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RESUMEN

La Coriza Infecciosa es una enfermedad respiratoria aguda que afecta a pollos de
engorda y aves de postura, y es causa de pérdidas econdmicas importantes a nivel
mundial. Esta enfermedad se debe a Avibacterium paragallinarum, una bacteria
Gram negativa que in vitro requiere condiciones microaerobias y la adicién de NAD
y suero al medio de cultivo. Es una bacteria de dificil crecimiento, en gelosa sangre
forma colonias como de gotas de rocio adyacentes a una colonia nodriza de
Staphylococcus. sp. que les proporciona el NADH. En estudios recientes del CICM-
BUAP (no reportados), se han demostrado que la adicién de sulfato de condroitina
tiene un efecto promotor y/o potenciador del crecimiento de A. paragallinarum,
incluso con la presencia de glucosa en el medio. En estudios gendmicos de distintas
cepas de A. paragallinarum se han identificado in silico genes que codifican enzimas
degradadoras de sulfato de condroitina, conocidas como condroitina liasas (Chl1 y
Chl2). Aunque estan pendientes las valoraciones transcripcionales y traduccionales
sobre los mecanismos de incorporacion o utilizacion de estos dos carbohidratos. En
este trabajo se realizaron evaluaciones transcripcionales de tipo cuantitativo en A.
paragallinarum considerando como variables, los suplementos Fe (lll), 2,2’-dipyridyl
y sulfato de condroitina en medio de cultivo liquido BHI. Para ello se estudiaron las
cepas de A. paragallinarum, COJ7 y AVPG2015, a) cultivadas en BHI solo, b) BHI
con hierro suplementado, c) BHI deficiente en hierro y d) BHI con sulfato de
condroitina; adicionalmente se compararon dos fases de crecimiento: la exponencial
y la estacionaria. El estudio se centré6 en comparar el nivel transcripcional relativo
de once genes de virulencia, utilizando cinco genes normalizadores. Entre los genes
de virulencia se estudiaron chl1y chl2, que codifican para condroitinas liasas. Los
resultados obtenidos revelaron que los genes normalizadores con mejores
resultados de estabilidad fueron rpoB y atpD de acuerdo con el algoritmo de
NormFinder. Respecto a los genes de virulencia, se encontré que los niveles de
expresion génica de avxA fueron mas bajos que los niveles del normalizador,
representando aproximadamente el 10% de los genes de virulencia analizados. Por
consiguiente, el restante 90% de los genes de virulencia mostraron incrementos de
expresion relativa en alguna de las condiciones estudiadas. Asimismo, se observo
que la suplementacion con hierro incrementa la expresion de los genes de virulencia
en un 65%, la reduccion de hierro los incrementa en 56%, mientras que la
suplementacién con sulfato de condroitina incrementa el 36%. En este trabajo se
muestra la presencia funcional de los genes investigados, incluyendo el gen fhaB,
en el genoma de A. paragallinarum, el cual codifica para una hemaglutinina
filamentosa, como potencial factor de virulencia. Este trabajo también es el primer
reporte del estudio transcripcional mediante RT-qPCR que incluye los principales
genes de virulencia reportados, junto con chl1y chl2 en A. paragallinarum sometidos
a la suplementacion in vitro con sulfato de condroitina, con Fe(lll) o deplecion de
éste.



.  INTRODUCCION

1.1. Coriza infecciosa

La coriza infecciosa (Cl) es una enfermedad respiratoria aguda, que afecta a pollos
de engorda y aves de postura. Esta enfermedad fue llamada coriza infecciosa
debido a que es producida por la infeccion con la bacteria Avibacterium
paragallinarum y no por algun virus; ésta afecta especialmente los senos nasales y
produce una inflamacion aguda de la mucosa. Los signos clinicos mas comunes
son exudados nasales serosos 0 mucosos, estornudos, hinchazén de los senos
infraorbitarios, edema facial y conjuntivitis. La enfermedad esta asociada a una
reduccion en la produccion de huevo, asi como retraso en el crecimiento debido a
la disminucion de consumo de alimentos y de agua. (Blackall y Soriano-Vargas,
2020).

1.1.1. Importancia Econémica

La coriza infeccioso clasica se caracteriza por alta morbilidad y baja mortalidad. Los
brotes de Cl en paises en desarrollo son de naturaleza compleja, en los que
participan otros agentes patdégenos o condiciones de estrés como factores de
complicacion importantes (Blackall, 1999). Por ejemplo, agentes bacterianos tales
como Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Escherichia coli,
Pasteurella multocida, y patégenos virales como el Virus de la Bronquitis Infecciosa
(IBV), Virus de la Laringotraqueitis Infecciosa (ILT) y Virus de la Viruela Aviar (FPV)
se reportan como patdogenos asociados a la Cl (Ayanur, et al., 2013). Existe
considerable evidencia de que los brotes de coriza infecciosa pueden tener mayor
impacto en los paises en desarrollo que en los paises desarrollados (Blackall y
Soriano-Vargas, 2020).

Las mayores pérdidas econdmicas asociadas a coriza infecciosa se deben a una
baja tasa de crecimiento en pollo de engorda y una marcada reduccion en la
produccion de huevos en aves de postura (10-40%) (Bland, et al., 2002). Sin
embargo, la enfermedad puede tener un impacto mayor cuando hay otras
infecciones asociadas, por ejemplo, con Mycoplasma synoviae se producen
mayores pérdidas debido a la complicacidén con saculitis aérea (Droual, et al., 1990)
alcanzando pérdidas cercanas al 70% (Hoerr, et al., 1994; Blackall y Soriano-
Vargas, 2020).

1.2. Avibacterium paragallinarum

1.2.1. Clasificacion

El agente causal de la enfermedad “Coriza Infecciosa” es la bacteria Avibacterium
paragallinarum, conocida anteriormente con el nombre de Haemophillus
paragallinarum vy reclasificada taxonémicamente en 2005 por Blackall, et al.
Actualmente A. paragallinarum se clasifica como: Subreino, Procaryotae; Orden:
Gamma Proteobacteria; Familia: Pasteurellaceae; Género: Avibacterium; Especie:
A. paragallinarum. (Blackall, et al., 2005). Existen dos diferentes esquemas de
serotipificacion de A. paragallinarum: el esquema de Page, que ha subtipificado a
los serogrupos A, B y C, utilizando la prueba de aglutinacion en placa y el esquema
de Kume, donde se han reconocido los serogrupos I, Il y lll, empleando la prueba



de inhibicién de la hemoaglutinacion (Garcia,2017; Kume, 1983). En el esquema de
Page inicialmente se reconocian siete serovares (A1-3, B1y C1-3) incluidos los tres
serogrupos antes mencionados (A, B y C de Page) que en el esquema de Kume
corresponden a |, Il y Il respectivamente. Sin embargo, en 1989, Eaves, et al.
identificaron el serovar HA8 que actualmente es conocido como A4 y en 1990,
Blackall, et al., identificaron el serovar HA9 actualmente conocido como C4. Los
serogrupos del esquema de Page han servido para elaborar las vacunas que se
utilizan para prevenir las infecciones de Cl; sin embargo, se ha observado que las
vacunas inactivadas proporcionan proteccion sélo contra los serovares presentes
en la vacuna, por lo que éstas estan en constante actualizacion con base en la
frecuencia epidemiolégica (Yen-Chiang, 2012; Garcia,2017).

1.2.2. Propiedades celulares, bioquimicas y fisiolégicas

La bacteria A. paragallinarum es Gram negativa, pleomorfica, que con mayor
frecuencia tiene morfologia celular de cocobacilo, con tendencia a la formacién de
cadenas cortas y de algunos filamentos, mide de 1 a 3 ym de longitud y 0.4-0.8 pm
de ancho (Qin Zhao, et al., 2010). Bajo ciertas condiciones de cultivo es una bacteria
movil, lo cual fue demostrado con pruebas bioquimicas, y de microscopia
electronica (Negrete, et al., 2002; Serrano, et al., 2005, citados en Veterinaria
México, 2004). Las colonias de A. paragallinarum en gelosa sangre crecen en forma
de pequenas gotas de rocio sin hemdlisis, son circulares, convexas de superficie
lisa, sin pigmento y crecen mejor en forma adyacente a una colonia nodriza de
Staphylococcus. sp. que les proporciona el NADH, en sentido oblicuo transmiten
luz, las colonias mucoides son iridiscentes mientras que las colonias rugosas no lo
son (Blackall y Soriano, 2008). A. paragallinarum es un microorganismo de dificil
cultivo. Requiere condiciones microaerobias y la adicion de NAD y suero al medio
para su cultivo. El tiempo de incubacion es de 16 a 24 h, a 37°C (Guerrero, 2018).
A. paragallinarum y otros miembros de la familia Pasteurellaceae requieren el factor
de crecimiento Nicotinamida Adenina Dinucleétido (NAD), también conocido como
factor V (Soriano y Terzolo, 2004). Este factor de crecimiento (NAD) es esencial,
debido a que A. paragallinarum no lo puede sintetizar. Existen algunas variantes
inusuales de crecimiento que son independientes de NAD aisladas de México y el
sur de Africa (Bragg, R, 2002; Gerlach y Reidl, 2006; Blackall, et al., 2011).

1.3 Sulfato de condroitina

Los proteoglicanos (PGs) son glicoconjugados que consisten en proteina vy
glucosaminoglicanos (GAGs). Los PGs generalmente se encuentran en la superficie
de las células, matriz extracelular y membranas basales de tejidos animales y estan
involucrados en varias funciones bioldégicas que incluyen migracion celular,
proliferacion, reconocimiento microbiano, adhesion, patogénesis, etc. Los GAGs
son las cadenas laterales de los PGs y en muchos casos, sirven como receptores
de varios virus y patdégenos, por consiguiente, estan involucrados en procesos de
patogénesis. Conforme a la configuracion estructural, los GAGs han sido
categorizados en 4 tipos principales: Hialuronato, Condroitina/Dermatan Sulfato
(CS/DS), Heparan Sulfato y Queratan Sulfato (Figura 1). Entre las cuatro categorias
de GAGs, el sulfato de condroitina (CS) consiste en una cadena polimérica no



ramificada de unidades de disacaridos repetidos de N-acetil-D-galactosamina
(GalNAc) y acido glucurdnico (GIlcA) unidas mediante enlace GIcA(B1—3)
GalNAc(B1-4) (Shaya, et al., 2008.) CS esta O-sulfatada en la posiciéon 4 o 6 de
GalNAc, lo que da lugar a dos isémeros, condroitina 4-sulfato (CS-A) y condroitina
6-sulfato (CS-C), respectivamente (Jin, et al., 2010). Dermatan sulfato o condroitin
sulfato B (CS-B) se compone de unidades repetidas de Acido Idurénico (IdoA), la
forma epimérica del acido glucurénico y N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) la
sulfatacion ocurre en la posicion 4 o 6 de la GalNAc o en la posicion 2 del IdoA
(Halldorsdéttir, et al.,2006). Estudios existentes reportan que CS/DS interactuan con
varios factores de crecimiento y moléculas de adhesién y juegan un papel crucial en
la proliferacion celular, diferenciacién, migracion, desarrollo de sistema nervioso,
infeccion, reparaciéon de heridas, entre otros importantes procesos fisioldgicos. Los
condroitin sulfato se encuentran generalmente unidos a un residuo de serina que
se encuentra en la proteina central, unidas a través de una region de enlace del
tetrasacarido (xilosa-galactosa-galactosa-acido glucurénico) formando asi un
proteoglicano (PG).
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Figura 1. Tipos de GAG’s y la estructura quimica del sulfato de condroitina (Rani, et al., 2018).

1.4. Condroitina liasas

1.4.1. Clasificacion

Las enzimas que degradan CS son llamadas condroitina sulfato liasas, condroitina
liasas o condroitinasas. Las condroitin sulfato liasas (CS liasas) se han clasificado
en las familias 6, 8 y 23 de polisacaridos-liasas en la base de datos CaZy. CS liasa
degrada CS mediante un mecanismo de B-eliminacién y genera un residuo de acido
hexenuronico insaturado y un nuevo extremo reductor (Cantarel, et al., 2009). Estas
enzimas se han estudiado para comprender la estructura de los GAGs mediante la
manipulacion de la sefializacion, diferenciacidon, migracion y adhesion celular (lozzo,
1998). En muchos casos, las cadenas de GAGs sirven como receptores de varios
virus y patégenos, por lo que participan en la patogénesis (Yamada y Sugahara,
2008). Un numero de diferentes microorganismos tales como Proteus vulgaris,
Arthrobacter aurescens y Bacteroides stercoris elaboran algunas enzimas para
degradar GAGs con el objetivo de invadir los tejidos del huésped para obtener



nutrientes. Con base en la especificidad del substrato, las condroitinas liasas estan
categorizadas en 3 tipos: condroitina liasa ABC, AC y B ( Figura 2). Condroitina liasa
AC degrada tanto CS-A, CS-C y en menor medida Hialuronano, no puede degradar
el DS, ya que es incapaz de romper el enlace glucosidico entre hexosamina y
residuos de acido idurénico (Linhardt, 2006). La heparina y DS actuan
potencialmente como inhibidores de estas enzimas. La condroitina B liasa degrada
especificamente solo el DS como unico sustrato. No pueden actuar sobre CS-A,
CS-C y hialuronano. La condroitina ABC liasa es una enzima de amplia
especificidad y es capaz de despolimerizar CS-A, CS-C, DS y también hialuronano
hasta cierto punto. Asimismo, se ha informado de una condroitinasa a partir de la
proteina 66 del virus derivado de la oclusion de baculovirus (ODV-E66) de
Autographa californica. Esta enzima degrada la condroitina 6-sulfato y hialuronano,
pero es no hidroliza a condroitina 4-sulfato, DS y heparina (Sugiura, et al., 2011).
Las condroitinasas ODV-E66 se han incluido como nuevos miembros con
especificidad de sustrato uUnica en la familia 23 en liasas de polisacaridos
(http://www.cazy.org/PL23.html). Algunos microorganismos especificos expresan
las enzimas degradativas de GAGs y utilizan los productos liberados del polimero
GAG como fuente de carbono (Rani, et al., 2018).
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Figura 2. Especificidades de las condroitinas liasas (Tomado de

https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/product/sigma/c8058).

1.5. Factores de virulencia en A. paragallinarum

Los factores de virulencia se definen como componentes de un organismo patégeno
que le dan la capacidad de generar enfermedad, y asi determinar la capacidad
patogénica de los mismos, pero pueden ser o no prescindibles para su viabilidad.
Los factores de virulencia estan implicados en muchos aspectos de la interfaz
hospedero-patégeno, incluida la colonizacion, la adquisicion de nutrientes y la
inmunosupresion (Persson, 2015). Hasta el momento, se han identificado varios
factores de virulencia en A. paragallinarum, incluyendo el antigeno de



hemaglutinina, capsula, proteina de adquisicibn de hierro, lipopolisacarido,
metaloproteasa y toxinas AvxA y CDT (Yen-Chiang, 2012).

1.5.1. Metaloproteasas

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de enlaces peptidicos en
proteinas o péptidos. Estas enzimas parecen catalizar muchas funciones esenciales
de las bacterias patogenas. Algunas metaloproteasas que son importantes para la
virulencia incluyen las de colonizacion, adquisicion de nutrientes, evasion
inmunitaria e invasion bacteriana a la circulacidén sistémica. La modulacion de la
respuesta inmune del huésped puede facilitarse, actuando sobre componentes del
suero, como inmunoglobulinas y proteinas del sistema del complemento (Miyoshi y
Shinoda, 2000). A. paragallinarum posee metaloproteasas, las cuales se ha
demostrado que poseen actividad proteolitica in vitro y capacidad de degradar
parcialmente IgG de pollo (Rivero, 2005) por lo que podrian estar relacionadas con
la patogenicidad de esta bacteria. El papel de las metaloproteasas secretadas por
A. paragallinarum en la patogénesis de la Cl todavia no se ha elucidado (Rivero, et
al., 2005).

1.5.2. Toxina citoletal distendente (CDT)

La toxina citoletal distendente (CDT) es un factor de virulencia producido por varias
bacterias patdogenas Gram negativas y las toxinas que producen difieren en
secuencia y estructura. CDT es una toxina tripartita compuesta por tres
subunidades, CdtA, CdtB y CdtC, en las que las dos subunidades CdtA y CdtC, son
responsables del transporte de la subunidad activa (CdtB), que lleva la actividad
catalitica (Lara-Tejero y Galan, 2000). CdtA es el principal responsable del
reconocimiento de la célula huésped, al unirse a la membrana plasmatica (Li, et al.,
2013) Esta union involucra balsas lipidicas ricas en colesterol, la proteina
esfingomielina sintasa 1 (SGMS1) y receptores celulares glicoproteicos o
glicolipidicos que difieren entre las Cdts de distintas bacterias (Eshraghi, et al.,
2010). Después de la adhesion a la membrana plasmatica de la célula del
hospedero, CdtA permanece en la membrana plasmatica mientras CdtB y CdtC son
internalizados mediante transporte retrogrado al Reticulo Endoplasmico y la red
trans-Golgi. Al parecer, CdtC tiene el rol de llevar a CdtB al ER. CdtB entra al nucleo
donde genera dafio al ADN que conduce a la detencion del ciclo celular, un fenotipo
celular distendido y apoptosis 0 senescencia de una manera dependiente del tipo
celular (Blazkova, et al., 2010; Cortés-Bratti, et al., 1999). Varios estudios han
demostrado que Cdt es importante para la patogenicidad bacteriana y la inflamacion
en modelos de ratones o ratas (Fox, et al., 2004; Jain, et al., 2008). Dos factores
podrian explicar la patogenicidad de la Cdt y es que, en primer lugar, Cdt parece
dirigirse principalmente al sistema inmunitario. Los linfocitos son extremadamente
sensibles a la detencidn y muerte del ciclo celular mediada por Cdt (Cortes-Bratti,
et al., 2021) y los macréfagos muestran una capacidad de fagocitosis disminuida y
son mas propensos a la autofagia después del tratamiento con Cdt (Ando-
Suguimoto, et al., 2014). En segundo lugar, la capacidad de Cdt para inducir la
muerte celular conduce a la permeabilizacidon de la barrera epitelial, como en el caso
de la aplicacién de la toxina CDT de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en
tejido gingival ex vivo donde se ha demostrado que induce la disolucion de la union



celular, el desprendimiento de la capa externa queratinizada y la remodelacion de
la unién de adherencia (Damek-Poprawa, et al., 2013). Por lo anterior y en conjunto,
las CDTs generan la alteracion de la barrera epitelial y la sensibilidad del sistema
inmunitario pudiendo ayudar asi a las bacterias a colonizar mejor los tejidos del
huésped mientras se protegen del sistema inmunitario. Ademas, la intoxicacién por
CDT conduce a la detencion del ciclo celular en G2M y en G1S en ciertas lineas
celulares (Cortes-Bratti, et al., 2001). Las CDTs pueden inducir lesiones en el ADN
caracterizadas inicialmente como roturas de doble hebra (Double-Strain Break:
DSB). Sin embargo, las DSB se observaron principalmente después de la
exposicion a altas concentraciones de CDT, mientras que roturas monocatenarias
(Single-Strand Breaks: SSB) fueron observadas a dosis moderadas, que
posteriormente terminaron en DSB tras la replicacion (Fedor, et al., 2013). Por lo
anterior, se deduce que las bacterias productoras de CDT pueden colonizar mejor
los tejidos del huésped mientras se protegen del sistema inmunologico (Pons, et al.,
2019). El andlisis de secuenciacion del genoma completo mostré que A.
paragallinarum contiene genes cdtABC y como ya se menciond, estos pueden estar
implicados en la patogénesis de la enfermedad causada por esta bacteria (Chen, et
al., 2014).

