizando primers universales.

Para el caso de las transformaciones con M15, las mezclas se sembraron en medio
LB con ampicilina (100 pg/ml), y kanamicina (50 pg/ml) y se incubaron a 37°C por
24 horas. Las colonias que crecieron que adquirieron el plasmido con la resistencia
a ampicilina, se verificaron mediante PCR y digestion con Pstl y Hindlll para el caso
del gen de la proteina adhesina, o BamHI y Kpnl para el gen de la proteina

estructural
Induccion de proteinas recombinantes

Se determiné una cinética de crecimiento de las clonas candidatas para llevar a
cabo la induccién de proteinas, utilizando medio LB liquido a 37°C en agitacion
constante empleando como inductor IPTG 1mM. El ensayo se hizo con las colonias
gue contenian el gen de la proteina estructural clonado en el vector de expresion
pQE-32, y se corrieron como controles la cepa M15 y M15 (pQE-32 vacio). Se
tomaron muestras previamente a la colocacién del inductor en cultivos con una
DO=0.5 a 600nm y cada hora durante las primeras 6 horas de induccion y una mas

a las 24 horas.

Se hicieron modificaciones por separado de algunas variables para la induccion
como: la concentracion del inductor (0.25mM, 0.5mM, 1.5mM, 2mM y 3mM), la cepa
de expresion (M15 o SG13009). Para el caso de la fuente de carbono y nitrégeno,

se probaron cinco medios: LB, Terrific Broth(TB), soya tripticaseina(TSB), infusion
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cerebro corazén(BHI) y caldo nutritivo. Para el cambio del inductor se opt6 por

Lactosa a una concentracion de 2%.

Las muestras de proteina elegidas inicialmente se trataron con lisozima (1mg/ml)
durante 10 min a 37°C, se colocaron en hielo y se adicion6 buffer 2X de carga con
B- mercaptoetanol (5%). Las muestras tratadas se hirvieron por 10 min y luego se
colocaron en hielo y se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
tipo SDS-PAGE al 10%.

Purificacion de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad en

columnas de sefarosa-niquel

Un volumen 10 ml de cultivo de células inducidas se colecto, se centrifugd a 12 mil
rom y se recuper6 el paquete celular. Las células se resuspendieron en 2 ml de
buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 10 mM
y Tritdbn X 100 al 0.03%. Las muestras se sonicaron a 1000W en hielo durante 3
minutos en intervalo de 5 segundos y 10 segundos de descanso. La muestra
sonicada se centrifugd 10 min. a 4000 rpm., el sobrenadante se separé y se le
adicion6 0.5 ml del gel de afinidad sefarosa-niquel. El gel con sobrenadante se agit
durante tres horas mezclando por inversion cada 30 min, la muestra se centrifugé a
11000 rpm por 1 minuto. Se quit6 el sobrenadante del gel y agreg6 buffer de lavado
(buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 50m
M, Tritén al 0.03%), se agité durante 5 min. por medio de inversiones. Se repitio la
centrifugacion a 11000 rpm. 1 minuto. Se quitd el sobrenadante y el lavado se
repitié. Por ultimo, se agregaron 100 pl de buffer de elucién (buffer de fosfato de
sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 250 mM) y se agité durante
5 minutos. Al sobrenadante que contenia las proteinas purificadas se le agrego 1
volumen de buffer 2X de carga con p-mercaptoetanol (5%). Las muestras
acondicionadas se desnaturalizaron por ebullicion y enfriamiento y posteriormente
se analizaron mediante electroforesis y tincion con azul de Coomassie de geles de
poliacrilamida tipo SDS-PAGE al 10%.
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RESULTADOS

Microorganismos y plasmidos empleados en esta investigacion.

Se utilizaron varias muestras de DNA, que previamente que previamente se habian
obtenido y purificado en el laboratorio, ya que A. paragallinarum es un organismo
fastidioso y se requiere de experiencia en la extraccion de DNA gendmico de
experiencia para la extraccion del DNA gendmico. Las cepas de A. paragallinarum
utilizadas se enlistan en la tabla 1. Se obtuvo el DNA plasmidico del vector de
clonacion pBluescript Il KS (-) de 2958 pb, cuyo mapa se muestra en la figura 7. En
la figura 9 se observa el vector de clonacion pBluescript Il KS (-) sin digerir (carril 3
y 4), tambien se puede observar el pladsmido digerido con la enzima EcoRV (carril
2). El vector abierto linealizado fue ligado con los productos de PCR de los genes

gue codifican para proteinas de la fimbria F17: adhesina y proteina estructural.

Figura 9. DNA plasmidico de pBluescript Il KS (-).
Carril 1;: Marcador de Peso Molecular (M.P.M); carril 2: plasmido pBluescript Il
KS (-) digerido con la enzima EcoRV; carril 3 y 4: pBluescriptll KS (-) sin digerir.
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Amplificacidén y clonacién de genes que codifican para proteinas de fimbrias
F17 en A. paragallinarum.

De acuerdo a las condiciones decritas en materiales y métodos, se obtuvieron los
amplificados de las cepas 2015, CL y 6 como se muestran en la figura 10, para este
experimento se uso la enzima Tag DNA polimerasa y los oligonucleotidos de la tabla
4. En este experimento se obtuvieron amplificados de los genes que codifican para
la proteina estructural y adhesina de las fimbrias F17. En el caso del gen que
codifica a la proteina adhesina se obtiene el tamafio esperado =1137pb, tomando
en cuenta el marcador de peso molecular, para el caso del gen que codifica para la
proteina estructural se obtuvieron amplificados de = 1000 pb, 300 pb mas que el
tamafo esperado (690 pb).
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Figura 10. Productos de la amplificacion de los genes que codifican para
proteinas fimbriales en A. paragallinarum.

Carril 5: marcador de peso molecular; carril 1: gen que codifica para la proteina
adhesina en la cepa 2015; carril 2 y 3: gen que codifican para la proteina
estructural (690pb) de la cepa 2015 y 6 respectivamente; carril 4. gen de la
proteina estructural (615pb) de la cepa CL.
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Los productos de PCR elegidos fueron reamplificados con la enzima DNA
polimerasa Pfx como se muestran en la figura 11, se obtuvieron tres: el gen que
codifica para la proteina adhesina de la cepa 2015, y el gen que codifica para la
proteina estructural de las cepas 2015 y 6, los cuales se utilizaron para hacer las

ligaciones.

123456

Figura 11. Productos de las segundas amplificaciones de los genes que
codifican para proteinas de la fimbria F17 en A. paragallinarum con la enzima
Pfx.

Carril 5: Marcador de peso molecular; carril 1: gen que codifican para la proteina
adhesina de la cepa 2015; carril 2 y 3: resultado negativo para el gen que codifica
para la proteina estructural en la cepa 6 y 7 respectivamente; carril 4: gen que
codifican para la proteina estructural de la cepa 2015; carril 6: gen que codifican
para proteina estructural de la cepa 6.

Ligacién y transformacién en pBluescript Il KS (-).

