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RESUMEN  

La coriza infecciosa (CI) es una enfermedad cosmopolita, que puede causar 

pérdidas económicas importantes en países dedicados a la producción de huevo y 

carne de pollo. México es uno de ellos y para hacer frente a la enfermedad es 

importante combatir eficientemente al agente causal: la bacteria Avibacterium 

paragallinarum, modelo de estudio en la presente investigación. Para prevenir la 

CI, están disponibles las vacunas elaboradas con bacterias atenuadas. Sin 

embargo, se ha observado protección incompleta, pues existen diferentes 

serovariedades de A. paragallinarum que aparecen subsecuentemente en la 

cadena productiva de las granjas, con frecuentes reinfecciones de CI por falta de 

memoria inmunológica. Por tanto, es necesario recurrir a la antibioterapia y vigilar 

el comportamiento de resistencia y sensibilidad al tratamiento.  

El objetivo de este trabajo fue identificar los factores de virulencia de cepas de A. 

paragallinarum de reciente aislamiento, para comprender mejor el proceso 

patogénico de la CI. Para ello se hizo la secuenciación de los genomas con 

tecnología de nueva generación y la anotación pormenorizada de los genes, de 

acuerdo a la tendencia tecnológica actual. Con información actualizada se puede 

coadyuvar al desarrollo de nuevas herramientas inmunogénicas para combatir la 

CI, como bacterinas más eficientes. En el presente trabajo se reporta la secuencia 

de 16 genomas de cepas de A. paragallinarum utilizando las tecnologías Illumina y 

PacBio, además de la comparación entre estos. De estos genomas cinco fueron 

circularizados y dos registrados en GenBank. El análisis genómico comparativo, 

permitió identificar genes asociados con la virulencia, previamente descritos, tales 

como avxA, cdtB y un operón fimbrial, así como genes sin reporte previo o 

asociación con virulencia. 

Los genes anotados en este trabajo relacionados con la virulencia corresponden a 

procesos como: la adherencia, producción de bombas de expulsión, resistencia a 

fluoroquinolonas, producción de bacteriocinas, formación de cápsula, metabolismo 

de carbohidratos, proteasas, y sistemas toxina-antitoxina. Asimismo, se reporta el 

perfil de resistencia a antimicrobianos de las cepas investigadas.  
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I. INTRODUCCIÓN  

La familia Pasteurellaceae está constituida por bacterias patógenas de gran 

importancia para la producción animal y salud humana, poseen genomas 

relativamente pequeños y son capaces de sobrevivir a ambientes “extremos” como 

agua de bebederos de granja y temperaturas de refrigeración; de ese grupo un 

integrante importante en la microbiología veterinaria es Avibacterium 

paragallinarum (Christensen et al., 2014).  

Avibacterium paragallinarum es una bacteria Gram negativa pleomórfica, inmóvil, 

sin esporas, con dimensiones de 1 a 3 µm de longitud por 0.4 a 0.8 µm de ancho. 

Crece como gotas de rocío a 37°C en condiciones de microaerofilia en medios 

nutritivos como Infusión Cerebro-Corazón (BHI), medio Casman, medio Columbia, 

agar sangre y agar chocolate que deben ser enriquecidos con NADH (Terzolo & 

Moreira, 2005). De acuerdo con el esquema de antígenos y clasificación 

serológica de A. paragallinarum, Page diferenció tres serogrupos designados 

como A, B y C (Page., 1962); posteriormente Kume identificó siete serotipos (HA-1 

a HA-7) (Kume et al., 1983) y finalmente Blackall propuso nueve serovariedades 

distribuidas en tres serogrupos A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-3 y C-4 

(Blackall et al., 1990). A. paragallinarum es: catalasa (-), pigmento (-), oxidasa (-), 

ureasa (-), indol (-), microaerofilia (+), β-galactosidasa (+), arabinosa (-), galactosa 

(-), maltosa (+), manitol (+), sorbitol (V), sacarosa (V), trealosa (-), lisina 

descarboxilasa (-) y ornitina descarboxilasa (-) (Terzolo & Moreira, 2005). 

La enfermedad causada por A. paragallinarum es la Coriza Infecciosa (CI) un 

padecimiento avícola altamente contagioso. Esta enfermedad puede causar una 

disminución en la producción de huevo que va del 10 al 40%. Se encuentra 

distribuida en países de todo el mundo, la raza y la edad son considerados 

factores de riesgo (Swayne et al., 2013; Dereja et al., 2017), y tiene mayor 

incidencia en ciertos meses del año, quizás por el cambio de las condiciones 

climáticas (Crispo et al., 2019). 
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La infección con A. paragallinarum puede coincidir con infecciones por otras 

bacterias patógenas como Mycoplasma gallisepticum, Escherichia coli, Pasteurella 

multocida, Gallibacterium anatis, Ornithobacterium rhinotracheale y virus como 

Newcastle, dando origen a la CI complicada (Morales et al., 2016; Van et al., 

2019). Las aves con CI presentan signos y síntomas como decaimiento, 

estertores, estornudos, inflamación periorbitaria, senos inflamatorios hinchados, 

edema palpebral, ojos llorosos, secreción ocular y nasal, desorientación, torticolis 

y bajo peso (Crispo et al., 2019), aunque algunas aves infectadas no presentan 

signos clínicos (Dereja et al., 2017).  