1.5.3. Toxinas RTX

RTX (Repeats in the structural ToXin) son proteinas formadoras de poros, toxinas
producidas por una amplia gama de bacterias Gram negativas patégenas. El operén
RTX a menudo se organiza en un modelo CABD, en el que C codifica la proteina de
activaciéon, A codifica la toxina estructural y los genes B y D codifican proteinas
involucradas en el sistema de secrecion tipo | (Yen-Chiang, et al., 2012). Un estudio
realizado con la toxina serina-proteasa-RTX bivalente denominada Avibacterium
RTX toxin A (AvxA), indica que esta toxina confiere a A. paragallinarum su fuerte
actividad citotéxica contra el macrofago aviar, usando la linea celular HD11, y se
postula que AvxA ejerce un papel clave especifico en la patogenia de la coriza aviar
(CI). (King y Frey, 2013).

1.5.4. Adhesinas Autotransportadoras Triméricas (HMTPp210)

Las adhesinas autotransportadoras Triméricas (TAA) son un grupo de proteinas de
la membrana externa bacteriana que forman un trimero estable en la superficie de
muchas bacterias patdgenas. Las TAA median la adherencia de las bacterias a las
células eucariotas y se consideran importantes factores de virulencia. Las proteinas
de la familia TAA tienen una estructura general que consta de los dominios de
cabeza, cuello, tallo y ancla. El dominio de la cabeza media la adhesion a las células
eucariotas, el dominio del cuello conecta la cabeza con el tallo, el dominio del tallo
proyecta la cabeza desde la bacteria y el dominio de ancla forma un poro que
permite la translocaciéon de TAA a través de la membrana externa bacteriana. Se
han reportado dos proteinas diferentes como potenciales proteinas de
hemaglutinina (HA) de Av. paragallinarum: una proteina de 39 kDa denominada
HagA y otra de 210 kDa denominada HMTp210. En 2014, Wang, et al., demostraron
que las células de Av. paragallinarum carentes de la proteina HMTp210 perdieron
actividad HA, lo que sugiere que HMTp210 es el principal antigeno HA de Av.
paragallinarum. Las mutantes deficientes en HMTp210 mostraron una capacidad



reducida para adherirse a las células HelLa y formar biopeliculas en superficies
abidticas. Asimismo, se demostré por primera vez que Av. paragallinarum forma
biopeliculas y HMTp210 juega un papel importante en la formacién de estas, sin
embargo, se requiere conocer los resultados de los estudios in vivo.

1.5.5. OMP

Las bacterias Gram negativas estan rodeadas por una membrana interna (inner
membrane: MI) y una externa (outer membrane: OM). La OM es unica en su
composicion y posee una distribucion asimétrica de lipidos, la capa interior que
contiene fosfolipidos, mientras que la capa exterior esta compuesta de
lipopolisacarido (LPS). Esta membrana alberga lipoproteinas y proteinas de
membrana integrales llamadas proteinas de membrana externa (OMP). Las OMPs
son proteinas integrales de membrana que adoptan una estructura de 3 barril con
bucles cortos entre hebras en el lado periplasmico y bucles grandes y extendidos
en el lado extracelular. Casi todas las estructuras de este tipo de proteinas muestran
un numero par de cadenas B dispuestas en un patrén antiparalelo (Fairman, et al.,
2011). Esta caracteristica estructural contribuye a su alta estabilidad, ayudandoles
a resistir el entorno variable y hostil. Las OMPs estan expuestas al exterior de la
célula bacteriana y son la primera linea de contacto entre la bacteria y su entorno.
Dada su ubicacién, las OMPs tienen muchas funciones diversas, actuando como
factores de adhesion en la virulencia, canales para la absorcion de nutrientes,
receptores de siderdforos y enzimas como proteasas y lipasas (Rollauer, et al.,
2015). En 2009, se identificaron tres proteinas de membrana externa de 60, 68 y 93
kDa cuya expresion aumentaba cuando Av. paragallinarum se cultivd en medio
restringido en hierro, las cuales estan regulados por la proteina Fur (Abascal, et al.,
2009).

1.5.6. Hemaglutinina filamentosa FHA

En la actualidad, existen nueve sistemas de secrecion en bacterias Gram negativas,
designadas del | al IX, asi como los sistemas chaperona-usher pili. Los T5SSs (type
V secretion system; T5SS) son los sistemas de secrecidn mas simples y extendidos
entre las bacterias Gram negativas (Drobnak, et al.,2015). Estan compuestos por
una o dos proteinas centrales. Las proteinas efectoras (dominios pasajeros) son
transportados por el poro de secrecién (dominio de translocacion) a través de la
membrana externa a la superficie celular (Fan, et al.,, 2016), y a menudo son
denominados autotransportadores, debido a que constituyen sistemas de secrecion
auténomos (Leo, et al., 2012). Sin embargo, se ha demostrado que los T5SS
dependen de varios factores bacterianos como el translocén Sec, las chaperonas
periplasmicas y el sistema de ensamblaje del § barril en la membrana externa
(Bernstein, 2019). Actualmente hay cinco subclases reconocidas en los T5SS, en
donde los subtipos Vb, son también conocidos como sistemas de secrecion de dos
componentes (two partner secretion; TPS). Los sistemas TPS se componen
fundamentalmente de dos proteinas, una que funciona como translocador, TpsB, y
otra como pasajero, TpsA. La hemaglutinina filamentosa de Bordetella pertussis
(FHA) sirve como modelo para TPS. La FHA (definida como una proteina de ~ 250
kDa que se libera de la superficie bacteriana) se traduce inicialmente como una
preproteina llamada FhaB (~ 370 kDa), que contiene un péptido sefal N-terminal y



un C-terminal grande que se eliminan durante el proceso de secrecion. Se ha
asumido que la molécula "madura" (~ 250-kDa FHA) es la forma funcional de la
proteina. De acuerdo con el modelo actual de secrecién de FHA (Noél, et al., 2012),
el péptido senal dirige FhaB a través de la membrana interna a través de la
maquinaria de translocacion Sec (Chevalier, et al., 2004) y luego es eliminado por
la peptidasa lider. La region de ~ 250 aminoacidos (aa) de FhaB inmediatamente C
terminal al péptido senal, que se conoce como dominio TPS y que esta altamente
conservado entre las proteinas TpsA, esta unida por chaperonas que mantienen la
proteina en un estado no plegado a medida que transita por el periplasma (Hodak,
et al., 2008). Luego, FhaB transita a través de FhaC en una direcciéon N- a C-
terminal, con el extremo N que permanece anclado a FhaC en la membrana celular
(Noél, et al., 2012). El dominio TPS inicia el plegamiento de FhaB en una hélice-
rigida en la superficie de la bacteria (Kajava, et al.,, 2001), y el plegamiento
progresivo da como resultado la formacién de un eje de ~ 50 nm de largo. El extremo
C terminal al eje helicoidal comienza a plegarse en el extremo distal de la molécula,
lo que media la adherencia de las bacterias al hospedador en células in vitro y al
epitelio respiratorio in vivo (Noél, et al., 2012). En distintos patégenos Gram
negativos, tales como Bordetella bronchiseptica, B. pertussis y Acinetobacter
baumannii, se ha demostrado el papel de la proteina hemaglutinina filamentosa
(FHA) como factor de virulencia relacionados con la adherencia al tejido del huésped
(Pérez, et al., 2017), la adquisicion de hierro (Fournier, et al., 2011), la inhibicién de
la fagocitosis (Dodd, et al., 2014), la fagocitosis, citotoxicidad y evasion inmune
mediante la inhibicion de la fagocitosis contribuyendo asi a la colonizacion vy
persistencia bacteriana. También se ha demostrado un papel relevante en la
competencia bacteriana a través de la inhibicion de crecimiento por contacto directo
(Aoki SK, et al., 2005) y en la virulencia en modelos animales (Pérez, et al., 2017).
Sin embargo, en el genoma de A. paragallinarum se ha encontrado la presencia de
la proteina FhaB relacionada con los sistemas TPS, pero su contribucion a la
virulencia de este patdégeno, asi como su funcionamiento, no esta claro.

1.6. Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qQPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es la técnica empleada para la
sintesis de ADN in vitro por medio de una polimerasa termoresistente con alta
especificidad, en una region particular (secuencia-blanco) determinada por un par
de oligonucledtidos relativamente cercanos, que corresponden a un disefio de esta
reaccion. La tecnologia de gPCR (quantitative-PCR) esta basada en la deteccion de
una senal fluorescente producida proporcionalmente durante la amplificacion del
ADN blanco. SYBR GREEN es un compuesto organico que forma parte del grupo
de las cianinas asimétricas (fluoréforos 4S) y es utilizado en biologia molecular ya
que se introduce en la estructura secundaria de la doble hélice del ADN y se acopla
energéticamente a los acidos nucleicos de éste, de manera que se incrementa
notablemente su tasa de emisidén fluorescente. Este fendmeno se conoce como
transferencia de energia mediante resonancia de fluorescencia (FRET, por sus
siglas en inglés). EI complejo resultante ADN-SYBR Green presenta el pico de
absorcion en A = 498 nm y el de emision en A = 522 nm. Las pruebas de qPCR,
determinan el punto en el tiempo durante el proceso, en ciclos, cuando se detecta



por primera vez la amplificacion de un producto de PCR. Este se determina
identificando el numero del ciclo en el cual la intensidad de la emision del reportero
marcado se levanta sobre el ruido de fondo de la mezcla de reaccién. Este numero
del ciclo esta referido como el ciclo umbral o “threshold cycle” (Ct). EI Ct se
determina en el inicio de la fase exponencial de la reaccion de PCR y es
inversamente proporcional al numero de copias del blanco. Por lo tanto, cuanto mas
alto es el numero de copias iniciales de los acidos nucleicos a amplificar, mas pronto
se observa un aumento significativo en la fluorescencia, y son mas bajos los valores
de Ct (Rodriguez y Rodriguez,2006).

1.7. Analisis de expresion genética mediante el uso de RT-qPCR
Una ventaja de la técnica de PCR en tiempo real es la cuantificacion de ARN. Esto
es posible gracias al uso de las transcriptasas reversas o retrotranscriptasas,
enzimas que generan ADN complementario (cCDNA) a partir de un molde de ARN.
Bajo condiciones apropiadas, la cantidad de cDNA generado por transcripcidon
reversa es proporcional al numero de moléculas de ARN presente en una muestra
dada. Entonces el cDNA puede ser el molde para una reaccion de PCR en tiempo
real, utilizando su sensibilidad y precision para determinar cambios en la expresion
de los genes. Esta técnica es conocida como RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) y
se ha convertido en el método mas popular para la cuantificacién de los niveles de
ARN mensajero (Rodriguez y Rodriguez,2006).

Los estudios de expresion génica pueden proporcionar informacién sobre las
diferencias en la expresion génica entre muestras, proporcionando informacion
sobre los canales de regulacion entre hospederos y patdgenos. La cuantificacion
absoluta y la cuantificacion relativa son dos métodos de la RT-gPCR utilizados en
la investigacion. En la cuantificacion relativa, la expresién de un gen objetivo se
determina comparandolo con un gen de referencia estandar, y es el método mas
apropiado y comun utilizado para el andlisis de cambios relativos en la expresion de
ARNmM de un gen (Katuzna, 2017).
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Il. ANTECEDENTES

De acuerdo a las observaciones hechas sobre el genoma de A. paragallinarum en
el laboratorio de Microbiologia Molecular y Celular del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbioldgicas (CICM), se dedujeron varios genes probables para
metabolizar carbohidratos complejos presentes en células animales, y por
evaluaciones experimentales se ha observado un mejor desarrollo de varias cepas
de A. paragallinarum cuando el medio de cultivo es enriquecido con condroitin
sulfato; estas evidencias sugieren la asimilaciéon de este polisacarido. Como
hipotesis de trabajo en el CICM-MIMOCE se esta evaluando si, esto puede ser por
medio de la utilizacién de condroitina como fuente de carbono y energia o bien como
evasion de la respuesta inmune al destruir el polisacarido para incorporarlo
directamente a cubiertas extracelulares. Adicionalmente, a estas hipotesis, es
importante determinar la temporalidad de expresion de las probables enzimas
condroitina liasas. Parte de esto es lo que se abordara en este proyecto.

Al considerar a A. paragallinarum como patégeno de aves, se han hecho varias
investigaciones con este microorganismo, las mas recientes de tipo genémico. De
forma sucinta, los resultados muestran que se conoce a la mayoria de los factores
de virulencia deducidos por funcionalidad o identidad con factores de virulencia de
otros patdgenos que afectan a los humanos. En algunos casos, la deduccién ha
llevado a la evaluacién funcional de genes de enzimas, de toxinas y de
componentes estructurales que tiene la probable funcion de factores de virulencia.
Aunque, inicialmente se prepararon bacterinas (vacunas) sin saber los
componentes moleculares que contenian estas, hoy se puede visualizar un nuevo
escenario para tratar a la Cl. Considerando algunas caracteristicas de las moléculas
descritas para los factores de virulencia propuestos, se han preparado nuevas
bacterinas y también algunas proteinas recombinantes para incluirlas en las
vacunas. Sin embargo, todos estos componentes por separado o juntos generan
una proteccion a la enfermedad de forma parcial o temporal; esto sugiere la
modificacion del comportamiento de A. paragallinarum en el hospedero o la
existencia de otros factores de virulencia desconocidos, que pudieran aprovecharse
para mejorar el tratamiento inmunoldgico. Esta ultima hipétesis ha sido abordada en
algunos trabajos genomicos, por ejemplo, el de Horta-Valerdi, 2017, Guerrero
Gonzalez, 2018 y Cobos Justo (comunicacidon personal), en los que se hicieron
busquedas in silico por medio de la estrategia de gendmica comparada en dos
genomas secuenciados de novo, las cepas CL y AVPG5; sin embargo, los genomas
no lograron ser circularizados en aquel momento, por lo que los resultados no fueron
totalmente concluyentes. Con base en esto, Cobos Justo (comunicacion personal)
y Barcenas Villalobos, 2020 usando un mayor numero de cepas y de genomas de
la familia Pasteurellaceae han abordado la caracterizaciéon funcional de genes
relacionados con la destruccién de la matriz extracelular de condroitin sulfato de las
células del hospedero, no obstante, en dichos trabajos no se ha llegado a
comprender la temporalidad de expresion de las enzimas degradadoras, que
pueden catalogarse como potenciales factores de virulencia debido a su capacidad
de danar la integridad del tejido animal colonizado por A. paragallinarum. Lo
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anterior, nos motiva a hacer el planteamiento de investigar la temporalidad de
expresion de estos genes en diferentes condiciones de laboratorio.

La bacteria A. paragallinarum comunmente es cultivada en medio BHI, el cual
contiene glucosa. Sin embargo, se ha observado que la adicion de condroitina al
medio BHI tiene un efecto promotor y/o potenciador del crecimiento de esta bacteria,
incluso con la presencia de glucosa en el medio, observandose un mejor crecimiento
bacteriano. Esta evidencia obliga a hacer valoraciones puntuales sobre los
mecanismos de incorporacion de estos dos carbohidratos en A. paragallinarum para
lo cual es necesario realizar evaluaciones bajo distintos contenidos de nutrientes
carbonados. A la par del escrutinio molecular modificado por los carbohidratos se
propone un escenario que permita examinar la expresién transcripcional bajo otras
condiciones del cultivo, como lo es el cambio en la concentracién de Fe(lll) o su
deplecion. Bajo estas condiciones, la bacteria pudiera prender o apagar los genes
que intervienen en el ajuste del proceso metabdlico afectado, y quizas reordenar el
patrén de expresion de genes de virulencia o de genes asociados a la nutricién
bacteriana, imitando las condiciones in vivo dentro del hospedero.