En el experimento de trasformacion del vector de clonacion, se obtuvieron diferentes
colonias, como se muestra en la figura 12. De estas se obtuvieron tres clonas con
los siguientes nombres: pBT-1, pBT-2 y pBT-3. Estas contienen los genes que
codifican para la proteina adhesina de la cepa 2015, estructural de la cepa 2015 y

estructural de la cepa 6, las construcciones se muestran en la figura 13.
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Figura 12. Transformantes de E. coli con los genes de proteina estructural y
adhesina.

a) y b) Células transformadas con la ligacion de pBluescript Il KS (-) y la proteina
adhesina de la cepa 2015. c¢) y d) Células transformadas con la ligaciéon de
pBluescript Il KS (-) y la proteina estructural de la cepa 2015. e) y f) Células
transformadas con la ligacion de pBluescript Il KS (-) y la proteina estructural de
la cepa 6.

lac operator
[CAP binding site’

(CAP binding site]  (lac operator)

Figura 13. Mapa de las construcciones obtenidas con el plasmido pBluescript Il
KS (-) digerido con EcoRV vy ligado con los fragmentos de DNA obtenidos con
Pfx.

a) Construccién con el gen de la proteina adhesina de la cepa 2015. b)
Construccion con el gen de la proteina estructural de la cepa 2015.

K primer)
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Las clonas obtenidas se verificaron para determinar la presencia del gen de interés,
usando los mapas de la figura 13, mediante restricciones, los productos de las
digestiones se muestran en la figura 14, y posteriormente por medio de

amplificaciones tipo PCR, como se muestra en la figura 15.

Una vez confirmada la presencia de los insertos (figura 14), y correspondiendo la
ubicacion de la banda a los tamafios de los fragmentos: 1137 y 1086, las
construcciones fueron enviadas a secuenciar y se realizé un analisis de las
secuencias por comparacion con los genes de la cepa referencia. Se determiné el
namero de bases del inicio del marco de lectura y con base en ello se eligio el vector
apropiado para realizar la subclonacion y la fusion traduccional. Deduciendo asi la
conveniencia de uso del vector pQE-30 para la construccién pBT-1 y pQE-32 para

las construcciones pBT-2 y pBT-3.

1 2 3 4 5 6

A) B)

Figura 14. Analisis de digestion con las enzimas BamHI y Hindlll, de las
construcciones pBT1, pBT2 y pBT3 para comprobar la presencia del inserto.

A) Carril 1: Marcador de peso molecular; carriles 2, 3 y 4 digestion de la
construccion con el gen de la proteina adhesina en la cepa 2015; carriles 5 y 6:
digestiones de las construcciones que contienen el gen de la proteina estructural
en la cepa 2015. B) Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2 y 3 digestion
de la construccion con el gen que codifica para la proteina estructural en la cepa
6.
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Figura 15. Andlisis por amplificacion tipo PCR de las construcciones pBT1, pBT2
y pBT3 para comprobar la presencia del inserto.

A) Carril 4. Marcador de peso molecular; carril 1, 2 y 3: amplificado del gen que
codifica para la proteina adhesina de la cepa 2015; carril 5 y 6: amplificado del
gen que codifica para proteina estructural de la cepa 2015. B) Carril 2: Marcador
de peso molecular; carril 1 y 3: amplificado del gen que codifica para la proteina
estructural de la cepa 6.

Digestion del vector de expresion pQE-30/pQE-32 y de los fragmentos en las

costrucciones pBT-1, pBT-2y pBT-3.

Se obtuvo el DNA de los plasmidos de expresion como se muestra en la figura 16,
posteriormente se hicieron las digestiones de pQE-30 (figura 8) y de la construccién
pBT-1 con las enzimas de restriccion Pstl y Hindlll (figura 13). También se hizo la
digestién del plasmido pQE-32 (figura 8) y de las construcciones pBT-2 y pBT-3
(figura 13) con las enzimas BamHI y Kpnl. Se extrajeron los productos de DNA
linearizados de plasmidos e insertos a partir del gel de agarosa por freeze-squeeze
(figura 17) y se usaron para la ligacion de marcos de lectura abierto de los genes de
interés con la secuencia reguladora y la etigueta de 6Xhis del vector en una fusién

traduccional.
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Figura 16. DNA plasmidico de los vectores de expresion.
Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: plasmido pQE-30; carril 3:
plasmido pQE-31 carril 4: plasmido pQE-32.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 17. Perfil de restriccion de los plasmidos aislados de las clonas pBT1,
pBT2 y pBT3.

Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: y 3: digestion con las enzimas
Pstl/Hindlll del plasmido pBT1; carril 4: digestion con las enzimas BamHI/ Kpnl
del plasmido pBT2; carril 5 y 6: digestion con las enzimas BamHI/ Kpnl del
plasmido pBT3; carril 7: digestion con las enzimas Pstl/Hindlll del plasmido pQE-
30; carril 8: digestion con las enzimas BamHI/ Kpnl del plasmido pQE-32
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Ligaciones en pQE-30 y pQE-32 y transformacion en E. coli M15

Después de realizar la ligacion de los fragmentos del gen que codifican para la
proteina estructural o la adhesina con los correspondientes vectores de expresion
pPQE-30y pQE-32, y su transformacion en la cepa de expresion M15, se obtuvieron
las construcciones pQT-1, pQT-2 y pQT-3. Dichas construcciones se corroboraron
por medio de PCR, con dos juegos de primers, los especificos de pQE-30
(FWD1QE30/REV1QE30), y con los primers que alinean con el inserto
(F17IVAF/F17IVAR), para el caso del gen de la proteina adhesina cuyos
amplificados se muestran en la figura 18, y con (F17IVPuF/F171VPuUR) para el gen
de la proteina estructural, y cuyos amplificados se pueden ver en la figura 20.
También se hizo una verificacion por digestion doble con enzimas de restriccion
Pstl/Hindlll o BamHI/Kpnl para observar el plasmido de expresion y el inserto
liberado, como se muestra en las figuras 19 y 21. Una vez comprobado que el
inserto se encontraba en el plasmido, al tener una banda del tamafio esperado para
cada fragmento (1137 y 1086) la construccién se envié a secuenciar para observar

en detalle los nucled6tidos de la fusion.
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Figura 18. Analisis de amplificados de fragmentos de DNA que albergan los
genes que codifican para proteinas fimbriales en A. paragallinarum en la
construccion pQT1 Y pQT3.

A) Amplificaciones obtenidas con los oligonucle6tidos FWD1QE30/REV1QE3O0,
Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2 y 3: clonas 40 y 41 (pQT1), carril
4: clona 36 (pQT3). B) Carril 1: marcador de peso molecular; carril 2, 3 y 4:
fragmentos obtenidos con los oligonucle6tidos F17IVAF/F17IVAR de las clonas
40, 41 y 42 (pQT1); carril 5: fragmentos obtenidos con los oligonucle6tidos
F17IVPUF/F17IVPUR, de la clona 36 (pQT3).
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1 2 3 4 5

Figura 19. Andlisis de restriccién con las enzimas Pstl/Hindlll o BamHI/Kpnl para
verificar la presencia del inserto.