Actualmente las técnicas tradicionales de cultivo, caracterización bioquímica y 

serología de A. paragallinarum son vigentes. Sin embargo, al ser un 

microorganismo “problemático o fastidioso” para su cultivo in vitro llega a ser difícil 

su caracterización de virulencia, por lo que los métodos basados en secuenciación 

de DAN o de genomas han ido ganando terreno, pues se obtiene información 

simultánea sobre su genotipo y grupo taxonómico, contenido de factores de 

virulencia y posibles mecanismos de interacción entre la bacteria y el hospedero, 

proporcionando un adelanto significativo en su caracterización (Comas et al., 

2020; Alföldi & Lindblad, 2013). 
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II. ANTECEDENTES  

2.1. Factores de virulencia  

La virulencia es la habilidad que posee un organismo para poder infectar a su 

hospedero y causar enfermedad, en esta habilidad subyacen los llamados factores 

de virulencia (FV). Los FV son moléculas de la bacteria que le ayudan a evadir las 

defensas del huésped para dañarlo y colonizarlo. Dependiendo del 

microorganismo patogénico podemos encontrar diferentes clases de FV. Unos 

pueden ser secretados, por ejemplo, las toxinas, enzimas y exopolizacaridos, otros 

pueden tener una función estructural en la superficie celular bacteriana como la 

cápsula, lipopolisacáridos, glicoproteínas o vesículas de membrana. Existen los 

que son apéndices de colonización, como fimbrias o adhesinas. O bien, pueden 

tener funciones regulatorias sobre redes de control de la expresión génica, 

mediadas por proteínas y RNAs no-codificantes (Sharma et al., 2017; Leitao, 

2020). A continuación, se describirán brevemente los FV investigados en A. 

paragallinarum.  

2.1.1. Toxinas RTX (Avx) 

Las toxinas RTX (Repetidos en la Toxina estructural) son toxinas de naturaleza 

proteica que forman poros en las células blanco, pueden tener actividad citotóxica 

y/o hemolítica. Estas toxinas son producidas principalmente por las bacterias 

Gram negativas patógenas incluyendo varias especies de la familia 

Pasteurellaceae (Frey & Kuhnert, 2002). La principal característica de las toxinas 

RTX es la presencia de repeticiones ricas en glicina y aspartato que unen calcio 

en la región C-terminal, estas repeticiones mantienen desplegada a la proteína 

RTX, para que sea reconocida su señal de secreción C-terminal por un sistema 

basado en transportadores de casete de unión a ATP (ABC), que permite la 

traslocación de los polipéptidos de RTX en un solo paso a través de un canal de 

secreción oligomérico que se extiende por la membrana, citoplasma, espacio 

periplásmico y la membrana externa sin un intermediario de secreción 

periplásmico (Koronakis et al., 1989). Cuando las repeticiones van emergiendo se 
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unen a los iones de calcio extracelulares y se activa la estructuración de las 

repeticiones, sacando la proteína de la bacteria e impulsando el plegamiento del 

resto de la proteína. Las repeticiones de RTX contribuyen a la adherencia, 

exportación, interacción y penetración del huésped, además de provocar lisis y 

muerte celular (Linhartová et al., 2010; Benz, 2016). 

Aunque las toxinas RTX pueden provocar hemolisis por la formación de poros en 

la membrana celular, sus objetivos específicos son los leucocitos que expresan 

integrinas β2 y que actúan como receptores específicos para las toxinas. Se ha 

demostrado que la unión a la fracción CD18 de las integrinas β2 con las toxinas 

RTX es específica del huésped (Frey, 2019), y después de ser absorbida por la 

célula diana se transportan a la mitocondria e inducen apoptosis (Atapattu & 

Czuprynski, 2005; Kisiela et al., 2010; Frey, 2011). 

El análisis del genoma completo de A. paragallinarum 221 mostró la presencia de 

un operón similar al de la toxina RTX, este operón está formado por cuatro genes, 

avxC, avxA, avxB y avxD (Pan et al., 2012). avxC es el gen activador, avxA el gen 

estructural y avxBD son los genes que codifican para un sistema de secreción tipo 

I. AvxA tiene dos dominios, el N-terminal es homólogo a una serin proteasa y el C-

terminal homólogo a una citotoxina, este último dominio está formado por 11 

repeticiones ricas en glicina que se unen a iones de Ca2+. Ambos dominios se 

separan entre sí, la actividad de serin-proteasa no se ha evaluado a diferencia de 

la RTX, AvxA pertenece a las toxinas RTX de autoprocesamiento multifuncional 

(Küng & Frey, 2013). AvxA es un factor de virulencia común en todos los serotipos 

de A. paragallinarum y tiene un rol clave en la patogénesis de la bacteria, por su 

capacidad para inducir una fuerte respuesta inmunológica podría ayudar al 

desarrollo de vacunas eficientes (Küng & Frey 2013, Frey, 2019).  
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2.1.2. Toxina Distensora Citoletal  

La toxina distensora citoletal (CDT) ha sido estudiada en bacterias Gram negativas 

patógenas, se le cataloga como genotoxina por actuar sobre el material genético. 