La experimentacion anterior motiva, en primera instancia, a conocer los genes
involucrados directamente con el metabolismo de diferentes carbohidratos tales
como la glucosa y condroitina, y en segundo lugar conocer los detalles de otros
genes involucrados en la virulencia, por ejemplo, los relacionados con dos tipos de
metabolismos, a) los mecanismos de obtencién de hierro y b) los que en otros
microorganismos controlan la virulencia. Por ultimo, una vez observada la activacién
de estos genes bajo diferentes condiciones metabdlicas se analizaran las
diferencias de expresion que llevan a producir el dafio celular en el hospedero a
causa de la necesidad de obtencion de dichos nutrientes.
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. JUSTIFICACION

Dentro de los avances del conocimiento genético de A. paragallinarum y a raiz del
conocimiento de su genoma, se sugiere la existencia de genes de virulencia poco
conocidos. Derivado de la evidencia de que A. paragallinarum crece mejor en
medios de cultivo enriquecidos con condroitina se abre la interrogante sobre qué
genes se activan o se silencian en presencia de ésta y con base en esto, se
conjetura la existencia de grupos de genes controladores y otros grupos de genes
que responden a esos controladores genéticos por lo que se requiere saber si la
condroitina juega un papel importante en la activacion de genes de virulencia vy si
los genes del metabolismo de condroitina per se son factores de virulencia. Una
aproximacion a lo anterior se puede lograr mediante la cuantificacion de transcritos
de genes de A. paragallinarum.

13



IV. OBJETIVOS
4.1. General

Determinar los niveles de expresion transcripcional de genes de condroitina liasa,
algunos de virulencia y domésticos de Avibacterium paragallinarum en diferentes
condiciones de cultivo en el laboratorio.

4.2. Particulares

e Analizar las secuencias de los genes chl1, chi2, fur, avxA, cdtABC, pepN,
ompA, hmtp210 y fhaB de A. paragallinarum para disefar y sintetizar los
iniciadores con la finalidad de evaluar su eficiencia de amplificacion para
experimentos de PCR y RT-qPCR.

e Obtener RNA total a partir de los cultivos de las cepas AVPG2015 y COJ7 de
A. paragallinarum, crecidas en diferentes medios de cultivo y condiciones de
incubacion.

e Desarrollar las reacciones de RT-qPCR para los genes propuestos.

e Hacer el analisis estadistico de los niveles de expresion transcripcional para
establecer diferencias en los niveles de expresion de los factores de
virulencia seleccionados.
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V. ESQUEMA DE TRABAJO

Cepa Avpg 2015y COJ7

Analisis
bioinformatico

Cultivo de cepas

Extraccion 11 genes blanco
ARN (PCR) 5 normalizadores

Eleccion Validacion del Rango
normalizador Dinamico RT

Desarrollo de Validacion de la
corridas de las eficiencia de
muestras a evaluar amplificacion

Analisis de datos
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VI. METODOLOGIA

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia Molecular y Celular
(MIMOCE) del Centro de investigaciones en Ciencias Microbiologicas de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla en la Ciudad de Puebla, Puebla,
México, el Laboratorio de Secuenciacién Genomica, CENAPA, SADER-SENASICA
de Jiutepec, Morelos, México y el Laboratorio de Genética UMF, FES lztacala en
Tlalnepantla, Estado de México, México.

6.1. Cultivo de cepas y extraccion de ADN

Las cepas con las que se trabajaron en el presente estudio fueron AVPG2015 y
COJ7, ambas pertenecientes al cepario del Laboratorio MIMOCE, BUAP. Los
cultivos se iniciaron a partir de stocks conservados a -70 C° y se reactivaron en
gelosa sangre. En primera instancia, se realiz6 el cultivo en base agar gelosa sangre
con una estria de Staphylococcus sp. como nodriza, incubadas a 37°C por 48 horas
en condiciones de microaerobiosis. Una vez obtenido el crecimiento se sembro una
azada en 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) suplementado con suero de
caballo al 5% y 10 pg/uL de nicotina adenina dinucleotido (NAD) durante 24 horas
a 37° C, en condiciones de microaerobiosis y agitacion. A partir de los precultivos,
se cultivaron las cepas utilizando caldo BHI con suero de caballo al 5%, y 10 pg/pL
de NAD, en condiciones de microaerobiosis y agitacion a 37°C por un periodo de
16-32 horas. De estos cultivos, se procedié a realizar el almacenamiento de los
cultivos mediante la congelacion de las células con glicerol al 50% a -70°C, previa
verificacion de la ausencia de contaminacién y posteriormente se realizd la
extraccion de ADN de ambas cepas bajo la técnica de fenol-cloroformo con
tratamiento de RNasas (Sambrook y Russel, 2001). Posterior a ello, la cuantificacion
del ADN obtenido se realizd mediante espectrofotometria utilizado un equipo
NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) y se analizo la integridad del material
genético obtenido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tenido con
Bromuro de etidio a una concentracion de 5 ug/mL.

6.2. Analisis bioinformatico, disefio y seleccion de

oligonucledtidos
Se procedié a realizar el analisis bioinformatico con el objetivo de sintetizar los
oligonucledtidos de los genes de estudio seleccionados (Ver Tabla 1). Para el
disefio de los oligonucledtidos, se trabajo con la cepa de referencia AVPG2015 cuya
secuencia fue otorgada por el Laboratorio MIMOCE, realizando alineamientos con
las secuencias de otras cepas, obtenidas tanto de la plataforma de NCBI GenBank
National (Center for Biotechnology Information) como de RAST (Rapid Annotation
using Subsystem Technology) en busqueda de segmentos conservados. Los
alineamientos fueron realizados en la plataforma Genetix 6.0 (Anexo 1). Para la
obtencidn de los oligonucledtidos se trabajé con la plataforma Primer-BLAST (NCBI)
donde se eligieron dos disefios por cada gen; ambos ubicados en la region central
del mismo, con la finalidad de evitar la accion de las RNasas. (Anexo 2). Asimismo,
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todos los juegos de oligonucledtidos sintetizados se disefaron con
aproximadamente el mismo valor de Tm (Temperatura Melting) entre 59°C y 61°C.

Tabla 1. Genes normalizadores? y de virulencia seleccionados.

Gene Producto Tipo
gyrA Subunidad A de ADN girasa N
atpD Subunidad B de ATP sintasa N
rpoB Subunidad B de RNA polimerasa N
recN Familia SMCP y reparacion de ADN N
16S RNA ribosomal N
avxA Toxina estructural avxCABD \Y
cdtA Subunidad A de CDT \Y
cdiB Subunidad B de CDT V
cdtC Subunidad C de CDT V
fur Represor transcripcional \%
pepN Metaloproteasa \%
chit Condroitina liasa 1 V
chi2 Condroitina liasa 2 V
OmpA Precursor de la proteina A de la membrana externa \%
hmtp210  Adhesina de autotransporte \%
fhaB Hemaglutinina filamentosa V

Nota: @ Seleccion de normalizadores (Wen, et al., 2016).
b Proteinas de mantenimiento structural de cromosomas (SMC por sus siglas en inglés).
N: Normalizador / V: virulencia
6.3. Valoracion del desempenio de los oligonucleétidos

La especificidad y desempefio de todos los oligonucleétidos sintetizados fue
verificado en ambas cepas (AVPG2015 y COJ7) mediante la estandarizacion en
PCR punto final utilizando el ADN obtenido anteriormente. Se comprobd la
especificidad de la prueba mediante la presencia de una sola banda de
amplificacion, a distintas temperaturas y concentraciones, en la que se obtuvo la
concentracion de oligonucledtidos especifica con la que se eliminaron los dimeros
de oligonucledtidos. Los oligonucledtidos fueron sometidos a distintos gradientes de
temperatura en un rango de 54-62°C y una concentracién variable (0.8, 0.4y 0.2 uyM
Vol. final reaccidén) quedando en las concentraciones y condiciones indicadas en las
Tablas 2 y 3. Se trabajo con PCR MasterMix (Promega) segun las especificaciones
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del fabricante. Las electroforesis se realizaron en gel de agarosa al 2% tenidos con
SYBR GREEN vy visualizados en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Se utilizé marcador
de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). Todos los juegos de oligonucleétidos
fueron usados a la misma concentracion y condiciones.

Tabla 2. Concentraciones estandarizadas de la PCR convencional.
Reactivo Volumen (pl) Conc. final
Master Mix, 2X 12.5 yl 1X
Oligonucledtido
Fw, 10 uM 0.5 ul 0.2 uM
Oligonuleoétido Ry,
10 uM 0.5 ul 0.2 uM
ADN 1ul 50 ng
Agua 10.5 pl N.A.
Vol final rx 254l e
Tabla 3. Condiciones estandarizadas de la PCR convencional.
Ciclo Temperatura (°C) Tiempo
Desngtqrglizacién 95 2 min
inicial
95 30s
Amplificacién (x35) 60 30s
72 30s
Extension 72 5 min
Enfriamiento 4 0
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6.4. Cultivo de cepas, extraccion de RNA y

tratamiento con DNasas

Para el cultivo de las cepas se determinaron cuatro variables a las que serian
sometidas (Tabla 4). Las cepas fueron precultivadas y cultivadas en las condiciones
mencionadas en el punto 6.1, y una vez alcanzadas las densidades 6pticas (D.O.)
de las fases exponencial y estacionaria (0.4 y 0.6 respectivamente), fueron
transferidas por triplicado a los medios de cultivo conteniendo: 0.250 mM de 2,2’-
dipyridyl con el objetivo de crear un medio de cultivo deficiente de hierro, 0.120 mM
de cloruro férrico para generar un medio de cultivo enriquecido con hierro y 0.5
mg/mL de sulfato de condroitina como medio de cultivo adicionado con condroitina,
ademas del control, el cual fue caldo BHI bajo condiciones normales de crecimiento.
Los triplicados se incubaron, durante 3 horas a 37°C en condiciones de
microaerobiosis y agitacion. Una vez transcurrido ese tiempo, se procedio a realizar
la extraccidon de RNA de inmediato mediante el kit RNeasy mini kit (Qiagen) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se realizé un duplicado de cada
triplicado con la finalidad de obtener mayor cantidad de material genético para el
desarrollo de los experimentos. Asimismo, se procedid a realizar la cuantificacion
del RNA obtenido mediante espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific) y se analizo la integridad del material genético obtenido
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con SYBR GREEN.
Posterior a la extraccion y evaluacion del RNA obtenido, las muestras iguales (con
el mismo ID) se juntaron y se realizé el tratamiento de DNasas a todas las muestras
obtenidas con el kit DNase |, RNase-free (Thermo Scientific) de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. De igual forma, se realiz6 la cuantificacién del RNA
obtenido después del tratamiento con DNasas mediante el equipo NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific).

Tabla 4. Diserio de cultivo de cepas.
Cepas Variables Concentracion Extraccion RNA
BHI e
BcT-l y izl - 0.250 mM
AVPG2015, Ipyridy Fase exponencial
BHI +
condroitina 0.5 mg/mL

6.5. Estandarizacién de RT-qPCR
El RNA se proceso6 en una plataforma one-step, con la cual no es necesario elaborar
por separado el cDNA. Para el proceso de estandarizacién de la RT-gPCR, se
utilizaron 16 juegos de oligonucledtidos previamente seleccionados. Se utilizé el kit
iTag™ Universal SYBR® Green One-Step Kit (Bio-Rad) conforme las instrucciones
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del fabricante, adecuando las concentraciones tanto de oligonucleétidos como de
RNA. Todas las pruebas fueron realizadas en un termociclador 7500 Fast Dx Real-
Time PCR Instrument (Applied Biosystems™).

6.6. Eleccion del normalizador

Primeramente, se realizé la evaluacion del comportamiento de los cinco genes HK
seleccionados en los cuatro grupos de muestras: AVPG2015 Fase exponencial
(EX15) y estacionaria (ES15) y COJ7 Fase exponencial (EX7) y estacionaria (ES7)
para observar si existia la modificacion de su expresion como consecuencia de los
distintos tratamientos. Las muestras se ensayaron por triplicado y resultados
obtenidos fueron analizados mediante NormFinder (Andersen, et al., 2004) con la
finalidad de encontrar el (los) mejor(es) candidato(s) a normalizadores para realizar
el analisis de los datos. El algoritmo de NormFinder se basa en un modelo
matematico de expresidn génica y analisis estadistico solido para estimar la
estabilidad de la expresion génica considerando variaciones intragrupo e intergrupo
(Andersen, et al., 2004). NormFinder_0953.xla es un complemento de Excel que
introduce la funcion NormFinder en el paquete de software de Microsoft Excel
(http://moma.dk/normfinder-software). Para ingresar los datos de expresion para el
analisis NormFinder, los valores de Ct se transformaron en cantidades usando la
formula 22Ct. Los genes mas estables dentro y entre grupos son los genes con los
valores de estabilidad (Stability Value) mas bajos. El software NormFinder también
identifica la mejor combinacion de dos genes de referencia en diferentes
condiciones experimentales.

6.7. Validacién del Rango Dinamico
Con el objeto de asegurar que una reaccion dada no agote los reactivos
proporcionados por el kit de RT-qPCR, (en este caso se trataba de una plataforma
one-step) se determind el rango dinamico ya que, ademas, las muestras, asi como
los genes en estudio, juegan un papel fundamental en la determinacion de la
cantidad de ARN que se puede agregar de forma segura. Todo lo anterior con el fin
de evitar dar lugar a resultados erroneos que probablemente no sean detectables.
Por lo tanto, se realizé un pool de un grupo de muestras (ES7) que fueron trabajadas
exactamente de la misma forma que las demas y que fueran representativas.
Partiendo de un pool de ARN sin diluir, se realizaron diluciones 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16.
Las muestras se procesaron conforme las condiciones previamente establecidas,
utilizando el mismo volumen en todas las reacciones, y fueron analizadas como
curvas estandar junto con el gen normalizador rpoB (gen elegido por NormFinder).

6.8. Validacién de la eficiencia de amplificacién
Se realizd una curva estandar para verificar los valores de Slope, Y-intercept, R?
obteniendo el porcentaje de eficiencias de un gen normalizador (gyrA) y un target
(cdtA). La concentracion de RNA stock utilizado fue de 100 ng/uL abarcando asi el
rango esperado de concentracidon en las muestras en el experimento, el cual era de
50 ng/pL.

6.9. Desarrollo de las corridas de las muestras a evaluar
Se realizé el analisis por la técnica de RT-gPCR de la totalidad de las 48 muestras
obtenidas, por triplicado tanto en réplicas técnicas (el triplicado de muestras de RNA
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colocado en la placa de RT-gPCR) como réplicas bioldgicas (triplicado de tubos con
crecimientos de A. paragallinarum que se sometieron a distintas condiciones de
cultivo) en cada corrida, y para cada uno de los genes target como normalizadores,
con excepcion del gen 16S el cual presento valores de amplificacion fuera de rango.
Todas las corridas se trabajaron bajo las concentraciones y condiciones
previamente estandarizadas utilizando el kit iTag™ Universal SYBR® Green One-
Step Kit (Bio-Rad) con la plataforma 7500 Fast Dx Real-Time PCR Instrument
(Applied Biosystems ™) en formato de placa de 96 pozos. La nomenclatura utilizada
para la identificacion de las muestras se muestra en el Anexo 3.

6.10. Analisis de datos

El analisis estadistico de los datos se realizo conforme al método de 2-4CT (Livak,
& Schmittgen, 2001).
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VIl. RESULTADOS

71. Cultivo primario de cepas y extraccién de ADN

Este estudio se centré en dos cepas, AVPG2015 y COJ7, la primera cuenta con un
genoma secuenciado y de libre consulta y la segunda se encuentra en procesos de
secuenciacion, ambas cepas, en un crecimiento de medio liquido muestran
diferencias en el maximo de D.O. estudiado con frecuencia por lo cual se decidi6
estudiar la transcripcion de genes de virulencia en estas dos cepas. Las cepas
AVPG2015 y COJ7 fueron resembradas y almacenadas en el Laboratorio de
MIMOCE, BUAP. De manera rutinaria las cepas fueron cultivadas en gelosa sangre
para preparar cultivos liquidos y se conservaron en stock para su almacenamiento
a -80°C. A partir de cultivos en liquido se hizo la extraccion de ADN de acuerdo con
la metodologia descrita. EL ADN obtenido tuvo una pureza en el rango de 1.8-2.0
(Tabla 5) sugiriendo una pureza 6ptima para los experimentos de PCR en punto
final para evaluar la eficiencia de los oligonucleétidos.

Tabla 5. Cuantificacion del ADN de las cepas AVPG2015 y COJ7.

Cepa Concentraciéon Pureza
P (ng/uL) (A260/280)
coJ7 576.8 1.91
AVPG2015 625.9 1.91

Figura 3. Evaluacion de la integridad del ADN extraido de A. paragallinarum. Electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%: carriles 1-AVPG2015, 2-COJ7.
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7.2. Analisis bioinformatico, disefio y seleccion de
oligonucledtidos

Para estimar los niveles de expresion a nivel de RNAm por RT-gPCR de los genes
de virulencia y domésticos (Tabla 1) se realiz6 un analisis bioinformatico con el
software Genetix 6.0 obteniéndose 28 pares de oligonucledtidos, un par para los
genes fur, 16S, recNy rpoB y dos juegos para los 12 genes restantes (Tabla 6). Las
caracteristicas de los oligonucledtidos sintetizados corresponden a lo descrito en la
metodologia (Ver apartado 6.2). En la Figura 4 se observa un grafico que muestra
el promedio de los valores de Tm (Temperatura melting) que fueron obtenidos de
todos los oligonucledétidos disefios sintetizados con el objetivo de eficientar el trabajo
de laboratorio y realizar corridas con mas de un gen por placa.
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Tabla 6.

Listado de oligonucleotidos sintetizados.