Carril 1: Marcador de peso molecular; carril: 2 y 3: clonas 40 y 41 (pQT1); carril
4: clona 36 (pQT2); carril 5: control plasmido pQE-32 sin inserto.

A)

Figura 20. Andlisis para la verificacion de fragmentos de los genes que codifican
para proteinas fimbriales en A. paragallinarum en la construccién PQT2.

A) Carril 1, 2, 3 y 4: amplificaciones obtenidas con los oligonucle6tidos
FWD1QE30/REV1QE30, de las clonas 1, 3, 8 y 10 obtenidas de la subclonacion
del gen que codifica para la proteina estructural en la cepa 2015.; carril 5: control
amplificado del pldsmido pQE-32 sin inserto; Carril 7: marcador de peso
molecular. B) Carril 1, 2, 3 y 4: fragmentos obtenidos con los oligonucleétidos
F17IVPUF/F17IVPUR, de las clonas 1, 3, 8 y 10 obtenidas de la subclonacién del
gen que codifica para la proteina estructural en la cepa 2015; carril 5: control
plasmido pQE-30 sin inserto; carril 6: marcador de peso molecular.
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Figura 21. Analisis de restriccion del plasmidos pQT2 con las enzimas
BamHI/Kpnl para comprobar la presencia del inserto.

Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2, 3, 4 y 5: clonas 1, 3, 8 y 10,
obtenidas de la subclonacion (pQT2); carril 6: control plasmido pQE-32 sin
inserto.

Mapas de las construcciones en pQE-30 y pQE-32.

Se obtuvieron las siguientes construcciones (figura 22), las cuales se corroboraron

con los datos obtenidos de la secuenciacion.
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Figura 22. Mapa de las construcciones obtenidas con el plasmido pQE-30 y
pPQE-32, se indican los sitios Pstl/Hindlll para la adhesina (1137 pb), y
BamHI/Kpnl para el gen estructural (993 pb) respectivamente.

a) Muestra la construccién pQT1 que contiene el gen de la proteina adhesina de
la cepa 2015. b) Construccién pQT2 y pQT3 que contienen el gen de la proteina
estructural de la cepa 2015.

Con los datos de la secuenciacion se hizo el andlisis de la fusion traduccional de los
insertos con el vector de expresion. Adelante se muestran los diagramas donde se
indican los elementos de las construcciones como: el codén ATG, secuencias
codificantes de histidinas 6xHis, gen de interés, sitios de corte por enzimas

utilizadas, secuencia de los oligonucleotidos utilizados y el codon de paro.

Con las secuencias obtenidas experimentalmente se delimitd el marco de lectura de
las construcciones. La construccién pQT-2 mantiene los tripletes desde el codoén
ATG hasta el inicio del fragmento de la proteina estructural, lo cual indica que esta
construccion es un candidato para llevar a cabo la induccién de la proteina
estructural. Sin embargo, las construcciones pQT-1 y pQT-3, se desfasan por un
par de base en su marco de lectura, lo que indica que no son candidatos para la
expresion de las proteinas teéricamente clonadas, sin embargo, con los sitios de
restriccion de las enzimas utilizadas es posible corregir este error en futuras

construcciones.
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. e WIBAGAGGAT CGEATE ALK AT CACCATCAL GGATCCGCATGCGAGCTCG
GTACCCCGEETCGACCTECAGGAATTCGATATGAMAGEEAMAATAATTC
ATTGGTTTATATCGATGATGGCTTTGGTGATTTTGTTTAAACCATCATT

a & TTCTTTTGCCTATATATTTGAAGGGAAAGATGTTGGAGGATCGACAGTA
ATAATGAGGTGGTTTATCGTTGGAATATAGGTGAAATAATGGCGGGAAA
CTACTGTAGGCAACGTGCTGGTGTAATGAATCCAGTGGATAAATATTGG

Pst| TTAGAAATTAAATATTTTGATACACAAGAAAAAAGTAGTCAGTATTTTG

AAAGAAAGTTACTGIAAGTAAATAATCGTCTAGTAACAATTAATGATGC

AAGCTCATATCAATTTGCTATTGTTGAGCGTGGACAATCATTGACATTT

> CGGATATTTCTATTCCGGCAAACACGCCTTTGGCAATCATTACGATGTT

ATGTGTGGATAAAACGACATCAGGTAATACCGTAGAGGATTATCAAAAA

pQT1 A‘.‘a CCTCCGCGGATTCTGCAACCTTTAGTTTTGCCCGAACTTGCACACTGGA

AAATAATAACCAAACGATTAAACTAAAGGATGTGACTGTAAAAGAACTT

Rv ACTGAGAATGACGAAGTGCTAGGTAATACTTTTGATATTGGGCTTAATT

TTCTCCATCAAATACAGGCACGCTACCGCGTGTTGGGGCGATTGGACGA

T TTACATTCATCTGAAACTATGGCTACACAGACTGTATTAAGCGTAAAAG

CGGTGATTTTTTTAATAAGCCAACAGGAAATCAAGCGGCAGGTTTTTAC

TCATTTAATCAGGAGACATTAACTATTAACCGAAAGCCTAAGCATCGTT

W ———
AATTAGCTGA

Figura 23. Andlisis de la secuencia del plasmido pQT1.

Diagrama en la que se sefialan las caracteristicas distintivas de la fusién
traduccional entre pQE-30 y la secuencia del gen de la adhesina, se indican las
secuencia: del codon ATG, secuencias histidinicas (6xHis), gen de interés,
blancos de las enzimas de restriccion utilizadas para la clonacion, secuencia
directa y reversa de los oligonucleétidos utilizados y el codén de paro.
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———————BAGAGGATC TCACCATCACCATCACCATGGGATCCCCCGGGCTGCAG
GAATTCGATTTGAAATTTTTTTCACCATCATTATTGCGTTTRTGEEAET

6xHis

Bam HI

pQT2 i Ea—

Rv
Kpn1
HTMAMTGAATCAAGCTTATCGATACCGTC@CCTCMGGGq%G
. CCCEETACCCCGGRTCGACCTGCAGCCAAGL
| |

Figura 24. Andlisis de la secuencia del plasmido pQT2.

Diagrama en la que se sefialan las caracteristicas distintivas de la fusion
traduccional entre pQE-32 y la secuencia del gen de la proteina estructural, se
indican las secuencia: del codon ATG, secuencias histidinicas (6xHis), gen de
interés, blancos de las enzimas de restriccion utilizadas para la clonacion,
secuencia directa y reversa de los oligonucleétidos utilizados y el cod6n de paro.
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6xHis

Bam HI

pQT3 estructursl —————

e WIBAGAGGATC TEACCATCACCATCACCATGLGATCLCCCGGGCTGCAG
GAATTCGATTTGAAATTTTTTTCACCATCATTATTGCGTTTIATGE0ANT

Rv
Kpn|
ACCGCACTATGTGCGACAGAAACATTACTTACGT TGTTAGATTTAAAAA
. ACTGAATCAAGC TTATCGATACCGTCGACC TCGAGGGEGGG(CCAETAL
I cccc&ercmccmcncccmecr—

Figura 25. Andlisis de la secuencia del plasmido pQT3.

Diagrama en la que se sefialan las caracteristicas distintivas de la fusion
traduccional entre pQE-32 y la secuencia del gen de la proteina estructural, se
indican las secuencia: del codén ATG, secuencias histidinicas (6xHis), gen de
interés, blancos de las enzimas de restriccion utilizadas para la clonacion,
secuencia directa y reversa de los oligonucleétidos utilizados y el codon de paro.
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Andlisis por alineamiento de las secuencias de los insertos contenidos en los
plasmidos de expresion PQT-1, PQT-2y PQT-3.

En la figura 26 se muestra el alineamiento hecho en Clustal omega, a la secuencia
de nucledtidos clonada en la construccion pQT-1, del gen que codifica para la
adhesina en A. paragallinarum de la cepa 2015, alineado respecto al gen reportado
en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015. La secuencia alineada tiene un
tamafo de 1,137 pb, y muestra una identidad del 99% (1135/1137), con un E. value
de 0.0 y no presenta gaps.

VPG . 2815 Adh AT EARAEGEAAR AT AT TCAT TEET TTATATCEATGATEECT TTEETEATTTTETT TALS B8
pOT1.Adh. 2815 AT EARA GRS AT AT TCAT TEET TTATATCEATGATEECT TTEETEATTTTETT TALS B8

AVPG . 3815 Adh CCATCATTTTCI T T TG TATATAT T TEAAELEAALGAT ST TGRAGGATOGACAETACCA 128
poT1. Adh_ 2915 CCATCATTTTCI T T TGCCTATATAT T TGAAELGAASGATGT TGEAGGATOGACAETACCA 128

AVPGE . 2a1s . Adh AN L ARCAS BT TAT T T TAACET TARTTATCATCETGT TGET TATASTEAGETGET T 1E9
pOT1.Adh. 2815 AN L ARCAS BT TAT T T TAACET TARTTATCATCETGT TGET TATASTEAGETGET T 1E9

VPG . 2E15 . Adh TATCET TGEAATAT AGET GAAATAAT EECEEEAMAC TAC TET AGEC AALGTECTEETETA 249
pOT1. Adh_ 2815 TATOET TGEAATAT AGET GAAATAAT EECEEEAMAT TAC TET AGEC BALGTEL TETA

ANPG . 2915 _Adh ATEARTOCARTGGATAAATAT ACALATTAAATATTITGATACACALCALAALLET 106
pOT1.Adh. 2915 ATEAATLCACT GRATARATAT TEET TAGAAAT TAAATAT TTTGATACALAACARAASAET 300
VPG . 2815 Adh AETCAGTATTT TGAAAEASGET TAC T EEAAET AAATAATCET CTAGTAACAAT TAATGAT 68
pOT1.Adh. 2815 AETCAGTATTT TGAAAEASLET TAC T EEAAET AAATAAT CET CTAG TAACAAT TAATGAT 68

AVPG . 3815 Adh GrAAGCTCATATCAATT TG TATTET TEAGCGTEEAlSAATCATTEACATTTEATTTAAES 420
poT1. Adh_ 2915 GLAAG TCATATCART T TG TAT TG TEAGLLTEEACAATCAT TEACAT TTEATTTASRS 428

AVPGE . 2a1s . Adh T AAN G T ARG ATAC T I T TCTCTATASTACRALGLCAGLEEATATT TCTATTLOEELA 488
pOT1.Adh. 2815 T AA G T ARG A TAC T T T TCTC T ATAATACRAL G CAGCEEATATT TCTATTCOGELA 480

AVPG . 3815 Adh AACACGCCTTTOGCAATCAT TADEATET TATETET GEAT SAALTEACAT ARG TAATALC 548
pOT1. Adh_ 2815 AACACGCCTTTGECARTCATT ETTATETETGEAT AAARCEATATCAEETAATADT 548

ANPG . 2915 _Adh at ACTGATART 3 A TATAAATATAAT TCA] TCTATARATA EBG
pOT1.Adh. 2915 GTAGNGEA TCAA ALTGATAAT 3 ITATARATATAATTCATTICTCTATAATA B0

VPG . 2815 Adh ARAATTACCTOOGOEEAT TETEEAACCT TTAGT TT TECCOEARI T TGLACAD TEEASAAT EEG
pOT1.Adh. 2815 ARAATTACCTOOGOEEAT TETECAACCT TTAGT TT TECOOEARI T TGLACAD TEEARAAT BEG

AVPG . 3815 Adh AATALCCARACGAT TAAACT ARAECA TETGAC TET ARAAGAAT T TAAT GAGAATEACGAS 728
poT1. Adh_ 2915 AATAS CARALGAT TAAAL TALSELA TG TGAL TET ASAAGAAC TTALT GAGAATEADGAS 728

AVPGE . 2a1s . Adh GTECTAEGTAATACT T T TGATAT TEGEL T TAAT TEOCCOEEAGRAAG T ETAARRAATGLT 7EG
pOT1.Adh. 2815 GTECTAERGTAATACTTTTGATAT TEEEL T TAAT TEOCCOEEAGEAAGT BTAAARAATGLT TED

AVPG . 3815 Adh TATATTCTCT T TAC TEATGEACT TTCTOCAT CAMATAL AGEL AL

TADDGCGTET TEEG
pOT1.Adh._ 2815 TATATTCTCT T TAC TGATGEACT TTCTCCAT CAMATAL AGE ucy el

TADDGLE =

AVPGE . 2815 Adh [ TTEGALGATTALATT
pOT1.Adh. 2915 GLEATTEGACEAT TACAT TLATL

TEARACTATGEC TACACACAL TRTAT TAAGLCT ARAS 5

VPG . 2E15 . Adh GATTCAETEAL TAALCAGTAT TTAACTTATAGACAGICT TTARTAGCAALCEGTEATTTT Saa
pOT1.Adh. 2815 GATTCAETEAL TAALCAGTAT TTAAC TTATAGACAGICT TTARTAGCAALCEGTEATTTT Sea

AVPG . 3815 Adh TTTAATAAGL AL AGEARA T CRAGC EECARGT TTTTACTCATTTAATCAGEAGACATTA 1829
poT1. Adh_ 2915 TTTAATAAG LA AGEARA TCAAL B ACLT TTTTACTCATTTAATCAGEAGACATTA 1029

AVPGE . 2a1s . Adh SCTATTAACCEAAAGL L TAMGCATOG T TATEAGET TTAT TATOGTASET TACCAAATARL 10=a
pOT1.Adh. 2815 ACTATTAACCEAAAGIC TARECATOETTATEAGET TTAT TATOETARET TACCAMATAR. 1824

AVPG . 3815 Adh SOECOEAARET TEEAAC AR T AT AT CARGAT AL TTACRATATTTATTATEAT TES 1137
pOT1.Adh._ 2815 AR GAARET TG AL AR T AT AL CARGATGAL TTACAATATTTATTATEAT TS 1137

Figura 26. Alineamiento de la secuencia de DNA que codifica para la adhesina
(en la cepa 2015), en la construccion pQT1 vs la secuencia del mismo gen
reportado en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015.
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En la figura 27 se muestra el alineamiento hecho en Clustal omega, a la secuencia
de nucledtidos clonada en la construccion pQT-2, del gen que codifica para la
proteina estructural en A. paragallinarum de la cepa 2015, alineado respecto al gen
reportado en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015. La secuencia alineada
tiene un tamafio de 997 pb, y muestra una identidad del 99% (996/997), con un E.

value de 0.0 y no presenta gaps.