Descripcién

No. . Producto (Pares
No. de ) Bases Secuencia de bases)
secuencia
1 avxA-Fw1 20 CATTGACGGCAAGAGGGGAT 147 pb
2 avxA-Rv1 20 AGTTCTCGGCTAAACGCACA
3 avxA-Fw2 20 AAGTGCGGTGGATTTAGGGG 131 pb
4 avxA-Rv2 20 CATCCCCATCACCCGCATAA
5 cdtA-Fw1 21 ATTCATTCTGCGTGCAATCGT 166 pb
6 cdtA-Rv1 21 CCGTAGGGCATTTTACGAACG
7 cdtA-Fw2 21 AGTATGGGCTCTTGCACCAAA 151 pb
8 cdtA-Rv2 22 TGCCGCCATACAAGTCTTAGTT
9 cdtB-Fw1 20 TGATGTGGGAGCCAATCGAG 173 pb
10 cdtB-Rv1 20 CAGTGGAATCTGCTCCTCGG
1 cdtB-Fw2 20 CAAGCCGAGGAGCAGATTCC 166 pb
12 cdtB-Rv2 20 TGTCTTGCCACACCAGGTTC
13 cdtC-Fw1 20 GTGCCAGCGTCTGAAACAAC 135 pb
14 cdtC-Rv1 20 AAGAGACCCCGCATCTTTCG
15 cdtC-Fw2 19 TGATCCGAAAGATGCGGGG 102 pb
16 cdtC-Rv2 20 CTGCCCGCACTTAAACAGGT
17 fur-Fw 20 TCGGTTTTTGAACTTGCCCC 131 pb
18 fur-Rv 21 TTGATGCCGTGTTCTTCGCTA
19 pepN-Fw1 20 AAGCCACAGGCGTGGATTTA 130 pb
20 pepN-Rv1 20 GGGGTGTTTTGCGAAACCTG
21 pepN-Fw2 20 AAGCTTGGCATTTTCGAGCG 110 pb
22 pepN-Rv2 20 CGGTTTCTTTCGGCAAGGTG
23 16S-Fw 20 CCCTTGGGAAGCTACTGACG 100 pb
24 16S-Rv 20 AATCCCCAAATCGACAGCGT
25 atpD-Fw1 20 AAGGCCCAATTGGTGCAGAA 175 pb
26 atpD-Rv1 20 GTTTTACCTACACCCGCACC
27 atpD-Fw2 22 TTGCAAAAGGGGGTAAAGTTGG 152 pb
28 atpD-Rv2 21 GAAGTCGTTACCTTCACGGGT
29 rpoB-Fw 20 GAACACGATGATGCGAACCG 187 pb
30 rpoB-Rv 21 CAACGATACGCGAAGCATCAA
31 recN-Fw 20 CGAATTTAGGGCAATCCGCC 149 pb
32 recN-Rv 20 ACCGCTGATCCCAACATCAA
33 gyrA-Fw1 20 GTGAGCGTAACGGCAAAGTG 159 pb
34 gyrA-Rv1 20 CTTCGGCGGTGCGAATTAAG
35 gyrA-Fw2 20 CTCTAGCCGCGGACGTTTAT 123 pb
36 gyrA-Rv2 20 ATGGCGGTGATACGTTCGTT
37 chl2-Fw1 21 TTAGCTGATCCAGCGGGTAAC 154 pb
38 chi2-Rv1 20 CTTTTGGTGCTTTGCCGTGT
39 chl2-Fw2 20 GCAATGGCACAGCAGGGTAA 147 pb
40 chl2-Rv2 20 TGGGGATTTACGCCAAGAGC
a1 chl1-Fw1 20 ATATACGGGGATCGCGTTGG 170 pb
42 chl1-Rv1 20 TCACCGCACTTTGTTTTGCG
43 chl1-Fw2 20 TGGTGGGGCATTTGGTATCC 147 pb
44 chl1-Rv2 20 TGCGAAAGAATTTGTGCCGA
45 ompA-Fw1 21 TACACCAAGCATCGGTTCTGT 167 pb
46 ompA-Rv1 25 CGTCTAATACATTTTGTGCTTCTGG
a7 ompA-Fw2 21 TCGGTTCTGTAACTGCTGGTT 157 pb
48 ompA-Rv2 25 CCGTCTAATACATTTTGTGCTTCTG
49 hmtp210-Fw1 20 CACCTTAGCCCAAGATGCGA 157 pb
50 hmtp210-Rv1 20 TTTAGCCCCGCTATCAACCC
51 hmtp210-Fw2 20 GGTGCGGAAAATGCAGAACA 119 pb
52 hmtp210-Rv2 20 TTCCCCGCAAGAGTAATCGC
53 fhaB-Fw1 20 TTGCAGCTACCCAACGCTTA 144 pb
54 fhaB-Rv1 20 TGGCATCAAGGGTTTTCCCA
55 fhaB-Fw2 20 GATACGGCGGCTGAAATCCT 168 pb
56 fhaB-Rv2 20 TAAGCGTTGGGTAGCTGCAA
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Figura 4. Tm de los pares de oligonucleétidos.

7.3. Valoracion del desempenio de los oligonucleétidos

Para evaluar si los oligonucleétidos disefiados producian un solo producto de
amplificacion en la PCR, se corrieron en experimentos de PCR en punto final
usando concentraciones de oligonucledtidos desde 0.8 uyM hasta 0.1 uM. La
totalidad de los oligonucleétidos enlistados en la Tabla 6 fueron evaluados y el 100%
de ellos presentaron amplificaciones especificas (una sola banda)
independientemente de la temperatura de alineamiento a la que fueron sometidos
(ejemplo Figura 5). De todos los oligonucleétidos disenados, 24 pares mostraron
ausencia de formacion de dimeros a la concentracion de 0.2 yM (Anexo 4), como
se ve en el ejemplo de la Figura 6, a excepcion de 4 pares que corresponden a los
disefios 16S, cdtC2, cdtA1y ompA1 que se trabajaron a una concentracion de 0.1
MM para eliminar la presencia de dimeros (Anexo 5). A partir de este proceso se
realizo la seleccion de disefios de oligonucledtidos, ejemplificado en la Figura 7. El
listado final de los oligonucledétidos disefiados que serian utilizados en el presente
estudio se encuentra en la Tabla 7.
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Figura 5. Evaluacion de gradiente de temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos de gyrA
(disefio 1) que amplifica un producto de 159 pb a una concentracién de 0.8 uM. Electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiido con SYBR GREEN, usando el marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). El
signo — se refiere a los carriles que contienen la mezcla de reaccion sin ADN en la que se observan los dimeros
de oligonucledtidos y el signo + se refieren a los carriles que contienen la reaccién completa.
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Figura 6. Evaluacion de gradiente de temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos rpoB y gyrA
utilizando una concentracion de 0.2 pM. Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR GREEN,
usando el marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen). A la izquierda el gen rpoB (disefio Unico) amplifica
un producto de 187 pb. y a la derecha el gen gyrA (disefio 2) amplifica un producto de 123 pb. El signo — se
refiere a los carriles que contienen la mezcla de reaccion sin ADN en la que se observan los dimeros de
oligonucledtidos y el signo + se refieren a los carriles que contienen la reaccién completa. Para la amplificacion
de ambos genes se observa la presencia de una sola banda de amplificacion y no se observa la presencia de
dimeros.

26



o X ]
Disefio | map [ ] = o0 000 X ® ‘

20 50 60 70 80 90 100%

Disero Zomp ]

TOTAL: I6 jueqos de_primers

Longitud (n9 Longitud (t) Longitud (t) Gen Longitud (nf
® | « 570
tr 371
® | 2540
chll 3033

Figura 7. Ubicacién de todos los juegos de oligonucleétidos diseiados en el proyecto. La linea negra
representa la longitud del gen, los genes estudiados tuvieron un rango de longitud de 377 a 7,217, por lo que la
linea representa de 0-100% la longitud del gen. Los puntos de color representan los pares de oligonucleétidos,
Los colores representan los genes de los que solo se realizé un disefio (fur, 16S, rpoB y recN) mientras que de
los restantes 12 se hicieron dos. Los taches significan los disefios que se desecharon, de los genes que tenian
dos disefios, con base en su ubicacion como se explica en el punto 6.2. La tabla contiene la referencia de los
colores de los juegos de oligonucledétidos seleccionados para la RT-qPCR (Ver mas detalles en la Tabla 7),
adicionalmente se indica la longitud de cada gen.
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Tabla 7. Listado de oligonucleodtidos seleccionados para el estudio.
No. Descripci6|_1 No. Secuencia Producto (pares
de secuencia Bases de bases)
1 avxA-Fw1 20 CATTGACGGCAAGAGGGGAT
2 avxA-Rv1 20 AGTTCTCGGCTAAACGCACA 147pb
3 CdtA-Fw2 21 AGTATGGGCTCTTGCACCAAA
4 CdtA-Rv2 22 TGCCGCCATACAAGTCTTAGTT 151p0
5 cdtB-Fw1 20 TGATGTGGGAGCCAATCGAG
6 cdtB-Rv1 20 CAGTGGAATCTGCTCCTCGG 173po
7 cdtC-Fw1 20 GTGCCAGCGTCTGAAACAAC
8 cdtC-Rv1 20 AAGAGACCCCGCATCTTTCG 195p0
9 fur-Fw 20 TCGGTTTTTGAACTTGCCCC
10 fur-Rv 21 TTGATGCCGTGTTCTTCGCTA 131 pb
11 pepN-Fw1 20 AAGCCACAGGCGTGGATTTA
12 pepN-Rv1 20 GGGGTGTTTTGCGAAACCTG 150pb
13 16S-Fw 20 CCCTTGGGAAGCTACTGACG
14 16S-Rv 20 AATCCCCAAATCGACAGCGT 100 po
15 atpD-Fw?2 22 TTGCAAAAGGGGGTAAAGTTGG
16 atpD-Rv2 21 GAAGTCGTTACCTTCACGGGT 152p0
17 rpoB-Fw 20 GAACACGATGATGCGAACCG
18 rpoB-Rv 21 CAACGATACGCGAAGCATCAA 197p0
19 recN-Fw 20 CGAATTTAGGGCAATCCGCC
20 recN-Rv 20 ACCGCTGATCCCAACATCAA 149pb
21 gyrA-Fw2 20 CTCTAGCCGCGGACGTTTAT
22 gyrA-Rv2 20 ATGGCGGTGATACGTTCGTT 123.pb
23 chl2-Fw2 20 GCAATGGCACAGCAGGGTAA
24 chl2-Rv2 20 TGGGGATTTACGCCAAGAGC 147pb
25 chl1-Fw1 20 ATATACGGGGATCGCGTTGG
26 chl1-Rv1 20 TCACCGCACTTTGTTTTGCG 170 po
27 ompA-Fw2 21 TCGGTTCTGTAACTGCTGGTT
28 ompA-Rv2 25  CCGTCTAATACATTTTGTGCTTCTG 157p0
29 hmtp210-Fw1 20 CACCTTAGCCCAAGATGCGA
30 hmtp210-Rv1 20 TTTAGCCCCGCTATCAACCC 157p0
31 fhaB-Fw2 20 GATACGGCGGCTGAAATCCT
32 fhaB-Rv2 20 TAAGCGTTGGGTAGCTGCAA 168.pb
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7.4. Extraccion de RNA y tratamiento con DNasas

Para poder realizar la cuantificacion de RNAmM de los genes de virulencia en
experimentos de RT-qPCR, se crecieron las cepas COJ7 y AVPG2015 de A.
paragallinarum de las cuales se extrajo el RNA a los que se realizd6 una
cuantificacion mediante espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific) (Tablas 8 y 9) donde se obtuvieron los rangos de
concentracion entre 12.20 - 463.30 ng/pL y los valores de la relacion de
absorbancias A260/280 entre 2.10-2.26 por lo que los consideramos suficientes
para continuar con el trabajo. Adicionalmente, se revisé la presencia e integridad
del material genético obtenido mediante electroforesis no desnaturalizante en gel
de agarosa al 1% tenido con SYBR GREEN (Ver los detalles en el apartado 6.4 de
Metodologia) (Figuras 8, 9 y 10 y 11) dado que la electroforesis es no
desnaturalizante en algunos casos se llega a observar mas la presencia de las
posibles bandas de los RNAr 16S y 23S, pero en los casos en los que no se
observan no es indicativo de degradacion. En las figuras referidas 8-11, se puede
observar en la parte de arriba presencia de ADN por lo que se elimind ese material
genético con DNasas. Los resultados de este tratamiento se muestran en las Tablas
10 y 11 en las que se observa una reduccion de hasta 5 veces los valores de
concentracion comparado con lo mostrado en las Tablas 8 y 9. Para evitar
degradacion del material genético ya no se realizé visualizacion electroforética del
RNA posteriormente al tratamiento con DNasas. Las muestras se guardaron a -70°C
hasta su uso en la RT-gPCR. Con la finalidad de validar que las muestras hayan
quedado libres de DNA, se realizé una corrida de RT-gPCR donde se selecciond
una muestra de cada tratamiento y de ambas cepas (total 16 muestras), éstas se
sometieron a analisis mediante una mezcla con retrotranscriptasa inversa y otra sin
retrotranscriptasa inversa. El resultado fue satisfactorio ya que las muestras que no
contenian retrotranscriptasa inversa no amplificaron, comprobando asi la
inexistencia de DNA en las muestras analizadas (Anexo 11).
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Tabla 8. Resultados de la cuantificacion del RNA obtenido’ del cultivo de la
cepa COJ7 en diferentes estados de desarrollo y condiciones nutricionales.

Fase Exponencial Fase Estacionaria
ID [ng/ulL] A260/280 ID [ng/uL] A260/280
1EX7 434.70 2.20 1ES7 300.40 218
1EX7 399.20 2.20 1ES7 371.20 219
2EX7 424.90 2.19 2ES7 419.70 2.20
2EX7 331.90 2.19 2ES7 292.60 219
3EX7 322.50 2.18 3ES7 275.50 2.18
3EX7 64.10 212 3ES7 310.10 219
H1EX7 12.20 2.26 H1ES7 429.80 210
H1EX7 187.90 213 H1ES7 386.60 219
H2EX7 189.60 2.14 H2ES7 300.40 219
H2EX7 264.40 2.15 H2ES7 279.80 2.16
H3EX7 330.60 2.18 H3ES7 360.10 219
H3EX7 285.00 2.16 H3ES7 340.40 218
D1EX7 312.10 2.18 D1ES7 348.90 218
D1EX7 360.80 2.19 D1ES7 346.90 219
D2EX7 91.90 2.18 D2ES7 350.20 219
D2EX7 330.10 2.19 D2ES7 349.90 2.18
D3EX7 323.50 2.18 D3ES7 370.90 2.18
D3EX7 277.20 2.19 D3ES7 366.60 219
C1EX7 347.40 2.19 C1ES7 295.70 219
C1EX7 278.60 2.18 C1ES7 258.50 215
C2EX7 324.50 2.18 C2ES7 218.30 219
C2EX7 338.90 2.20 C2ES7 266.00 2.16
C3EX7 191.00 2.16 C3ES7 242.30 213
C3EX7 406.30 2.19 C3ES7 463.30 219

NOTA: 1-3 BHI, H1-H3: Suplementado con FeCl; D1-D3: Deficiente de hierro utilizando 2,2-dipyridyl, C1-C3:
Suplementado con sulfato de condroitina. EX: Exponencial, ES: Estacionaria, 7: Cepa COJ7.
Se procesaron duplicados de los triplicados de RNA obtenido (ver punto 6.4).

1IEX 1EX éEX 9FX SEX SEX HIEX HIEX H2EX H?EX H3EX H3EX DIEX DIEX D2EX D?EX D3EX D3EX C1EX C1EX C2EX C2EX C3EX C3EX MPM
—q_mml—mt"-—:.h-qm y = = N

p—

2,000 pb
1.500 pb
1,000 pb

Figura 8. Imagen de electroforesis del RNA obtenido del cultivo de la cepa COJ7 en fase exponencial.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR GREEN, usando el marcador de peso molecular de
1Kb (Invitrogen). La nomenclatura de los carriles esta basada en estas combinaciones:1-3: BHI; H1-3:
Suplementado con FeCls; C1-3: Suplementado con sulfato de condroitina; D1-3: Deficiente de hierro utilizando
2,2’-dipyridyl; EX: Fase Exponencial.
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Figura 9. Imagen de electroforesis del RNA obtenido del cultivo de la cepa COJ7 en fase estacionaria.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR GREEN, usando el marcador de peso molecular de 1
kb pb (Invitrogen). La nomenclatura de los carriles esta basada en estas combinaciones:1-3: BHI; H1-3:
Suplementado con FeCls; C1-3: Suplementado con sulfato de condroitina; D1-3: Deficiente de hierro utilizando
2,2’-dipyridyl; ES: Fase Estacionaria.