AWPG. 2 JESt T T T ACCATC AT TATTGOGT T TATGGC AATGTCTATTTCAGCCAATGTGAT TATCA &2
pQTZ.EsL. 2815 e ATGECAATGTCTGTTTCAGCCAATGTGATTATCA 34

SERAASSEE FASEREAEEERAASSEA s EREAE

ARG, 2815 Est AL A AT GT AT TTATCCTTE TAATCAGASGAAT O TARGTOTACAACTTACGRATG 128
pOT2.ESL. 2815 GG AL CLTGTCAT TTATCCT T TAATCAGAACAAT CTARGTOTACAACTTACGAATG G4
T
AVPG. 2815 Est CGGEA AT AT CCTT CTT TAGT TCAGGC T TEOATTGAT AATCETGATCCGAMGITTCAD 188
pQT2.Est. 2845 GG T AT CCTT CTTTAGT TCAGGL T TEOATTCAT AATCETGATCCGAARGITTCAC 154
AWPG. 2815 Est AR AATTAMMA LG CCTTTGTCATTACACCGOCGATTTCTCCCATTRATGRARATA 248
pQT2.Est. 2845 AR AT T AN A LG CCTTTETCATTACACCEOCGATTTCTCCCAT TRATGRASATA 214
T
AVPG. 20815 . ESt ARG AL A AT GTATTACCTATACAGGT GLCTCAC TGO CTAMGCACCGTGAATCTA 388
pOT2.ESL. 2845 ARG A A TCCLTATTACCTATACAGGT GLCTCACTOOCTAMGCACCCTGRATLTA 274

EAEEEAAASEE S SRR A RS R BEEE MRS SRS BASE RS ASER AR SERAASEREAE

ARG, 2815 Ex
Est

st TTTTCTATTTAAATGTATTAGATATTECALC AAMGOCARMEACCAMAA TCARAATTATT 368
pOT2.Est. 2815

TTTTCTATTTAAATOT AT TAGATATTCCACC AAAGOCARAAGAC CARAATCALMATTATT 134

T LT

AVPG. 2015 . Est TACAAATTTCTTTGCGTAGCCGTATCAMMCTT TTTTTCCGLCCAGTGEAATTAMCAATTT 428
pOT2.Est. 2815 TACAAATTTCTTTEC GTAGCCGTATCAMACTT TTTTTCCGLC CAGTGEAATTARCAATTT 164
AVPG. 2815 . Est COCCGAGTGATGOCTATTCACAACT ARAATGE COTGEECACCETAMCAATTGTTTGTGE 488
pOT2.Est. 2815 COCCGAGTGATGOCTATTCACAACT ARAATGE COTGEGCAGCETAMCAATTGTTTGTGE 454
AVPG. 2815 . Est ACAATCCAACTCCTTATTACATCAC TTATCCAGAMGTGARMATT GECACAGCAGAMMCC 548
pOT2.Est. 2815 ACAATCCAACTCCTTATTACATCAC TTATCCAGALGTGAMATT GECACAGCAGAAMCC 514
AVPG. 2015 . Est TCAGTGOGAATATEATACCACCGTTTTCACAAGCCACTTTTCAATTAAATARACCGATTC 688
pOT2.Est. 2815 TOAGTGOGAATATEATAGCACCGTTTTCACAAGCCACTTTTC AATTAAA TAAACCGATTC 574
AVPG. 2815 . Est CAGCTAMGCAACCACCETASC TTGGACTGTTATTAMCGATTATGETEL AMIGECAMGTG 662
pOT2.Est. 2815 CAGCTAMGCAACCACCETAAC TTGGACTGTTATTAMCGATTATGETEC AMCGCCAMGTG 14
AVPG. GLACTAGTGCTATGCAATATTAATAATAANTATGATAAAACC TAAMTTTTTCAGCAMACC 728

2 {ESt
pQT2.Est. 2845 GLACTACTCITATGLAATATTAATAATAAMTATGATAARACCTARATTTTTCAGCARACT G54

FEAEEEAAASE RS SRR ASE RN FSEE S SEE FASE RS ASE AR SEAAnEREAE

ARG, 2815 . Ex
Est

st A AT TCAAAC T AMGC TATTTATCATTAATTTTGTTAMATAGT TEETTTAGTTATGT 788
pOT2.Est. 2815

A AT T AR T ARG TATTTATCAT TAATT T TET TARATAGT TGATTTAGTTATGT 754

T LT

AVPG. 2815 Est TTATGCTAATGAATATATGCAGTTCCATTOTGA TTGTTTGLCACT GAGAGTAGANS E48
pQT2.Est. 2845 TTATGCTAATGAATATATGCAGTTCCATTOTGA TTGTTTGLIACTGAGAGTAGAAS B14
AWPG. 2815 Est AT T TCATGTTCAACGTTT TAGT TATGATAACGCAGT GLCAGCAGCTGAATATACTCT o2
pQT2.Est. 2845 AT GTTEAT AT TCAACGTTT TAGT TATGATAACGCAGT GLCAGCAGCTGAATATACTCT E74
T P
AMPG. AGATGTTTAT T TGAATRAAAAT TTACTTGGECGTATTAATATTCAATATGLTGATGTACC 268

2 {ESt
pOT2.ESL. 2845 AT GTTTAT T TCAATGAAAATTTACTTGCGLGTATTAATATTCAATATGLTCGATGTACD 234

T T T T e e T

ARG, 2815 Ex
Est

st TAATCARAAACGTACCGCACTATETGEGACAGANACATTACTTACGTTETTAGATTTAAL 1628
pQTZ.Est. 2845

TAATCAMAAACGTACCGCACTATGTCCGACAGAMACATTACATACGTTOTTAGATTTALSY 954

EASEEEAASSEEAAR SRS A SRR SRR AAR SRS SANERS AEEA AN SRR

AVPG. 2815 Est ann 1823
pQT2.Est. 2845 LU

waa

Figura 27. Alineamiento de las secuencias de DNA que codifican para la proteina
estructural (de la cepa 2015), en la construccién pQT2 vs la secuencia reportada
en GenBank para el mismo gen de A. paragallinarum cepa 2015.



En la figura 28 se muestra el alineamiento hecho en Clustal omega, a la secuencia
de nucledtidos clonada en la construccion pQT-3, del gen que codifica para la
proteina estructural en A. paragallinarum de la cepa 6, alineado respecto al gen
reportado en GenBank para A. paragallinarum cepa 2015. La secuencia alineada
tiene un tamafio de 1038 pb, y muestra una identidad del 100% (1023/1023), con

un E. value de 0.0 y no presenta gaps.

AVPG. 2815, Est - mmmmm e e e - TTTTTTTCACCATCATTATTGCGTTTATGGCAATGTCTGTTTCAG 45
pOT.ESL.6 ATGGCANTETTGARATTTTTTTCACCATCATTATTECGT TTATGGLARTGTCTGTTTCAG 62

AVPG.2815 . Est CCAATGTGATTATCACAGGCACCCGTRTGATT TATCCTTCTAATCAGAAGAATGTAAGTG 125
pOT.Est.6 COAATGTGATTATCACAGGCACCCGTATGATT TATCCTTCTAATCAGRAGARTGTAMGTG 128
AVPG. 2815 . Est TACAACTTACGAATGCGEGAACTAATCCTTCT TTAGTTCAGGCTTGGAT TGATAATGETG 165
pOT3.Est.6 TACAACTTACGAATGCGEGAACTAATCCTTCTTTAGTTCAGGCTTGGATTGATASTGETG 188
AVPG. 2815, Est ATCCGAMGCTTCAL CAGARACAAT TAMAACGCCCTTTGTGATTACACCGOOGATTTCTE 225
pOT.ESL.6 ATCCGANGCTTCAL CAGARACANT TAMACGCCCTTTGTGATTACACCGOOGATTTCTC 248
AVPG.2815 . Est GCATTGATGRAATAANGEGECAMC AL TGOGT ATTACCTATACAGGTGCCTCACTGOCTA 265
pOT.Est.6 GCATTGATGRAATAANGGEC AMCACTGOGT ATTACCTATACAGGTGOCTCACTGECTA 388
AVPG. 2815 . Est AGGACCGTGAATCTATTTTCTATTTAAATGTATTAGAT ATTCCACCARAGCCARARGACE 345
pOT3.Est.6 AGGACCGTGAATCTATTTTCTATTTAAATGTATTAGATATTCCACCABAGICARAAGACC 368
AVPG. 2815, Est AABATCARAATTATT TACABATTTCTTTGCGT AGCCGTATCASBACTTTTTTTCCGCCCAR 485
pOT.ESL.6 AAAATCAAAATTATT TACABATTTCTTTGCGTAGCCGTATCARMACTTTTTTTCCGCCCAG 428
AVPG.2815 . Est TEGAATTAACAATTTCGCCGAGTGATGLCTAT TCACAAGTAAMATGGOG TGOGCAGGETA 465
pOT.Est.6 TOGAATTAACAATTTCGCCEAGTGATGCCTAT TCACAAGTAMMATEOCGTOOGCAGEGTA 48

XA AR TR IS B NS SRS AT TS ST AN AT RS S AT RIS STETINS

AVPG. 2815 . Est AACAATTGTTTGTGGACANTCCANC TCCTTAT TACATCACTTATCOAGAAGTGAAARTTG 525
pOT3.Est.6 AACAATTETTTGTGGACAATCCAAC TCCTTAT TACATCACTTATCCAGAAGTGASAATTG 548
AVPG. 2815, Est GLACAGCAGAAACCC TGAGTGCGAATATGATAGCACCGTTTTCACAMGE CACTTTTCAST 585
pOT.ESL.6 GLACAGCAGAAACCC TRAGTGCGANTATGATAGCACCGT TTTCACAMGCCACTTTTCAAT 639
AVPG.2815 . Est TAAATANCCGATTCCAGCTAANGC AACCACCGTAACTTGGACTGTTAT TAACGATTATG 645
pOT.Est.6 TAAATAMACCGATTC CAGCTAAAGC AACCACCGTAR TTGGACTGT TATTAACGATTATG 668

L T T

AWPG. 2815 EsL GTGCAAC G CAAGTGORCACTAGTGC TATGCAATAT TAATAATASATATGATALAACCTAS 785
pQTI.EsL. & GG ARG CAACTOGCACTAGTCI TATCLAATAT TAATAATARATATGATALAACCTAS 722
B T
AMPG. 2815 EstL ATTTTTCAG AR C AR AR AT T AL TARGCTATTTATCATTAATTTTGTTARATAG TES
pOTI.ELL.6 ATTT T T A AR C AR ANAATTCASA TAAGLTATT TATCATTAATT TTGTTAAATAL 7E&
B L T
ANPG. 2815 ESL TTGGT T TAGT TATGT TTATGC T AATGAATATGTRGACT TOGATTCTGATTTTTTGTTTG: BAS
pQT3.ESL.6 TTGGTTTACT TATGT TTATCC TAATGAATATGTGGAGT TOGATTCTGAT TTTTTGTTTGE Bdd

L T T

AWPG. 2815 . Est CAGTGAGAGTAGAAAAAATGT TGATGT TCAACGTTTTAGTTATGAT ALCGCAGTGCCAGE BES
pOTI.Est.6 CAETGAGACTAGAAARAATCT TRATCTTCAAC GTTTTAGTTATGAT AMC GEAGTGCCACE 080
AVPG. 2815, Est ACETGAATATACTGT AGATCTTTAT TTGAATGAMMATTTAL TTERECGTATTAATATTCA 045
pOT1.Est.6 AGETGANTATACTGT AGATGTTTAT TTGANTGAAMMATTTACTTGGECGTATTAATATTCA 068
AVPG. 2015, Est ATATGCTGATGTACC TAATC AAAACGTACCGCAC TATGTGCGACACAAACATTACTTAL 1895
pQT1.Est.6 ATATGCTGATGTACCTAATC AAAAACGTACCGCAC TATGTECGACAGAARCATTACTTAC 1828
FEFSEES A AEEERAEEER FASEEF S ASER IFSEEA S AEEERASEER FAESEESBEEENAS
AWPG. 2815 . Est GTTGTTAGATTTAARAAL 1623
pOTI.Est.6 CTTGTTAGATTTASASASL 1633
o R R R

Figura 28. Alineamiento de las secuencias de DNA que codifican para la proteina
estructural (de la cepa 6), en la construccién pQT3 vs la secuencia reportada en
GenBank para el gen de A. paragallinarum cepa 2015.



De acuerdo con lo observado en los alineamientos se deduce que las
construcciones pQT-1, pQT-2 y pQT-3 contienen el fragmento del gen de interés y
gue es minimo el porcentaje de variacion, con de identidad mayor a 99% en la
secuencia. En el caso de pQT-2 la induccion de proteina deberia producir una
proteina similar a la expresada por la cepa silvestre de A. paragallinarum.

Induccion de proteinas recombinantes

Considerando los resultados anteriores de las fusiones, se utilizé la construccién
pQT-2 para realizar la induccion de proteinas. Se realiz6 una comparacion del perfil
de proteinas expresadas por pQT-2 a diferentes tiempos (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24hrs)

y se comparo con los controles la cepa M15 y la cepa M15 con el plasmido pQ32.
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Figura 29. Induccion de proteinas en cepa M15 control, M15 (pQE-32) y
construccion pQT?2.

Se muestra el resultado de la induccion de proteinas de la construccion pQT2,
en medio LB con inductor IPTG a una concentracion de 1mM.