Tabla 9. Resultados de la cuantificacion del RNA obtenido del cultivo de la cepa
AVPG2015 en diferentes estados de desarrollo y condiciones nutricionales.
Fase Exponencial Fase Estacionaria
ID [ng/uL] A260/280 ID [ng/uL] A260/280
1EX15 434.70 2.20 1ES15 300.40 2.18
1EX15 399.20 2.20 1ES15 371.20 2.19
2EX15 424.90 2.19 2ES15 419.70 2.20
2EX15 331.90 2.19 2ES15 292.60 2.19
3EX15 322.50 2.18 3ES15 275.50 2.18
3EX15 64.10 2.12 3ES15 310.10 2.19
H1EX15 12.20 2.26 H1ES15 429.80 2.10
H1EX15 187.90 2.13 H1ES15 386.60 2.19
H2EX15 189.60 2.14 H2ES15 300.40 2.19
H2EX15 264.40 2.15 H2ES15 279.80 2.16
H3EX15 330.60 2.18 H3ES15 360.10 2.19
H3EX15 285.00 2.16 H3ES15 340.40 2.18
D1EX15 312.10 2.18 D1ES15 348.90 2.18
D1EX15 360.80 2.19 D1ES15 346.90 2.19
D2EX15 91.90 2.18 D2ES15 350.20 2.19
D2EX15 330.10 2.19 D2ES15 349.90 2.18
D3EX15 323.50 2.18 D3ES15 370.90 2.18
D3EX15 277.20 2.19 D3ES15 366.60 2.19
C1EX15 347.40 2.19 C1ES15 295.70 2.19
C1EX15 278.60 2.18 C1ES15 258.50 2.15
C2EX15 324.50 2.18 C2ES15 218.30 2.19
C2EX15 338.90 2.20 C2ES15 266.00 2.16
C3EX15 191.00 2.16 C3ES15 242.30 2.13
C3EX15 406.30 2.19 C3ES15 463.30 2.19

NOTA: 1-3 BHI, H1-H3: Suplementado con FeCl; D1-D3: Deficiente de hierro utilizando 2,2-dipyridyl, C1-C3:
Suplementado con sulfato de condroitina. EX: Exponencial, ES: Estacionaria, 15: Cepa AVPG2015.
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Figura 10. Imagen de electroforesis del RNA obtenido del cultivo de la cepa 2015 en fase exponencial.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR GREEN, usando el marcador de peso molecular de
1Kb (Invitrogen). La nomenclatura de los carriles esta basada en estas combinaciones:1-3: BHI; H1-3:
Suplementado con FeCls; C1-3: Suplementado con sulfato de condroitina; D1-3: Deficiente de hierro utilizando
2,2’-dipyridyl; EX: Fase Exponencial.
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Figura 11. Imagen de electroforesis del RNA obtenido del cultivo de la cepa 2015 en fase exponencial.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR GREEN, usando el marcador de peso molecular de
1Kb (Invitrogen). La nomenclatura de los carriles esta basada en estas combinaciones:1-3: BHI; H1-3:
Suplementado con FeCls; C1-3: Suplementado con sulfato de condroitina; D1-3: Deficiente de hierro utilizando
2,2’-dipyridyl; EX: Fase Exponencial.
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Tabla10. Resultados de la cuantificacion del RNA obtenido después del
tratamiento con DNasas del cultivo de la cepa COJ7.

Fase Exponencial Fase Estacionaria
ID [ng/uL] A260/280 ID [ng/uL] A260/280
1EX7 80.00 2103 1ES7 84.00 1.909
2EX7 80.00 2.105 2ES7 74.00 2.056
3EX7 90.00 2.050 3ES7 78.00 2.053
H1EX7 54.00 2.077 H1ES7 76.00 2.000
H2EX7 90.00 2.046 H2ES7 76.00 2.000
H3EX7 82.00 2.050 H3ES7 74.00 1.947
D1EX7 76.00 211 D1ES7 80.00 2.105
D2EX7 88.00 2.095 D2ES7 82.00 2.158
D3EX7 82.00 2.050 D3ES7 88.00 2.095
C1EX7 84.00 2.100 C1ES7 84.00 2.211
C2EX7 72.00 2118 C2ES7 86.00 2.048
C3EX7 84.00 2.100 C3ES7 80.00 2.105

NOTA: 1-3 BHI, H1-H3: Suplementado con FeCl; D1-D3: Deficiente de hierro utilizando 2,2-dipyridyl, C1-C3:
Suplementado con sulfato de condroitina. EX: Exponencial, ES: Estacionaria, 7: Cepa COJ7.

Tabla11. Resultados de la cuantificacion del RNA obtenido después del
tratamiento con DNasas del cultivo de la cepa AVPG2015.

Fase Exponencial Fase Estacionaria
ID [ng/uL] A260/280 ID [ng/ulL] A260/280
1EX15 80.00 2103 1ES15 84.00 1.909
2EX15 80.00 2.105 2ES15 74.00 2.056
3EX15 90.00 2.050 3ES15 78.00 2.053
H1EX15 54.00 2.077 H1ES15 76.00 2.000
H2EX15 90.00 2.046 H2ES15 76.00 2.000
H3EX15 82.00 2.050 H3ES15 74.00 1.947
D1EX15 76.00 211 D1ES15 80.00 2.105
D2EX15 88.00 2.095 D2ES15 82.00 2.158
D3EX15 82.00 2.050 D3ES15 88.00 2.095
C1EX15 84.00 2.100 C1ES15 84.00 2.211
C2EX15 72.00 2.118 C2ES15 86.00 2.048
C3EX15 84.00 2.100 C3ES15 80.00 2.105

NOTA: 1-3 BHI, H1-H3: Suplementado con FeCl; D1-D3: Deficiente de hierro utilizando 2,2-dipyridyl, C1-C3:
Suplementado con sulfato de condroitina. EX: Exponencial, ES: Estacionaria, 15: Cepa AVPG2015.




7.5. Estandarizacién de RT-qPCR

Para el proceso de estandarizacion de la RT-PCR en tiempo real, los
oligonucledtidos amplificaron correctamente a las concentraciones de 100, 200 y
300 nM que fueron las concentraciones evaluadas. Se determiné trabajar en una
concentracion de 100 nM para garantizar una mayor sensibilidad de la prueba con
el minimo de concentracion de oligonucleétidos Figura 12 Conforme a lo
anteriormente observado en la estandarizacién de la PCR convencional, todos los
disefios de oligonucledtidos amplificaron correctamente a la temperatura de
alineamiento de 60°C en la plataforma en tiempo real y no se observo formacion de
dimeros a las concentraciones evaluadas, segun lo observado en el analisis de la
curva de disociacion (Melting) arrojada por el equipo de todas las corridas (Ejemplo:
Figura 13). Las concentraciones y condiciones quedaron de la manera en que se
describe en las Tablas 12y 13.
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Figura 12. Prueba de concentracién de oligonucleétidos. El gen utilizado fue gyrA y el RNA utilizado fue
1EX7. El control negativo es la linea roja sin amplificacion (paralela al eje de las x).
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Figura 13. Andlisis de Curva de disociacion (Melting). El gen utilizado fue gyrA a distintas concentraciones.
Todas las pruebas fueron realizadas a una temperatura de alineamiento de 60°C.
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Tabla12. Concentraciones estandarizadas de la RT-qPCR.

REACTIVOS Vol/rx (pL) Conc. Final
iTaq universal SYBR®

Green reaction mix (2x) Sub 1x
iScript reverse 0.125 L 1x
transcriptase

Oligonucleétido Fw 0.1 100 nM

Oligonucledtido Rv 0.1 100 nM
RNA 1 50 ng
Nuclease-free H20 3675 e
Total reaction mix volume oL e

Tabla13. Condiciones estandarizadas de la RT-qPCR.

cicLO T(°C) TIEMPO
Retrotranscripcion 50 10 min
Activacion polimerasa y Desnaturalizacion cDNA 95 1 min
Desnaturalizacion 95 15s

Amplificacion/

Extension (x40) 60 30s

Melt-curve analysis

7.6. Eleccion del normalizador

Los resultados de las pruebas de PCR de los genes rpoB, gyrA, recN, y atpD,
amplificaron en todos los tratamientos (BHI, H, D y C) en las fases exponencial como
estacionaria de ambas cepas. El gen 16S demostré valores fuera de rango (Figura
14) por lo que se decidio eliminarlo de la evaluacion. En la Figura 15 podemos
observar un ejemplo de las curvas de amplificacion obtenidas, el resto de las curvas
de amplificacién se encuentran en el Anexo 6. Los valores de CT de los grupos de
muestras (EX7, ES7. EX15 y ES15) fueron analizados mediante NormFinder
encontrando los resultados en la Tabla 14. En el grupo de muestras EX7 se obtuvo
que el gen con el menor valor de estabilidad (SV) fue gyrA, considerando el valor
obtenido a partir de la mejor combinacién de genes, sin embargo, el valor del
conjunto de dos genes es mayor al valor demostrado con la presencia de un solo
gen. Para el caso del grupo de muestras ES7, el mejor resultado se obtuvo con la
combinacién de los genes atpD — recN observandose un SV mas bajo comparado
con recN de forma individual. Para el caso de EX15 el menor valor de SV fue para
el gen rpoB de forma individual. Por ultimo, el grupo de muestras ES15 demostrd
exactamente el mismo resultado ya sea con el gen gyrA de forma individual, asi
como con la combinacion de dos genes atpD y gyrA por lo que el uso de cualquiera
de los dos resultados podria haber sido utilizado.

Derivado de un analisis observacional de los valores de CT obtenidos del grupo de
genes rpoB, gyrA, recN, y atpD, se encontré que los valores de CT del gen recN se
presentaron mayormente después del ciclo 35 de amplificacién, lo cual podria
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derivar en un analisis de expresion sesgado. Por lo anterior, se realizé nuevamente
el analisis con NormFinder, excluyendo el gen recN, obteniendo los resultados
descritos en la Tabla 15. Los valores de SV fueron menores en todos los casos,
comparados con los obtenidos con el gen recN involucrado, y en el caso del grupo
de muestras ES7 la combinaciéon de dos genes presentd un valor de SV mas alto
que con la presencia de un solo gen (atpD), siendo el SV obtenido (0.516) aun mas
bajo que el obtenido con la inclusion del gen recN en el analisis anterior (recN -
0.773). Se graficaron los resultados de la variacion intergrupo e intragrupo de los
resultados obtenidos en ambos analisis realizados, en el Anexo 7 se pueden
observar los graficos obtenidos. Para el analisis de los resultados por medio de 2-
a8ct se utilizaron los resultados obtenidos en la Tabla 15, donde, para el grupo de
muestras de la Fase Exponencial de la cepa COJ7 se utilizo el gen rpoB, para la
Fase Estacionaria de la cepa COJ7 se utilizé el gen atpD y para la Fase Exponencial
y Estacionaria de la cepa 2015 se utilizé también el gen atpD como normalizadores.

Tabla14. Resultados de evaluacion por NormFinder para la seleccion de
normalizadores.
Grupo de

Combinacién

Gene Sv* SV
muestras de 2 genes
EX7 gyrA 0.217 gyrA - rpoB 0.346
ES7 recN 0.773 atpD - recN 0.452
EX15 rpoB 0177 rpoB - atpD 0.285
ES15 gyrA 0.299 atpD - gyrA 0.299

*Stability value.

Tabla 15. Resultados de evaluacion por NormFinder para la seleccion de
normalizadores excluyendo recN.
Grupo de

Combinacién

Gene Sv* SV
muestras de 2 genes
EX7 rpoB 0.169 gyrA - atpD 0.116
ES7 atpD 0.516 atpD - rpoB 0.709
EX15 atpD 0.199 atpD - rpoB 0.158
ES15 atpD 0.359 atpD - rpoB 0.309

*Stability value.
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Figura 14. Evaluacién del gen 76S como normalizador. Los valores de CT arrojados fueron en total de 6.73
lo que determina valores fuera de rango para un gen normalizador.
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Figura 15. Curva de amplificacién de los genes rpoB y atpD para el grupo de muestras EX7 en los cuatro
tratamientos. El CT promedio para rpoB fue de 26.23+0.71 y de atpD 25.51+0.88.
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7.7. Validacién del Rango dinamico

El resultado de la Validacion del Rango Dinamico fue satisfactorio ya que demuestra
que el comportamiento de ambas curvas es muy parecido con lo que se interpreta
que la eficiencia de la RT es constante en todas las concentraciones iniciales de
ARN (138 hasta 8.625 ng/uL). Sabemos esto porque todos los puntos de dilucion
caen en linea recta, como lo indica el coeficiente de correlacion (R? = 0,99 en este
caso). Por lo tanto, se presume que podria usarse cualquier cantidad inicial de ARN
en la RT dentro del rango probado (Figura 16).

Standard Curve

350 4
325

30.0 4

CT

275 4

25.0 4

22.5 1

0031 0002 a0t am 01 a2 1 2 345 10 20 30 100 200 1000

Guantity
Target: POOL RNA EX7 Slope; -3.615 Y-Inter; 30.218 Eﬂ; 0.998 Efi%; 89.061

Figura 16. Curva estandar de evaluaciéon del Rango Dinamico de la RT. La linea larga pertenece a la curva
estandar del normalizador utilizado (rpoB) y la linea corta pertenece a la curva estandar del pool de RNA de
EX7 sin diluir, conteniendo una concentracion inicial de 138 ng/uL.

7.8. Validacion de la eficiencia de amplificacion

La pendiente (slope) de una curva estandar se usa comunmente para estimar la
eficiencia de amplificacién por PCR de una reaccion de PCR en tiempo real. Una
eficiencia de PCR del 100% corresponde a una pendiente de —3.32, determinada
por la siguiente ecuacioén: Eficiencia = 10 '/slope) _1 Una buena reaccion debe
tener una eficiencia entre el 90% y el 110%, lo que corresponde a una pendiente de
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entre —3.58 y —3.10. El valor de Coeficiente de correlacion (R?) refleja la linealidad
de la curva estandar, donde idealmente, R? = 1, aunque generalmente, 0,999 es el
valor maximo. Y-intercept corresponde al limite tedrico de deteccion de la reaccion,
o el valor de Ct esperado si el numero mas bajo de copias de moléculas diana
indicadas en el eje x da lugar a una amplificacién estadisticamente significativa por
lo que denota el valor o medida de sensibilidad de la prueba. Para que el método
de Ct comparativo de cuantificacion relativa sea valido, la eficiencia de la
amplificacion del objetivo y la eficiencia de la amplificacion de normalizadores deben
ser aproximadamente iguales. Las eficiencias deficientes de la PCR pueden dar
como resultado una precision de réplica de muestra deficiente (réplicas técnicas y
réplicas biolégicas) y, como consecuencia, puede dar como resultado una
cuantificacion deficiente. Los valores obtenidos de la curva estandar realizada
utilizando el gen gyrA fue de slope de -3.204, con un porcentaje de eficiencia de
105.187%, una y-intercept de 29.746 y un R? de 0.977 (Figura 17). Estos valores se
consideran resultados satisfactorios de la evaluaciéon de la eficiencia de la
amplificacion. Por razones de tiempo y de material genético limitado, ya no se
realizaron las curvas estandar de los demas juegos de oligonucleétidos
seleccionados, sin embargo, considerando que todos los juegos de oligonucle6tidos
fueron muy similares en diseno, los valores del performance en la PCR obtenidos
en la curva estandar desarrollada pudieran considerarse como representativos.
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Figura 17. Curva estandar de validaciéon de la eficiencia de amplificacién. El gen utilizado fue gyrA. La
concentracion inicial del estandar fue de 50 ng/uL.
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7.9. Resultado de las corridas de los genes target

La totalidad de las muestras amplificaron satisfactoriamente, tanto sus réplicas
técnicas como bioldgicas. Se procesaron dos juegos de oligonucledétidos por cada
corrida y todos los pares de oligonucledtidos amplificaron sin la presencia de
dimeros en el 100% de las corridas. Asimismo, en cada una de las corridas se
procesaron los controles: Negativo de amplificacion (CNA), Negativo de Tratamiento
de DNasas (CNTx) y Negativo de extraccion de RNA (CNE) para cada juego de
oligonucledtidos analizado, resultando satisfactorio en todos los casos. El manejo
de RNA bacteriano exige condiciones de trabajo controladas donde el RNA sea
debidamente preservado, trabajando de la manera mas rapida y precisa posible,
condicion que se cumplié en todo momento. Todas las muestras preparadas fueron
descongeladas una sola ocasion directamente para su procesamiento. Se
seleccionaron 26 corridas en las cuales se evaluaron la totalidad de las muestras
para los 11 genes de virulencia seleccionados. En total, exclusivamente para la
evaluacion de los genes objetivo, se procesaron un total de 2,496 reacciones de
RT-gPCR. Los resultados obtenidos por el software fueron en valores de CT. En la
Figura 18 se observa un ejemplo de los resultados obtenidos en la interfaz del
software. Otros ejemplos se encuentran en el Anexo 8.
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Figura 18. Ejemplo de resultados obtenidos de las corridas. En este caso, se presenta el resultado de las
muestras EX15, genes analizados: ompA y avxA. El primer grupo de muestras que amplifican pertenecen a
ompA mientras que el segundo grupo de muestras son las muestras que amplifican para el gen avxA. Las lineas
rojas basales representan los controles negativos los cuales no presentan amplificaciéon y por lo tanto se
considera una corrida valida. La disposicion de las muestras dentro de la placa se encuentra en la regién
derecha de la imagen.



7.10. Analisis de resultados mediante 2-*2Ct

Los resultados del analisis de los datos mediante 2-22Ct se realizaron mediante la
comparacién de cada gen contra el gen normalizador previamente seleccionado por
cada grupo de muestras presentado en la Tabla 15 utilizando un solo gen
normalizador. Los resultados se presentan en niveles de veces de cambio de
expresion genética (fold change expression) comparado contra las cuatro distintas
condiciones en cada gen, a saber, el cultivo control realizado con caldo BHI, H:
condicion suplementada con FeCls, D: condicién deficiente de hierro utilizando 2,2’-
dipyridyl, y SC: condiciéon suplementada con sulfato de condroitina. Las barras de
error representan los valores de desviacion estandar (SD).