Carril 1: Marcador de peso molecular, 3: M15 h-0, 4: M15 (pQE-32) h-0, Carriles
5-9 induccién de pQT2; 5: 0-h, 6: 1-h, 7: 2-h, 8: 3-h, 9: 24-h.

Después de varias repeticiones del protocolo de induccion de proteinas, no se
observo una expresion aparente de la proteina de interés, por lo que se optd por
cambiar el medio de cultivo para las inducciones, cambiando asi la fuente de
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carbono y nitrégeno para la bacteria. Se compararon 5 diferentes formulaciones de
medios de cultivo: TB, LB, TSB, BHI y caldo nutritivo. Se obtuvieron dos resultados
positivos con este cambio, en el medio TSB y caldo nutritivo. La banda observada
en el perfil de proteinas que es diferente coincide con la proteina esperada para la
construccion (43 kDa).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

kDa
75

50
37
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Figura 30. Resultado de la induccion de proteinas de pQT2 con 5 medios de
cultivo: LB, TSB, TB, BHI y caldo nutritivo.

Las muestras se analizaron a las 3h después de la induccién. El carril 4 y 10
muestran un resultado positivo de la induccion de proteinas comparandolos con
sus carriles control (3 y 9). La flecha azul indica la altura a la que se puede ver
la banda de proteina inducida. Carril 1: LB pQT2 s/i, 2: LB pQT2 inducido, 3: TSB
pQT2 s/i, 4: TSB pQT2 inducido, 5: TB pQT2 s/i, 6: TB pQT2 inducido, 7: BHI
pQT2 s/i, 8: BHI pQT2 inducido, 9: caldo nutritivo pQT2 s/i, 10: caldo nutritivo
pQT2 inducido. (s/i) sin inducir.

Utilizando los resultados del uso de los 5 medios de cultivo, se redujo la
experimentacion a 3 medios, dejando a LB como medio de baja o nula expresion y
TSB y caldo nutritivo como mejores medios para la induccion de la proteina de 43
kDa. El perfil de proteinas inducidas en LB, TSB y caldo nutritivo se muestra en la
figura 31, en donde se observa que la expresion no varia tanto. Sin embargo, en el
caso del medio TSB (carril 3 y 4) se observé una mejor induccién. Esta condicion
se usO para experimentos posteriores.
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Figura 31. Induccion de la proteina estructural de pQT2 en tres diferentes
medios; LB, TSB y caldo nutritivo con inductor IPTG a 1mM. Las muestras se
analizaron a las 3 horas de la induccion.

Carril 1: Marcador de peso molecular, 3: LB s/i, 4: LB inducido, 5: TSB s/i, 6: TSB
inducido, 7: caldo nutritivo s/i, 8: caldo nutritivo inducido.

Se observo que el inductor IPTG provocaba cambios en la morfologia y crecimiento
del cultivo de M15, presentando un crecimiento lento en caldo de cultivo TSB, Al
observar al microscopio se apreciaron diferencias entre las células inducidas y no
inducidas: las inducidas se presentaron en una menor cantidad de células, su
tamafo fue reducido y tenian menor movilidad, lo cual influye en la disminucion del
contenido de proteinas en perfil electroforético con el inductor, como se puede ver

en la figura 32.
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Figura 32. Efecto del IPTG sobre la produccién de proteinas en pQT2.

Se muestra el resultado de la induccién de proteinas de 5 colonias con la
construccion pQT2 usando TBS con el inductor IPTG a 1mM. Se observa una
reduccién en la concentracion de proteinas en las muestras inducidas con IPTG.
Carril 1: pQT2 s/i 2: pQT2 inducido, 3: pQT2 s/i, 4: pQT2 inducido, 5: pQT2 sfi,
6: pQT2 inducido, 7: pQT2 sfi, 8: pQT2 inducido, 9: pQT2 s/i, 10: pQT2 inducido.

Para aminorar el efecto indeseado del IPTG se cambid el inductor por la lactosa. El
resultado que se observa en la figura 33, en ésta son indistinguibles los tratamientos

inducidos de los carentes del inductor.
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Figura 33. Resultado de la induccion de proteinas en TSB, con lactosa al 2%
como inductor.

Carril 1: Marcador de peso molecular, 2: pQT2.4 s/i, 3: pQT2.4 inducido, 4:
pQT2.5 s/i, 5: pQT2.5 inducido, 6: pQT2.10 s/i, 7: pQT2.10 inducido.

Debido a que no fue posible apreciar una banda con mayor intensidad entre las
proteinas totales de E. coli M15(pQT-2) a consecuencia de la induccién con lactosa
se siguid el procedimiento de purificacion de proteinas por afinidad a la resina de
sepharosa enriquecida con niquel. En la figura 34 se muestran las proteinas totales
en un momento previd a la purificacion. Y en la figura 35 se observa el gel de

resultado después de aplicar el procedimiento de purificacién de proteinas.
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Figura 34. Proteinas totales de E. coli M15 (pQT2), después de 5 horas de
induccién en medio TSB, con 2% de lactosa como inductor.
Carril 1: Marcador de peso molecular, 3: Megan, 4: Sucky, 5: pQT2-col4, 6:
pQT2-col5, 7: pQT2-col10. Megan y Sucky son dos clonas que tiene fusiones
traduccionales de proteinas similares a la clonada en PQT?2.

1 2 3 4 5 6 7
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Figura 35. Resultado de la purificacion de proteinas por afinidad a sepharosa-
niquel.

Purificacion en condiciones desnaturalizantes de la proteina obtenida por la
induccion de la construccion de pQT2, Megan y Sucky. En el gel de
poliacrilamida se observa la separacion electroforética de las proteinas
contenidas en las muestras obtenidas de los diferentes pasos de la purificacion
por afinidad a sepharosa-niquel de las posibles proteinas fimbriales-F17
recombinantes. Carril 1: M.P.M, 3: Megan, 4: Sucky, 5: pQT2.4, 6: pQT2.5, 7:
pQT2.10.
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En la figura 35 se pueden observar dos bandas, 1 de ellas es la proteina obtenida
de la construccion Megan, con un peso aproximado de 50 KDa, y otra de mas de 25

KDa en el carril 6, correspondiente a la construccion pQT-2, esta banda es mas

tenue que la banda de 50 kDa.
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DISCUSION

La coriza infecciosa es una enfermedad que se ha controlado de una forma
suficiente por medio de las bacterinas elaboradas con las bacterias que se aislan
de los cuadros infecciosos recurrentes. Sin embargo, se ha propuesto que la
ineficacia de las bacterinas ocurre por variacion de antigenos de las bacterias
infectantes (Blackall, 1999), por lo tanto, la respuesta inmune de las aves
entrenadas no es efectiva para las nuevas variantes antigénicas. Si bien la
vacunacion con bacterinas es buena en términos practicos, también deja que
desear, al desconocer las moléculas que estan involucradas en la conservacion de

la respuesta inmune efectiva de las vacunas.

Como fuentes de variacion antigénica tenemos a las proteinas, polisacaridos y
fracciones lipidicas, sin embargo, la potencia de la respuesta inmune es diferente
por cada uno de estos componentes quimicos ya sea por su antigenicidad, asi como
por su localizacién sub-celular. Para el caso de este proyecto con A. paragallinarum
ya se han hecho trabajos sobre la hemaglutinina (Wang et al., 2014) y la capsula o
cubiertas celulares (Tu et al., 2014). Sin embargo, estructuralmente existen
componentes antigénicos de caracter soluble y otros de facil desprendimiento de
las células. La bacteria A. paragallinarum no posee flagelos, pero si contiene
fimbrias que han sido observadas al microscopio y que se han deducido por
identidad al comparar las secuencias de genes y genomas de A. paragallinarum con

organismos filogenéticamente relacionados.

La secuenciacion de genomas completos de A. paragallinarum y su ensamble
computacional ha mostrado que esta bacteria posee mas de una copia de
secuencias relacionadas con fimbrias. La pista para deducir esto, es por medio de
la conservacién de la proteina usher, una chaperona que acompafia a otros genes

en los operones para la biosintesis de la Fimbria F17-like.

Horta Valerdi (2017), mostro que los indicios de las fimbrias F17 se conservaron en
dos genomas publicados en GenBank. Mientras que Velazquez Valtierra (2017)

encontré experimentalmente algunas aberraciones en la amplificaciéon de genes
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relacionados con la fimbria F17, sugiriendo posibles variantes de los genes de las
fimbrias, esto se ha observado en E. coli por lo que resulta muy novedoso de
explorarse porque puede ser fuente de variacion antigénica y de variacion en la

respuesta patogénica de A. paragallinarum.

Como la fimbria F17 estd compuesta mayoritariamente por la proteina estructural y
de la adhesina en el extremo distal de la célula, son quizas las proteinas que pueden
estar rigiendo la colonizacion del hospedero y con ello los posibles cuadros de
patogenicidad de la CI. La situacibn con bacterias que poseen dos operones
fimbriales es que puede estar ocurriendo variacion antigénica frecuente. Incluso en
una cepa se sugirieron hasta tres operones, considerando los tres operones y las
posibles variaciones de secuencia en las proteinas estructurales y adhesinas, el
panorama se ve complicado para generar una vacuna eficaz si no terminamos de
conocer la importancia de los motivos de secuencia proteica mas inmunogénica y

las secuencias mas conservadas en este tipo de proteinas.

Para el presente trabajo se propuso la clonacién de los genes y la expresion de tres
proteinas relacionadas con las fimbrias F17, con el fin de sobreexpresarlas y
analizar su capacidad de inducir la respuesta inmune en modelos animales o de ser
posible evaluar su comportamiento en el hospedero natural de A. paragallinarum.
Siguiendo la proyeccién del trabajo se logré la amplificacion de secuencias
homoélogas a los genes que potencialmente codifican proteinas estructurales y
adhesinas, en las cepas 2015 y 6 de A. paragallinarum. Un asunto curioso fue la
amplificacion y clonacion consistente de secuencias con tamafos diferentes a los
esperados por la informacién de GenBank, o que nos sugiere la existencia de
secuencias que no fueron resueltas apropiadamente por el proceso computacional
empleado en los ensambladores de genomas. Esto es muy relevante para la
investigacién con A. paragallinarum, pues la informacién de GenBank debe ser
tomada como referencia de trabajo mas no como informacion 100% confiable,
especialmente para secuencias redundantes y que son muy frecuentes en

bacterias.
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Las subclonaciones en los vectores de expresion de las secuencias trabajadas en
este proyecto, ocurrid6 como se tenia previsto, logrando tener tres posibles
construcciones para llevar a cabo la induccion de proteinas recombinantes con un
motivo de 6XHis, util para la purificacion de proteinas por el proceso de afinidad al
ion metélico niquel. De las tres posibles construcciones se eligio la pQT-2 porque
aparentemente mantenia la fusion del marco de lectura abierto con las secuencias
codificantes de las histidinas y asi generar una proteina hibrida marcada en el

extremo amino terminal con las histidinas.

Podemos afirmar por las pruebas efectuadas a las secuencias obtenidas en el
laboratorio, y las construcciones intermediarias y las de las fusiones traduccionales,
qgque no hubo novedad més alld de la variacion de la secuencia propia de A.

paragallinarum.

Respecto a la expresion de proteinas inducidas en el laboratorio con construcciones
gue tienen marcos de lectura fusionados, observamos que la riqueza de condiciones
no mejoro la acumulacion de proteinas recombinantes. Lo que fue significativo es
que se reduce el estrés generado por el inductor en el medio TSA, manteniendo la
poblacion bacteriana en el mismo nivel que el cultivo carente de inductor y ello lo
refleja el perfil de proteinas. Si bien fue escasa la cantidad de proteinas que se
contrasta en los perfiles de proteinas inducidas respecto a las faltantes de inductor,
se observa que es posible llevar a cabo la inducciéon de algunas proteinas. Este
comportamiento debe evaluarse mas detalladamente para mejorar la acumulacion

de proteinas de interés biotecnoldgico.

En un intento de purificar la proteina recombinante se agregé la resina-niquel al
extracto de proteinas totales y se observd una union pobre de proteina. Aqui se
tienen varias opciones que también estan sujetas a mejorase en el futuro inmediato:
1) La proteina para unirse mejor debe incrementarse en su concentracion respecto
a las proteinas totales para mejorar la nucleacion de las proteinas respeto a la
columna de afinidad. 2) Se tiene que evaluar consistentemente la composicion del
medio pues el medio LB ha sido considerado un buen medio para sustentar el

desarrollo de las E. coli tipicas del laboratorio. 3) Se debe evaluar la validez de la
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expresion de proteinas recombinantes de A. paragallinarum en E. coli, pues podria
haber problemas de toxicidad de proteinas similares a las que pueda contener E
.coli. Se puede utilizar la cepa BL21 de Stratagene. Esto quizas provoque que la
bacteria se deshaga de las proteinas fastidiosas, por medio de la protedlisis, en
lugar de llevar a cabo la deposicion en cuerpos de inclusion, que serian mas
provechosos para el proyecto, en lugar de la desaparicion de proteinas; pues
existen procedimientos apropiados para la recuperacion de proteinas cristalizadas
en el citoplasma bacteriano. 4) Surge como posibilidad el estudio de péptidos cortos
de proteinas de A. paragallinarum para conocer el potencial protector de péptidos

generados en el modelo heterdlogo de E. coli.
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CONCLUSIONES

Se confirmo por amplificacion y secuenciacion la presencia de genes que codifican
potencialmente para proteinas fimbriales (flfA y flfG) en las cepas 2015 y 6 de A.

paragallinarum.

La secuencia obtenida de fIfA en A. paragallinarum, es similar a la secuencia
reportada de Gallibacterium anatis, lo cual resalta su potencial uso como antigeno
contra Cl.

Se obtuvieron tres construcciones para llevar acabo la induccién de proteinas

fimbriales de A. paragallinarum.

La expresion de proteinas fimbriales en A. paragallinarum es posible, sin embargo,
se requiere optimizar el procedimiento y estudiar los factores que estan involucrados

en la expresion para obtener mejores resultados.
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