7.10.1. Expresion de los genes en fase exponencial y estacionaria de la cepa
COJ7 de A. paragallinarum

Dentro de los resultados obtenidos de los genes evaluados de la fase exponencial
y estacionaria de la cepa COJ7 se observé que, el gen avxA en fase exponencial,
se expres6O de manera similar al control en los tratamientos con condicion
suplementada con FeCls y condicién deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
pero en presencia de la condicion con sulfato de condroitina adicionado la expresion
fue menor que el control y los demas tratamientos. Por otra parte, en la fase
estacionaria, la expresion de avxA fue menor en todos los tratamientos con respecto
al control (Figura 19).
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Figura 19. Cambios en la expresion del gen avxA en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Para el caso de cdtA el mayor nivel de expresion comparado con el control se
presentd en la fase estacionaria en presencia de la condicidén deficiente de hierro
utilizando 2,2’-dipyridyl (Figura 20). Para el gen cdtB, el nivel de expresion fue mas
alto en el tratamiento con la condicidn deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl y
la expresion fue muy similar en ambas fases de crecimiento bacteriano. Por otra
parte, se observd una disminucion de la expresion con la condicion suplementada
con sulfato de condroitina en ambas fases de crecimiento (Figura 21). Finalmente,
para el gen cdtC los mayores niveles de expresion se presentaron en la fase
exponencial con la condicién deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl y en la
condicion suplementada con sulfato de condroitina en la fase estacionaria se
observd una disminucidn en la expresién con respecto al control (Figura 22). Todo
lo anterior puede observarse con mayor facilidad en la Figura 23, donde en general,
la expresion mas alta fue con la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-
dipyridyl incluyendo los tres genes que conforman el operon y en las dos fases de
crecimiento. Por el contrario, la menor expresion con respecto al control se observé
en la condicién suplementada con sulfato de condroitina tanto en los tres genes
como en los tres tratamientos sometidos.
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Figura 20. Cambios en la expresion del gen cdtA en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Figura 21. Cambios en la expresion del gen cdtB en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Figura 22. Cambios en la expresion del gen cdtC en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Figura 23. Cambios en la expresion de la Toxina Citoletal Distendente (CDT por sus siglas en inglés) en
A. paragallinarum cepa COJ7 en las dos fases de crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con
FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl, SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Con relacion al gen fur, la expresion en el tratamiento con la condicién deficiente de
hierro utilizando 2,2’-dipyridyl en la fase estacionaria fue significativamente mayor
con respecto al control, asimismo, se observé un nivel de expresion relativamente
alto con respecto al control en el tratamiento suplementado con sulfato de
condroitina en la misma fase de crecimiento (Figura 23).
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Figura 24. Cambios en la expresion del gen fur en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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En cuanto al gen pepN, en la fase exponencial, se observé un nivel de expresion
alto en el tratamiento suplementado con sulfato de condroitina con respecto al
control, sin embargo, para la fase estacionaria la expresion de este gen fue
sostenida mas no mayor con respecto al control (Figura 24).
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Figura 25. Cambios en la expresion del gen pepN en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Con relacion al gen chl1, los niveles de expresion fueron menores en los 3
tratamientos comparados con el control en la fase estacionaria y exponencial,
exceptuando al tratamiento con FeCls suplementado, donde se presenté un nivel de
expresion similar al control, pero con una desviacion estandar alta (Figura 25).
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Figura 26. Cambios en la expresion del gen chl1 en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Por otra parte, se observé un aumento de la expresion del gen chl2 con respecto al
control en la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl en la fase
estacionaria, sin embargo, no se considera significativo. Adicionalmente, se observo
una disminucion de la expresidon en el tratamiento suplementado con sulfato de
condroitina en la fase estacionaria. En el resto de los tratamientos la expresion se
observo de forma sostenida sin presentarse un aumento con respecto al control
(Figura 26). De forma global, en ambos genes se observé una disminucion en la
expresion con respecto al control en el tratamiento suplementado con sulfato de
condroitina, como se observa en la Figura 28.

47



chl2

2.500
c
RS
A 2.000
g
o
X 1.500
&
c 1.000
[4°]
<
[S)
2 I . '
2 i
(N

0.000

Control H D SC

Tratamientos

M Fase Exponencial ™ Fase Estacionaria

Figura 27. Cambios en la expresion del gen chi2 en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Figura 28. Cambios en la expresion de la condroitina liasa en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases
de crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-
dipyridyl, SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Para el caso del gen ompaA, la expresion fue significativamente alta con referencia
al control, en la fase estacionaria en la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-
dipyridyl y para el caso de la fase exponencial los niveles de expresion se
mantuvieron cercanos al del control (Figura 27).
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Figura 29. Cambios en la expresion del gen ompA en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Con relacién al gen hmtp210, los niveles de expresion mas altos comparados con
el control, fueron en la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl para la
fase estacionaria y para el tratamiento suplementado con sulfato de condroitina en
la fase exponencial (Figura 28). En el resto de los tratamientos el nivel de expresién
fue similar al control en las dos fases de crecimiento bacteriano.
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Figura 30. Cambios en la expresion del gen hmtp210 en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Por ultimo, en el caso del gen fhaB, el mayor nivel de expresion comparado con el
control se presentd en el tratamiento suplementado con sulfato de condroitina en la
fase exponencial. En el resto de los tratamientos y fases de crecimiento bacteriano
no se presentaron cambios significativos de expresion génica comparados con el
control (Figura 29).
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Figura 31. Cambios en la expresion del gen fhaB en A. paragallinarum cepa COJ7 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

7.10.2. Expresion de los genes en fase exponencial y estacionaria de la cepa
AVPG2015 de A. paragallinarum

Los resultados del analisis de los datos obtenidos de la cepa 2015 de A.
paragallinarum fueron procesados de la misma manera que para la cepa COJ7.
Primeramente, para el gen avxA no se observdé un aumento o disminucién
significativa de la expresion génica comparado con el control y en el caso del
tratamiento suplementado con sulfato de condroitina en la fase estacionaria los
valores de SD se observan elevados, por lo tanto, estadisticamente no pueden ser
considerados (Figura 30).
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Figura 32. Cambios en la expresion del gen avxA en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

En cuanto al gen cdtA, se observo un aumento en la expresion con respecto al
control en los tratamientos con suplementacién con FeCls y sulfato de condroitina
de la fase exponencial y en la fase estacionaria el mayor nivel de expresion fue el
del tratamiento con suplementacion con FeCls contrastando con la marcada
disminucién de la expresidn en el tratamiento adicionado con sulfato de condroitina
comparado con el control (Figura 31).
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Figura 33. Cambios en la expresion del gen cdtA en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Con respecto al gen CdtB, en la fase exponencial, no se observaron cambios
significativos de expresion con respecto al control. Por otra parte, se observd un
mayor nivel de expresion en el tratamiento con suplementacién con FeCls en la fase
estacionaria, asi como una marcada disminucion de la expresién comparado con el
control en el tratamiento suplementado con sulfato de condroitina (Figura 32).
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Figura 34. Cambios en la expresion del gen cdtB en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Dentro de lo observado para el gen cdtC, se presentd un mayor nivel de expresion
con respecto al control para los tratamientos con suplementacion con FeCls y la
condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl en la fase estacionaria y
exponencial respectivamente. En contraste se presentd un menor nivel de expresion
en el tratamiento suplementado con sulfato de condroitina en la fase estacionaria
(Figura 33). En los tres genes cdtA, CdtB y CdtC, los valores de SD observados en
la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl de la fase estacionaria se
consideran elevados por lo que estadisticamente no pueden ser considerados. De
manera global, los tres genes presentaron una mayor expresion con respecto al
control en la fase estacionaria del tratamiento con suplementacion con FeCls, y en
contraste, la menor expresion con referencia al control fue en el tratamiento
suplementado con sulfato de condroitina en la fase estacionaria en los tres genes
que conforman este operdn (Figura 36). Por otra parte, el gen fur presenté un el
mayor nivel de expresion en la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl
de la fase exponencial y en los otros tratamientos y fases los niveles de expresion
observados no son significativamente diferentes con respecto al control. El valor de
SD de la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl en la fase
estacionaria es elevado por lo que estadisticamente no pueden ser considerado
(Figura 34).
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Figura 35. Cambios en la expresion del gen cdtC en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Expresion de la CDT en la cepa 2015
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Figura 36. Cambios en la expresién de la Toxina Citoletal Distendente (CDT por sus siglas en inglés) en
A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con
FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl, SC: suplementado con sulfato de condroitina
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Figura 37. Cambios en la expresion del gen fur en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.




Con referencia al gen pepN, el mayor nivel de expresion fue en el tratamiento
suplementado con sulfato de condroitina de la fase exponencial, mientras que el
menor nivel de expresion observado con respecto al control fue en la fase
estacionaria con la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl. EL valor
de SD del tratamiento suplementado con sulfato de condroitina de la fase
estacionaria es elevado por lo que no pueden ser analizado (Figura 35).
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Figura 38. Cambios en la expresion del gen pepN en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Para el gen chl1, se obtuvo un valor de SD elevado en el control de la fase
estacionaria, por lo que el analisis de la fase, en su totalidad, no puede ser
considerado. La grafica puede ser consultada en el Anexo 9. Por otra parte, los
resultados del andlisis del gen chl1 en la fase exponencial presentaron un nivel de
expresion similares con respecto al control en todos los tratamientos sin observarse
cambios significativos (Figura 40). Para el gen chl2 se observé el mayor nivel de
expresion en la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl en la fase
estacionaria y en segundo lugar en el tratamiento suplementado con sulfato de
condroitina de la fase exponencial. En contraste, el menor nivel de expresion
observado comparado con el control fue en el tratamiento suplementado con sulfato
de condroitina de la fase estacionaria (Figura 36). Los resultados en conjunto
pueden observarse en la Figura 41.
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Figura 39. Cambios en la expresiéon del gen chl1 en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Figura 40. Cambios en la expresion del gen chl2 en A. paragallinarum en dos fases de crecimiento.
Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl, SC:
suplementado con sulfato de condroitina.



Expresion de la condroitina liasa en la cepa 2015
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Figura 41. Cambios en la expresion de la condroitina liasa en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases
de crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-
dipyridyl, SC: suplementado con sulfato de condroitina.

En el caso del gen ompA, los niveles de expresion fueron mas altos que el control
en los tratamientos con suplementacion con FeCls y sulfato de condroitina de la fase
exponencial y en la fase estacionaria se puede observo el mayor nivel de expresion
en el tratamiento con suplementacion con FeCls. También se observé un nivel de
expresion mas bajo en el tratamiento suplementado con sulfato de condroitina en la
fase estacionaria (Figura 37). Nuevamente, el valor de SD en la condicién deficiente
de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl en la fase estacionaria no permite que el resultado
sea considerado.
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Figura 42. Cambios en la expresion del gen ompA en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

Dentro de los resultados obtenidos para el gen hmtp210 se observo un mayor nivel
de expresion con respecto del control en el tratamiento suplementado con sulfato
de condroitina de la fase exponencial, seguido del tratamiento con suplementacion
con FeCls de la fase estacionaria. En contraparte, el menor nivel de expresion
observado fue en la condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl de la fase
exponencial (Figura 38). Ahora bien, con respecto al gen fhaB, los niveles de
expresion no fueron significativamente diferentes al control en todos los
tratamientos de las dos fases de crecimiento bacteriano. El valor de SD de la
condicion deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl de la fase estacionaria fue
elevado porque no se considera para el analisis de los resultados (Figura 39).
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Figura 43. Cambios en la expresion del gen hmtp210 en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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Figura 44. Cambios en la expresion del gen fhaB en A. paragallinarum cepa 2015 en dos fases de
crecimiento. Control: sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente de hierro utilizando 2,2’-dipyridyl,
SC: suplementado con sulfato de condroitina.

El resumen de los datos obtenidos en los cuatro tratamientos y las dos cepas de
A. paragallinarum se encuentran en la Tabla 16 y en la Figura 45.



Tabla 16.

Niveles de expresion de genes de A. paragallinarum.

COJ7 Exponencial

COJ7 Estacionaria

2015 Exponencial

2015 Estacionaria

Tratamiento VCE°? Tratamiento VCE Tratamiento VCE Tratamiento VCE
avxA avxA avxA avxA
Control 1.000 £0.081 Control 1.000 £0.132 Control 1.000 £0.294 Control 1.000 £0.480
Hierro 0.868 +0.390 Hierro 0.744 £0.107 Hierro 0.861 £0.220 Hierro 1.063 £0.152
Dipyridyl 0.947 £0.289 Dipyridyl 0.487 +0.161 Dipyridyl 0.583 +0.250 Dipyridyl 1.430 £1.083
Condroitina 0.520 +0.133 Condroitina 0.434 +0.190 Condroitina 0.711 £0.209 Condroitina 0.486 £1.381
cdtA cdtA cdtA cdtA
Control 1.000 £0.156 Control 1.000 £0.030 Control 1.000 £0.085 Control 1.000 £0.269
Hierro 1.092 £0.098 Hierro 0.704 £0.432 Hierro 1.310 £0.029 Hierro 1.846 £0.403
Dipyridyl 1.374 £0.264 Dipyridyl 2.308 £+0.191 Dipyridyl 1.273 £0.258 Dipyridyl 0.429 £1.073
Condroitina 0.972 £0.171 Condroitina 0.874 £0.200 Condroitina 1.587 £0.365 Condroitina 0.431 £0.100
cdtB cdtB cdtB cdtB
Control 1.000 £0.158 Control 1.000 £0.020 Control 1.000 £0.093 Control 1.000 £0.264
Hierro 1.030 £0.229 Hierro 0.740 £0.356 Hierro 1.194 £0.213 Hierro 1.792 £0.450
Dipyridyl 1.442 +0.184 Dipyridyl 1.509 +0.115 Dipyridyl 1.433 £0.382 Dipyridyl 0.481 £0.712
Condroitina 0.679 £0.132 Condroitina 0.620 +0.089 Condroitina 0.833 £0.175 Condroitina 0.270 £0.105
cdtC cdtC cdtC cdtC
Control 1.000 £0.215 Control 1.000 £0.395 Control 1.000 £0.128 Control 1.000 £0.251
Hierro 1.044 +0.213 Hierro 0.784 £0.305 Hierro 1.165 £0.125 Hierro 1.663 £0.250
Dipyridyl 1.541 £0.221 Dipyridyl 1.196 +£0.089 Dipyridyl 1.642 £0.287 Dipyridyl 0.450 £0.572
Condroitina 1.022 £0.134 Condroitina 0.650 +£0.093 Condroitina 0.779 £0.192 Condroitina 0.360 +£0.109
fur fur fur fur
Control 1.000 £0.520 Control 1.000 £1.885 Control 1.000 £0.392 Control 1.000 £0.044
Hierro 1.637 £0.148 Hierro 3.240 +2.506 Hierro 2.457 +0.455 Hierro 1.831 £0.820
Dipyridyl 3.631 £0.478 Dipyridyl 34.560+10.019Dipyridyl 4.282 +0.497 Dipyridyl 3.029 £7.199
Condroitina 3.571 £0.362 Condroitina 13.338 £3.008 Condroitina 2.459 +0.575 Condroitina 2.334 £0.057
pepN pepN pepN pepN
Control 1.000 £0.255 Control 1.000 £0.121 Control 1.000 £0.234 Control 1.000 £0.321
Hierro 1.283 +0.386 Hierro 0.687 £0.550 Hierro 1.561 £0.261 Hierro 1.625 +£0.364
Dipyridyl 1.414 £0.346 Dipyridyl 1.197 £0.268 Dipyridyl 1.486 £0.406 Dipyridyl 0.347 £0.112
Condroitina 2.294 +0.276 Condroitina 1.326 £0.164 Condroitina 1.894 £0.195 Condroitina 1.388 £2.278
chil1 chil1 chi1 chi1
Control 1.000 £0.433 Control 1.000 £0.787 Control 1.000 £0.266 Control 1.000 £3.997
Hierro 1.110 £1.087 Hierro 0.434 +0.183 Hierro 0.705 £0.318 Hierro 0.743 £0.388
Dipyridyl 0.372 £+0.234 Dipyridyl 0.816 £0.266 Dipyridyl 0.694 +0.556 Dipyridyl 8.925+19.183
Condroitina 0.215 +£0.043 Condroitina 0.343 £0.279 Condroitina 1.043 £0.368 Condroitina 0.052 £0.035
chi2 chi2 chi2 chil2
Control 1.000 £0.370 Control 1.000 £0.032 Control 1.000 £0.128 Control 1.000 £0.118
Hierro 0.869 +0.263 Hierro 0.925 +0.680 Hierro 1.117 £0.051 Hierro 1.323 £0.234
Dipyridyl 0.733 £0.139 Dipyridyl 1.439 +£0.539 Dipyridyl 0.617 £0.072 Dipyridyl 2.376 £1.047
Condroitina 0.681 £0.023 Condroitina 0.413 £0.096 Condroitina 1.818 £0.388 Condroitina 0.136 £0.030
ompA ompA ompA ompA
Control 1.000 £0.047 Control 1.000 £0.107 Control 1.000 £0.191 Control 1.000 £0.254
Hierro 1.061 £0.134 Hierro 0.685 +0.512 Hierro 1.550 £0.080 Hierro 1.686 £0.406
Dipyridyl 0.896 +0.091 Dipyridyl 2.544 +0.690 Dipyridyl 1.069 +0.162 Dipyridyl 0.310 £0.835
Condroitina 1.044 £0.142 Condroitina 1.271 £0.222 Condroitina 2.087 £+0.492 Condroitina 0.583 £0.191
hmtp210 hmtp210 hmtp210 hmtp210
Control 1.000 £0.180 Control 1.000 £0.171 Control 1.000 £0.064 Control 1.000 £0.264
Hierro 1.118 £0.371 Hierro 1.172 £0.322 Hierro 1.146 £0.033 Hierro 1.416 £0.139
Dipyridyl 0.994 +0.169 Dipyridyl 1.676 £0.123 Dipyridyl 0.497 £0.069 Dipyridyl 0.669 +0.294
Condroitina 1.649 +0.245 Condroitina 1.190 £0.113 Condroitina 1.760 £0.246 Condroitina 0.377 £0.541
fhaB fhaB fhaB fhaB
Control 1.000 £0.157 Control 1.000 £0.072 Control 1.000 £0.138 Control 1.000 £0.286
Hierro 1.275 £0.187 Hierro 0.929 +0.207 Hierro 1.132 £0.186 Hierro 0.927 +0.068
Dipyridyl 1.324 +0.228 Dipyridyl 1.548 +0.129 Dipyridyl 0.651 £0.227 Dipyridyl 2.371 £3.402
Condroitina 2.296 +0.243 Condroitina 1.356 £0.244 Condroitina 0.655 £0.193 Condroitina 1.088 £1.353

°VCE: veces cambio en la expresion.

4 Valoracion respecto a la amplificacién de los normalizadores.
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Figura 45. Cambios en la expresion de los genes de virulencia en las cepas COJ7 y 2015 de A. paragallinarum-fase exponencial y estacionaria. Los
cambios de expresion se grafican en las ordenadas y el tiempo en las abscisas. El desarrollo exponencial abarca de 6-12 horas y la estacionaria de 12 a 16 horas.
Normalizador: Control sin adiciones, H: suplementado con FeCls, D: deficiente en hierro, SC: suplementado con sulfato de condroitina.
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VIIl. DISCUSION

Los estudios previos de virulencia y patogenicidad de A. paragallinarum, como
causante de la “coriza infecciosa” llevaron a determinar la secuencia completa de
su genoma y a consolidar trabajos de gendmica comparativa con los genomas
disponibles en GenBank, observando en estos genomas la presencia de muchos
genes anotados como posibles genes de virulencia. Su correcta anotacién esta
asociada con su valoracion transcripcional, traduccional y de funcionalidad
bioldgica. En este trabajo se planted la estrategia de investigacion transcripcional
de 11 genes potencialmente relacionados con virulencia en A. paragallinarum. Para
ello se considerd que los analisis de niveles de expresion transcripcional mediante
el uso de la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real requieren el uso de genes
que se expresen de forma estable en diferentes condiciones experimentales o
tratamientos. Los genes son conocidos como genes de referencia, codifican
proteinas que son esenciales para mantener las actividades celulares en diferentes
tejidos y 6érganos en organismos eucariontes (Gutiérrez, et al., 2008). Sin embargo,
los niveles de expresion de los genes de referencia son solo condicionalmente
estables ya que varian dependiendo de las diferentes condiciones de crecimiento,
fases de crecimiento, especies o estimulaciones quimicas o fisicas. Por lo tanto,
cada condicion experimental particular, tiene sus genes de referencia de expresion
estable adecuados y ninguno de los genes de referencia comunmente utilizados es
considerado universal (Radonic, et al., 2004). En consecuencia, la eleccion de un
gen de referencia adecuado para la investigacion de expresion génica basada en
condiciones experimentales es fundamental para la validacién de los resultados. En
el analisis de validacidon de genes de referencia en A. paragallinarum realizado por
Wen, et al., en 2017, se determindé que los genes con el comportamiento mas
estable en la fase de crecimiento exponencial y estacionaria fueron atpD y recN
respectivamente, esto considerando un serogrupo B. Para el presente estudio, se
utilizé la cepa 2015, la cual pertenece al serogrupo B, ademas de la cepa COJ7, de
la cual, se desconoce el serogrupo al que pertenece. Con estas cepas los resultados
de busqueda de genes normalizadores en el presente estudio fueron parcialmente
diferentes a los de Wen, et al., 2017, ya que tanto para la fase exponencial como
estacionaria de la cepa 2015, el gen con mejor estabilidad deducida por el algoritmo
de NormFinder fue atpD mientras que para la cepa COJ7 los genes seleccionados
fueron rpoB y atpD para la fase exponencial y estacionaria respectivamente. Lo
anterior puede deberse a diversos factores, entre ellos, las condiciones de
crecimiento, que en nuestro estudio fueron ocho, cuatro en cada fase de
crecimiento: quizas la condicion mas extrema fue llevar a las células a un estado de
cultivo con bajas concentraciones de hierro. Las otras dos variaciones de cultivo
también fueron condicionantes de ajustes en la expresion genética, medio
enriquecido con hierro con posibilidad de aparicién de reacciones de femton y
cambio de fuente de carbono glucosa y sulfato de condroitina, en tanto Wen sélo
uso6 una condicion estandar en medio de caldo soya tripticaseina. Otro factor quizas
sea que nuestro analisis sélo fue hecho con el algoritmo de NormFinder, mientras
que Wen incluyo tres distintos algoritmos. Contrario a lo obtenido en el estudio de
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Wen, el gen recN no resultdé ser un gen de referencia estable para las distintas
condiciones de cultivo en nuestro estudio, quizas porque recN, un gen relacionado
con reparacion de dafio en el ADN tiene una menor tasa de expresion o porque no
hubo condiciones de requerimiento de este gen en nuestros cultivos, razén por la
que fue descartado del analisis de eleccion de genes normalizadores. Asimismo, el
gen 16S rRNA, un gen de referencia ampliamente utilizado para la clasificacion de
especies, tuvo alta abundancia en la transcripcion de ARNm, quizas por el alto
numero de copias por genoma y que estos genes cuentan con promotores muy
fuertes. Este gen en sentido opuesto a recN en expresién no se considerd un buen
candidato de gen de referencia, lo que coincide con los resultados de Wen y otros
estudios como el de Jacob, et al., 2011, donde se muestra que la cantidad de rRNA
presente en células es aproximadamente 85-90% del RNA total y que la regulacién
de la sintesis del rRNA es independiente del mRNA (Ye, et al., 2010) y ello podria
aumentar la probabilidad del error experimental en la RT-qPCR (Nicot, et al. 2005).
Finalmente, el gen atpD seleccionado como normalizador, se ha identificado como
un gen altamente conservado en la familia Pasteurellaceae, se usa comunmente
como biomarcador molecular para la categorizacién bacteriana (Christensen, et, al.,
2004) y la elaboracion del arbol filogenético de la familia Pasteurellaceae (Petersen,
et al., 2001), en este trabajo se consideré como una herramienta apropiada para la
investigacion.

Como se mencion6 anteriormente, Cdt es una genotoxina heterotrimérica codificada
por los genes cdtA, cdtB y cdtC en una disposicion de operén, en el que las
subunidades CdtA y CdtC, son responsables del transporte de la subunidad activa
CdtB, que lleva la actividad catalitica (Lara-Tejero y Galan, 2000). Hasta el
momento, no se conoce algun estudio de expresion génica similar al que
presentamos para la toxina Cdt en A. paragallinarum, sin embargo, lo conocido
hasta hoy si relaciona la funcionalidad de las toxinas Cdt con la necesidad de
expresion. En este estudio, los niveles de expresion que podemos observar para los
genes cdtA, cdtB y cdtC son notorios y mas altos que para los genes normalizadores
en ambas cepas en presencia o ausencia hierro, como se muestra en la tabla
resumen de AACT en el rango de 1.03 a 1.642 veces respecto al normalizador en
fase exponencial. Mientras que la expresion de Cdt en COJ7 se mantuvo alta en
niveles bajos de hierro. Cabe mencionar que la expresion mas alta fue la de CdtA
de la cepa COJ7 en el tratamiento deficiente de hierro, en la fase estacionaria. En
tanto que la cepa 2015 mostré una baja expresion de los tres genes en la fase
estacionaria con tratamiento de dipyridyl o condroitina. En general, el tratamiento
con sulfato de condroitina adicionado presento los valores mas bajos de expresion
geénica entre fases de crecimiento y cepas. Lo anterior probablemente debido a que
la célula no se encuentra en un estado de alto estrés metabdlico y no requiere tanto
de Cdt para la invasion de tejidos, caso contrario a lo observado con el tratamiento
con Dipyridyl, donde en general se observaron los niveles mas altos de expresion
en los tres genes, entre fases de crecimiento y cepas, exceptuando la fase
estacionaria de la cepa 2015 donde los valores AACT de expresién mas altos fueron
con hierro adicionado.

63



El regulador de la captaciéon de hierro, Fur, fue descrito originalmente como un
represor de la transcripciéon de genes involucrados en la importaciéon de hierro
(Ernst, et al., 1978). En condiciones de alto contenido de hierro, Fur, junto con el
correpresor Fe(ll), se une a una secuencia conservada de ADN (caja Fur) rio arriba
de un gen regulado e inhibe la union de la RNA polimerasa para evitar su
transcripcion. Al disminuir los niveles de hierro, Fe(ll) se libera de Fur, Fur se disocia
de la regién promotora, y se inicia la transcripcion (Carpenter, et al., 2009). Sin
embargo, existen multiples ejemplos de falta de correlacion entre la regulacion de
la expresidon génica dependiente de Fur y la presencia de una caja consenso Fur
(Mey, et al., 2005; Isabella, et al., 2008; Yu y Genco, 2012). Ademas, la regulacién
positiva dependiente de Fur de la expresidon génica puede ocurrir indirectamente a
través de small RNA (sRNA). Un estudio reciente demostro la presencia de varios
sRNAs en A. paragallinarum que tienen un potencial rol regulatorio en el
mantenimiento de la homeostasis del hierro (Huo, et al.,2021). Por otra parte,
aunque principalmente se ha descrito que Fur funciona en la homeostasis del hierro,
la regulacion génica dependiente de Fur se extiende mas alla de la represion
transcripcional de genes implicados en la importacién de hierro. Fur aumenta la
transcripcion de genes implicados en funciones biolégicas mas diversas, como la
resistencia al estrés oxidativo, homeostasis del pH, quérum sensing, secrecion tipo
[Il'y quimiotaxis (Carpenter, et al., 2009; Ellermeier y Slauch, 2008; Yu y Genco,
2012). Ademas, no todos los genes de utilizacién de hierro estan regulados por Fur,
lo que sugiere que aun no se han descubierto los mecanismos adicionales de
regulacion de la utilizacion de hierro. En nuestro estudio y conforme a lo esperado,
Fur mostré un incremento significativo de expresion en bajos niveles de hierro en
ambas cepas, aunque, en la cepa COJ7 los niveles de expresion fueron mas
pronunciados, alcanzando los valores mas altos observados de AACT en este
estudio, 34.560 con dipyridyl en la fase estacionaria. Por otra parte, en el tratamiento
con sulfato de condroitina los niveles de expresion fueron de hasta 13.338 veces
siendo la segunda condicion en la que se observd una sobreexpresion alta. Esto
probablemente se deba a que el tratamiento con sulfato de condroitina genere un
ambiente donde la captacion de hierro se vea afectada. Es importante notar que, en
contraste, el comportamiento de los niveles de expresion fue diferente entre cepas
ya que en la cepa 2015, se observé un nivel de expresion por encima del control en
el tratamiento con D para la fase exponencial y en el tratamiento con D para la fase
estacionaria se observo una SD fuera de lo estadisticamente aceptable por lo que
no podemos deducir un resultado concluyente. Este tipo de SD surgen como
resultado de la variabilidad entre las réplicas bioldgicas, las cuales posiblemente se
deban a factores como: a) errores metodoldgicos, como la poca homogenizacion de
las muestras al momento de realizar las réplicas bioldgicas o b) la variabilidad
inherente al comportamiento que presenta cada cepa de A. paragallinarumy que se
ha podido constatar a lo largo de los afios de estudio de este microorganismo en el
MIMOCE. Finalmente, cabe mencionar que las condiciones en las que se desarrolld
la totalidad de los experimentos fueron especiales debido a la pandemia por COVID-
19 por la que se estaba atravesando y por esta razon el experimento fue realizado
en colaboracién entre varias instituciones e instalaciones, circunstancia que pudo
derivar en el aumento de la variabilidad entre réplicas biolégicas observada.
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Las bacterias patdgenas producen muchas moléculas relacionadas con la virulencia
que participan en la adherencia, formacion de biofilm, citotoxicidad e invasion. Entre
estos factores de virulencia la hemaglutinina filamentosa Fha es de particular
importancia para el proceso de patogénesis en modelos bacterianos tales como
Acinetobacter baumannii y Bordetella sp. causantes de enfermedades respiratorias
graves tanto en humanos como animales. La hemaglutinina Fha es una importante
adhesina que es requerida para la colonizacion traqueal en modelos animales. Esta
proteina puede tener un tamano de 367 kDa sintetizada como precursor, la cual es
posteriormente procesada en una proteina madura de 220 kDa (Link, et al., 2007).
Fha se secreta a la superficie celular a través de un mecanismo de sistema de
secrecion de dos partes (TPS), en la cual la secrecion de FhaB a través de la
membrana externa se hace por medio de la proteina FhaC y FhaB adquiere su
conformacién madura final en la superficie de la célula. (Clantin, et al., 2004). La
proteina FhaB tiene distintos dominios de unioén involucrados en la adhesion celular.
El dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) de FhaB probablemente
permite la adherencia a las células epiteliales respiratorias ciliadas y a los
macrofagos (Liu, et al., 1997), aunque, también muestra una actividad similar a
lectina para unirse a heparina y el sulfato de dextrano, pudiendo posiblemente
interactuar con las células epiteliales no ciliadas, (Menozzi, et al., 1994). Sin
embargo, las proteinas Fha de las especies "clasicas" del género de Bordetella que
estan muy relacionadas, no son completamente intercambiables desde el punto de
vista funcional. A nivel transcripcional se sabe que la expresion de fhaB esta
controlada por el sistema de dos componentes BvgAS que responde a estimulos
ambientales como la temperatura o compuestos como MgSO* o acido nicotinico
(Beier y Gross, 2006). Para el ser humano Fha es un antigeno protector y esta
incluido en las vacunas contra la tosferina (Mattoo y Cherry, 2005), la investigacion
de expresion de este factor de virulencia en A. paragallinarum resulta ser muy
novedoso e interesante. En el presente estudio se observd que la transcripcion del
gen fhaB se ve mas influenciado por la presencia del Sulfato de condroitina en la
cepa COJ7, AACT=2.3, esto probablemente se deba a que FhaB responda a la
presencia de algunos carbohidratos especiales a causa del dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CRD) que posee, lo cual tendria relacion a nivel
transcripcional, pero esta hipétesis debera ser explorada en futuras investigaciones;
sin embargo, en la cepa 2015 esta aseveracidon no podria ser concluyente debido al
alto valor de la SD obtenida en el analisis y que, como se menciond anteriormente,
estos valores estan asociados a la alta variabilidad de las réplicas biolégicas. El gen
fhaB mostré mas cambios en la cepa 2015, en ausencia de hierro AACT=2.37, en
la fase estacionaria, aunque se puede argumentar poco al respecto, debido a la
presencia de una alta SD y que, ademas, poco es conocido acerca de las
propiedades de virulencia de A. paragallinarum a través de FhaB hasta este
momento. En este trabajo se reporta por primera vez la presencia del gen fhaB
(Uniprot Blastx e-value 0.0, ver imagen de busqueda en Anexo 10) y su posible
participacion como factor de virulencia en A. paragallinarum.

Con relacion a los genes de condroitina liasa, en primer lugar, cabe mencionar que
no hay en la literatura un estudio de transcripcién de chl/1y chi2 realizado bajo este
tratamiento, en A. paragallinarum, razén por la cual no existe un precedente de
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comparacién de los resultados obtenidos. En nuestro estudio, chl/1y chl2 mostraron
baja expresion transcripcional en COJ7 al cultivarse en medio suplementado con
sulfato de condroitina. Este hecho no coincide con lo esperado, ya que, a mayor
cantidad de sustrato suministrado se esperaria observar una mayor expresion del
transcrito que codifica esta enzima, si hubiera una respuesta inductiva de
transcripcion, en contraste, la mayor expresion observada fue en condiciones de
deficiencia de hierro, lo que pudiera inferirse como induccion de expresion que
responde a estimulos de expresién cruzados. En el caso de la cepa 2015, se
observo una expresion un poco mas alta en el tratamiento con Sulfato de condroitina
en fase exponencial (AACT=1.8) pero en el tratamiento con niveles de hierro
disminuido en fase estacionaria se observd la mayor expresion de esta enzima
(AACT=8.9). Derivado de lo anterior, se sugiere la probable existencia de procesos
de regulacién aun no claros que inducen que estos dos genes se estén expresando
no a mayor cantidad de sustrato (sulfato de condroitina) sino a condiciones que
estresan a la bacteria lo que significa que pudiera corresponder con genes
relacionados con la virulencia de la bacteria, ya que se inducen en un medio con
poco hierro, por consiguiente, estos genes se expresan para obtener recursos de la
célula hospedera. Estudios de actividad enzimatica serian necesarios para
descartar otras condiciones que podrian estar influyendo en los resultados de
expresion transcripcional aqui observados. Finalmente, falta mucho por saber
acerca del metabolismo del sulfato de condroitina en A. paragallinarum, por ejemplo,
la via o ruta metabdlica por la que se cataboliza este carbohidrato complejo o si
algun residuo del glucosaminoglicano es incorporado a las cubiertas de la bacteria.

Con base en las condiciones experimentales utilizadas en la presente investigacion,
cabe resaltar que la adicidon de dipyridyl y mas aun la adicién de Fe(lll) inducen la
transcripcion de muchos genes de virulencia de A. paragallinarum aqui
investigados. En relacion a la pureza de los reactivos, se sabe que varias fuentes
de carbono naturales, como son los carbohidratos de origen vegetal o animal,
pueden tener bajos porcentajes de pureza y que ello puede dificultar su valoraciéon
metabdlica precisa, tal es el caso de los glucosaminoglicanos de origen animal como
el acido hialurdnico, los derivados de acido sialico, sulfatos de condroitina y fucosa
(https://gnc.com.mx/catalog/product/view/_ignore_category/1/id/2862/s/gnc-flextrin-
glucosamina-y-condroitina/ 'y https://lambertsusa.com/producto/glucosamina-y-
condroitina/). Ademas, la disponibilidad comercial de estos productos depende de
la demanda y su adquisicion se vuelve incierta, por lo que su uso generalizado en
la investigacion se ve incierta
(https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/product/sigma/c4384;https://www.sigmaaldri
ch.com/MX/es/product/sigma/c6737). Ante tales circunstancias y habiendo
observado, que la adicibn de hierro lleva a cabo una funcién reguladora
parcialmente semejante a la que se puede observar con el sulfato de condroitina,
se podria considerar la sustitucion de este ya que el tratamiento con un i6n puede
generar un patrén de expresién similar al de la fuente de carbono de dificil
adquisicion como el sulfato de condroitina. Adicionalmente, en A. paragallinarum
varios experimentos hechos en el CICM han mostrado que esta bacteria es de dificil
cultivo y que las expresiones heterélogas de genes de fimbrias en el modelo E. coli
han resultado relativamente limitadas (Romero y Pérez, 2018), porque la expresion
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de los genes de A. paragallinarum han dado poco rendimiento para su valoracion
como inmunogenos individuales. Hoy con la posibilidad de sobre expresar genes de
virulencia de A. paragallinarum de forma homodloga con Fe(lll), se puede observar
un futuro mas prometedor para usar cultivos de A. paragallinarum con mejores
contenidos de proteinas de virulencia que puedan ser mejores bacterinas.
Considerando la sencillez del procedimiento de induccion de genes de virulencia
como blancos para su valoracidon inmunoldgica, esperamos ver pronto algunas
opciones de bacterinas mas eficientes que coadyuven a controlar de mejor forma la
Coriza Infecciosa respecto a escenario actual.
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IX. CONCLUSIONES

Se logré hacer cultivos para la comparacion de perfiles de expresion de genes de
virulencia entre las cepas AVPG2015 y COJ7 de A. paragallinarum. Las condiciones
de cultivo especificas fueron, BHI solo como control, reducido en hierro,
suplementado con hierro o sulfato de condroitina.

Se disefiaron 56 juegos de oligonucledtidos de los cuales fueron seleccionados 32
para hacer la amplificacion por RT-qPCR de 5 genes domésticos y 11 genes
relacionados con virulencia. EI 100% de los juegos de oligonucleotidos disefiados
amplificaron, generando un solo amplicon.

Se obtuvo RNA total de todas las muestras analizadas con sus triplicados. La media
de concentracion obtenida después del tratamiento con DNasas fue de 80.16+7.44
ng/uL con una media de pureza de 2.071£0.06 en una A260/280.

Se estandarizé y desarrollaron las RT-gPCR en todos los genes propuestos.
Se realizo el analisis estadistico conforme al método de 2-99CT.

Los factores de virulencia que se expresaron de forma significativa en la totalidad
del estudio fueron: Fur, Chl1, OmpA, Chl2 y FhaB.

Los mejores genes domésticos normalizadores para el estudio fueron rpoB 'y atpD
de acuerdo con el analisis estadistico realizado mediante el algoritmo de
NormFinder.

En los genes avxA de las dos cepas estudiadas se observo un rango de expresion
de 0.947 - 0.434 veces respecto al normalizador, lo que equivale al 10% del total de
genes de virulencia estudiados en este trabajo.

Aproximadamente el 90% (diez de once) de los genes de virulencia de A.
paragallinarum mostraron incrementos de expresion relativa en alguna de las
condiciones estudiadas.

El estudio de RT-gPCR mostré que los genes de virulencia analizados siempre se
expresan, aunque, el nivel de expresion varia en cada gen en funcion de las
substancias suplementadas en el medio de cultivo.

Se observan importantes variaciones de expresion entre fase exponencial y fase
estacionaria de los genes de virulencia analizados en A. paragallinarum, en funcion
de la cepa y de la condicién de cultivo, por lo que es importante cuidar la curva de
crecimiento en los estudios de expresion en una misma cepa o de comparaciones
entre cepas.
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La suplementacion con hierro afecta en el 65% de las condiciones probadas, el 56%
se afecta por el uso de 2-2’ dipyridyl, y 36% se afecta por la suplementacion con
sulfato de condroitina. Debido al costo de uso del sulfato de condroitina y a su
dificultad de adquisicibn se considera conveniente utilizar hierro para la
sobreexpresion de factores de virulencia en cultivos vacunales.
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X. PERSPECTIVAS

Hacer estudios de RT-qPCR en A. paragallinarum centrados en la suplementacién
y deplecion de hierro asociados a cultivos en experimentos moleculares
comparativos y de elaboracion de bacterinas.

Hacer estudios de RT-qPCR en A. paragallinarum centrados en la suplementacién
de otras fuentes de carbono para analisis de virulencia mas amplios.

Investigar a nivel de regulacion transcripcional la activacion de Fur en ausencia y
presencia de hierro ademas de los genes de avxA, chl1y chi2.
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Xll. ANEXOS

Anexo 1. Alineamientos realizados para los 28 juegos de oligonucleoétidos disefiados y sintetizados. En cuadro rojo Fw,
cuadro azul Rv1 (correspondientes al disefio 1) y en cuadro verde Fw2, cuadro turquesa Rv2 (correspondientes al disefio
2).
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Exoprotein
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Exoprotein

221 1380
2871 1377
72 1377
AVPG 2015 Doctor 1377
AVPG 2015 1377
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SA-3 1377
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221 150 T 1560
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BVPG 2015 Doctor 1a77
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FARPER 174 677
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Hps Complementario 1e77
Modesto Complementario 894
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Anexo 2. Distribucion a escala porcentual de la ubicacion de los juegos de oligonucledtidos disefiados.

Longitud [nt) Longitud (nt)

iy 150
. awnd E.AEI
it B45

® 13

Longitud (nt)

® ® ®
lesfin | @ @ o0 909 @ @
B ] 10 20 30 &) 50 ) 2 Ea) S0 o
it 1 ® ) = o009 L

TOTAL: 78 jueqos de primers

Longitud (nt)

o7 2.008

ampd |38
® | 058
@ el 0
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Anexo 3. Nomenclatura utilizada para la identificacion de las muestras de los distintos tratamientos de los experimentos

Etapa de
crecimiento

BHI+Cloruro
férrico

Sulfato de
Condroitina

BHI+Cloruro
férrico

Fase
estacionaria

Sulfato de
Condroitina

Tratamiento

H1EX7

H2EX7

H3EX7

C1EX7

C2EX7

C3EX7

H1ES7

H2ES7

H3ES7

C1ES7

C2ES7

C3ES7

Etapa de
crecimiento

BHI+Cloruro
férrico

Sulfato de
Condroitina

BHI+Cloruro
férrico

Fase
estacionaria

Sulfato de
Condroitina

Tratamiento

H1EX15

H2EX15

H3EX15

C1EX15

C2EX15

C3EX15

H1ES15

H2ES15

H3ES15

C1EX15

C2EX15

C3EX15
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Anexo 4. Resultados de las estandarizaciones de los oligonucledtidos atpD1, recN (disefio unico), hmtp210-1y 2, chl1-1
y2,chl2-1y 2, avxA1y 2, cdtB1y 2, pepN1y 2, thaB1y 2, ompA1y 2, cdtA1y 2, cdtC1y 2, gyrA1, atpD2, y fur (disefio

unico) con la concentracién de oligonucledtidos a 0.2 uM. Geles de agarosa tefiidos con SYBR GREEN, marcador de
peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

atpD reciN

Disenio 1

62°C
+ .

Tamano del fragmento: 175 pb Tamano del fragmento: 149 pb
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hmitp210 hmitp210

Diseno 1 Diseno 2

60°C 62°C 58°C 60°C 62°C

= + e

Tamano del fragmento: 157 pb  Tamano del fragmento: 119 pb
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Tamano del fragmento: 170 pb

Tamano del fragmento: 147 pb
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chl2

Diseno 1

Tamano del fragmento: 154

pb

Tamano del fragmento: 147
pb
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QUXA

Diseno 1

Tamano del fragmento: 147 pb

Tamano del fragmento: 131 pb
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cdtB

Diseno 1

60°C

Tamano del fragmento: 154 pb

cdtB

Diseno 2

Tamano del fragmento: 147 pb
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pepN

Diseno 1

58°C

170 205 B

Tamano del fragmento: 130 pb

pepN

Diseno 2

MFM

Tamano del fragmento: 110 pb
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fthaB fthaB

Diseno 1 Diseno 2

58°C

MPM. T

Tamano del fragmento: 144 pb Tamano del fragmento: 168 pb
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ompA* ompA

Diseno 1 Diseno 2

Tamano del fragmento: 167 pb Tamano del fragmento: 157 pb

*Se trabajo a una concentracion de 0.1 puM de primers y 25 ng de DNA.
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Tamano del fragmento: 166 pb Tamano del fragmento: 151 pb

*Se trabajo a una concentracion de 0.1 uM de primers y 25 ng de DNA.

102



cditC cdtC*

Diseno 1 Diseno 2

62°C 58°C

- MPM MPM + -

MPM

—
)
=1

'!l.'

Tamano del fragmento: 135 pb Tamano del fragmento: 102 pb

*Se trabajo a una concentracion de 0.1 pM de primers y 25 ng de DNA.
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oyrA

Diseno 1

alineamiento:58°C

0.4 uM de primers

MPM 2uL. DNA

100 —

Concentracion DNA: 50 ng/ul

0.2 uM de primers

T de

alineamiento:60°C

0.4 uM de primers | 0.2 uM de primers

1uL DNA 2uL DNA 1u] DNA

+os e

Tamano del fragmento: 159 pb
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T de

alineamiento:58°C

0.4 uM de primers

MPM 2pL DNA 1ul. DNA
+

Concentracion DNA: 50 ng/ul

0.2 uM de primers

2uL. DNA

1u1 DNA

T de

alineamiento:60°C

0.4 uM de primers | 0.2 uM de primers

2uL. DNA 1L DNA 2pLDNA  1plDNA
+ = + = + = + =

Tamano del fragmento: 152 pb
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T de T de

alineamiento:58°C alineamiento:60°C

0.4 pM de primers

MPM 2pL. DNA 1pL DNA
e = + -

100 —+

Concentracion DNA: 50 ng/ul

0.2 uM de primers 0.4 uM de primers | 0.2 uM de primers

2uLl. DNA 1plDNA  MPM 2yl DNA 1pL DNA 2uL DNA 1pl DNA
g e o + - + - + - + -

Tamano del fragmento: 131 pb
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Anexo 5. Los disefios 16S, cdtC 2, cdtA 1 y ompA 1 presentaron dimeros en la concentracion usada en los demas
disenos. Estos fueron trabajados a una concentracion mas baja de 0.1 uyM de oligonucledtidos y 25 ng de ADN. Se
muestra el resultado final del gen 76S.

=]
SEn—
- —1
| ——
L
[ == ]
L
® - -
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Anexo 6. Curvas de amplificacion de los genes normalizadores rpoB, gyrA, atpD y recN de los grupos de muestras EX7,
ES7, EX15 y ES15 para los 4 tratamientos.
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Anexo 7. Graficas de variacion intergrupo e intragrupo de los resultados obtenidos en los andlisis realizados por
NormFinder, excluyendo el gen recN. BHI: control, H: hierro suplementado, D: deficiente en hierro, SC: sulfato de

condroitina.
Variacion intergrupo EX7 Variacion intergrupo EX15
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Anexo 8. Ejemplos de resultados obtenidos de las corridas de todas las muestras para los genes propuestos de

virulencia.
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EX15 chl1-chl2
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Anexo 9. Se muestra los resultados obtenidos del andlisis de los resultados de 2-*2Ct del gen ch/1 de la fase estacionaria
de la cepa 2015 de A. paragallinarum.
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UNIPROT

Anexo 10. Se muestra los resultados obtenidos del BLASTX en plataformas como UNIPROT y NCBI de |la secuencia
identificada como fhaB de A. paragallinarum.

&« > C 8 ebi.ac.uk/Tools/services/rest/ncbiblast/result/ncbiblast-R20220916-222741-0649-15802551-p 1m/complete-visual-svg

blastx (version: BLASTX 2.12.0+)

Datsbase: uniprotkb_reforotswissprot

Sequence: NZ_LAEO01000011.1:c33712-25426 Avibacterium paragallinarum strain AVPG2015 Avpg2015_contig_11, whole genome shotgun sequence
Length: 7287

Fri, Sep 16, 2022 at 22:32:47
Fri, Sep 16, 2022 at 22:30:04

Sequence Match E-value Subject Match
1 7287 1 5550
ADADTTDFVE_BBURK Uncharacterized protein ... oo
ADA4RIEL Filamentous hemagghutini... 0.0
ANAELEYEL Filamentous hemagghutini... 0.0
11E-131 ©
15 —
EGKXK3_OPAST PT-WVEMM domai taini 0.0 N
ADA4£3TEMS_MANHA Hemolysin 0S=Mannhzimi 0.0
83E-118
TAES bP—
M4R502_BIETR Large excprotein involve... 0.0
I - 22E-112 |
—_— —_— 14ET72
—_ —_— 0.02
AMATTOAXTZ_EPAST Heme utilization protein... 0.0
I —_—d 32E-115 1|
[ —j  2.8E-67
- 0.2 | —
FRQEB2E_BPAST Filamentous hemagghul . 0.0 -
EGKOID_BPAST PTVENN domail tainin... 0.0 HE———
ADAZTACABS_BPAST Filamentous hemagghutini... 0.0
[ —_———{ 46E-108 |
AlA4R1G156_OPAST Filamentous hemagghutini... 0.0
—_— — 7.5E-Bf P————— e |
ADAZMIRWAS_OPAST Uncharacterized protein .. 0.0 ——
20E-27 W —_—

ADABLYYTWI_BBURK HintN domain-containing ...
ADADASAIDZ_OPAST Uncharacterized protain ...

oo

ofMo
&

ADATATNPHA_OPAST Uncharacterized protein ..

l

=
¢ m%_u'_.uguu

a

W

2TMBO03_PHOLL Haemsgg_sct domain-conta...

ADAINTIPFT_9ENTR Filamentous hemagghutini...

ADATWETHL1_OPAST Heme utilization protei
ADATVEIUSE_OPAST FTVENN domai tz

WOFIET_ADVMD  Putative filamentous hem... —_
W1UYDD_BFIRM Haemagg_sct domain-conta...
ADAZDOKNRD_SGAMM Hemaggiutinin-related pr. 1
QEJY30_MEIME Hemagglutininhemalysin-...
ANAZTNOGIR BEAMM hamannkiin —_
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NCBI

BLAST ® . blastx » results for RID-J9XJV4HX016 Home Recent Results Saved Strategies Help
Save Search Search Summary ~ @ How to read this report? &8 BLAST Help Videos DBack to Traditional Results Page
Job Title NZ_LAECO01000011.1:¢33712-26426 Avibacterium Filter Results
RID JOXIWAHXO1E6 Search expires on 09-18 0619 am  Download All ~

N Organism only top 20 will appear D exclude
Program BLASTX @ Citation ~
Database ar See details + | Type common name, binomial, taxid or group name |

=+ Add organism

Query ID lcl|Query_ 82667
Description NZ_LAEOO01000011.1:c33712-26426 Avibacterium parags ___ Percent Ildentity E value Query Coverage
Molecule type dna | | to | | | | to | | | | to |

Query Length 7287
Other reports  © [F= |
Graphic Summary Alignments Taxonomy

3 Feedback

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns ~  Show @
select all 100 sequences selected GenPept Graphics

TEEES SURMIENSS | S e Cover |value | Kdont | Lan | Accesson

- - - - - -

hemagglutinin repeat-containing_protein [Avibacterium paragallinarum] Avibacterium pa... 4761 4761 99% 0.0 100.00% 2428 WP_052716803.1
hemagglutinin repeat-containing protein [Avibacterium paragallinarum] Avibacterium pa... 4759 4759 99% 0.0 99.96% 2428 WP_168985394.1
hemagglutinin repeat-containing_protein [Avibacterium paragallinarum] Avibacterium pa... 4043 4043 87% 0.0 97.98% 2288 WP_052718536.1
hemagglutinin repeat-containing protein [Avibacterium paragallinarum] Avibacterium pa... 3623 3623 T77% 0.0 98.13% 1878 WP_130238563.1
hemagglutinin repeat-containing_protein [Avibacterium paragallinarum] Avibacterium pa... 3509 3509 76% 0.0 98.07% 2027 WP_130230965 1
filamentous hemagglutinin N-terminal domain-containing_protein [Avibacterium paragallinarum] Avibacterium pa... 3348 3348 67% 0.0 100.00% 1667 WP_124994878.1
filamentous hemagglutinin N-terminal domain-containing_protein [Avibacterium paragallinarum Avibacterium pa... 3345 3345 67% 0.0 100.00% 1654 WP_152436189.1
filamentous hemagglutinin N-terminal domain-containing_protein [Avibacterium paragallinarum] Avibacterium pa... 2842 2842 57% 0.0 98.22% 1407 WP_130261502 1
filamentous hemagglutinin N-terminal domain-containing_protein [Avibacterium paragallinarum Avibacterium pa... 2825 2825 57% 0.0 97.58% 1406 WP_115615838.1
hemagglutinin repeat-containing_protein [Aggregatibacter sp. oral taxon 513] Aggregatibacter ... 2568 2568 95% 0.0 60.82% 2477 WP_2491138951
hemagglutinin repeat-containing_protein [Haemophilus haemaolyticus] Haemophilus ha .. 2479 2479 87% 00 63.38% 2486 WP_1187917341
hemagglutinin repeat-containing protein [Haemophilus haemaolyticus] Hasmophilus ha... 2478 2478 87% 0.0 63.34% 2486 WP_192879127 1
hemagglutinin repeat-containing_protein [Haemophilus haemaolyticus] Haemophilus ha .. 2477 2477 87% 00 63.34% 2436 WP_118750166.1
hemagglutinin repeat-containing protein [Haemophilus haemaolyticus] Hasmophilus ha... 2455 2455 87% 0.0 62.59% 2437 WP_1188054831
hemagglutinin repeat-containing_protein [Haemophilus haemaolyticus] Haemophilus ha .. 2451 2451 87% 00 62.84% 2483 WP_118811553 1

126



Anexo 11. Se muestra los resultados obtenidos de la evaluacion de la presencia de DNA en las muestras mediante el
analisis de 16 muestras representativas del total de muestras, mismas que se trabajaron tanto en master mix con
retrotranscriptasa y master mix sin retrotranscriptasa en un experimento de RT-qPCR. Las muestras que amplificaron fueron
las que contenian la enzima retrotranscriptasa inversa y las que no contenian la enzima no amplificaron, comprobando asi
la ausencia de DNA en las muestras analizadas. CNA: Control Negativo de Amplificacion y CNE: Control Negativo de
Extraccion.
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