Su actividad es mediada por tres polipéptidos, CdtA, CdtB y CdtC, codificados por 

los respectivos genes cdtA, cdtB y cdtC. Sin embargo, algunos estudios han 

demostrado que CdtB sola es suficiente para causar un arresto del ciclo celular en 

las fases G2/M pues tiene actividad DNasaI, pero es más potente en presencia de 

CdtA y CdtC (Shenker et al., 2004; Shima et al., 2012). CDT detiene el ciclo celular 

dando como resultado la distensión del núcleo y el citoplasma, seguido de la 

muerte celular apoptótica (Jinadasa et al., 2011). En el genoma de A. 

paragallinarum de las cepas 221, H8 y TW07 se identificaron los genes 

toxigénicos cdtABC. El extracto del lisado libre de células de TW07 mostró 

actividad citolítica en líneas celulares HeLa y de fibroblastos de embrión de pollo y 

la proteína recombinante CdtA-AVPG mostró actividad de DNasa (Chen et al., 

2014).  

CDT es considerada un factor de virulencia capaz de atravesar la capa mucosa o 

epitelial del huésped, además suprime el sistema inmune y promueve la respuesta 

proinflamatoria, por lo que se sugiere que es clave en las primeras etapas de la 

infección. En infecciones por Aggregatibacter actinomycetemcomitans la CDT se 

propone que contribuye a la persistencia de la enfermedad (DiRienzo, 2014); es 

probable que la respuesta proinflamatoria proporcione fragmentos de proteína 

tisular y hemina que cubren las necesidades nutricionales de la bacteria (Shenker 

et al., 2015).  

La investigación del efecto citotóxico de CDT de bacterias de diferentes géneros 

ha mostrado que cada una de estas toxinas se incorpora a las células blanco por 

vías diferentes, después de reconocer receptores específicos, por ejemplo, 

carbohidratos, contenido de colesterol y el linaje celular del huésped infectado 

(McSweeney & Dreyfus, 2005; Eshragui et al., 2010; Gargi et al., 2013). 
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2.1.3. Fimbrias  

En bacterias Gram negativas y en A. paragallinarum se han identificado fimbrias 

como factores de virulencia. Las fimbrias son orgánulos formados de largos 

polímeros de proteínas que se localizan en la superficie celular y juegan un papel 

importante durante la infección pues contribuyen en la adherencia, colonización, 

tropismo tisular y formación de biopelícula (Wurpel et al., 2013; Kudirkiene et al., 

2014). Algunas fimbrias son ensambladas y secretadas por un sistema 

Chaperona-Usher (CU) (Gaibel & Waksman, 2014; Liu et al., 2016). Los genes 

fimbriales generalmente están agrupados en operones y codifican cuatro 

componentes; una chaperona periplásmica que ayuda al plegamiento de las 

subunidades fimbriales, la llamada usher, que es proteína integral de membrana 

externa para facilitar la liberación y secreción de dos proteínas fimbrias, la 

subunidad fimbrial principal y la adhesina (Nuccio & Bäumler, 2007). 

En A. paragallinarum se identificó un gen que codifica para la proteína fimbrial 

FlfA, el gen se clonó en un vector de expresión, la proteína recombinante se 

expresó y purificó. En ensayos realizados en pollos se observó que la proteína 

recombinante inducía protección contra la coriza infecciosa. Además, las cepas 

mutantes nulas (knockout) del gen flfA mostraron ser menos virulentas que las 

cepas silvestres (Liu et al., 2016). Resultados similares han sido reportados con 

Gallibacterium anatis. Esta bacteria que produce fimbrias F17 y las utiliza como 

importante factor de virulencia para colonizar y hacerle daño al hospedero. En este 

microorganismo se han identificado hasta tres operones fimbriales CU por cepa, 

observando que los genes que codifican las subunidades fimbriales y las 

adhesinas son más diversos en secuencia. Esto le representa a la bacteria mayor 

versatilidad para expresar fimbrias en diferentes condiciones y poder interactuar 

con varios tipos de células del huésped (Kudirkiene et al., 2014). Respecto a la 

secuencia de usher, esta es más conservada y al ser la plataforma de secreción 

es un potencial blanco terapéutico, pues se ha propuesto el uso de inhibidores de 

moléculas pequeñas que se dirijan al proceso de secreción con el fin de evitar la 
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expresión de las fimbrias en la superficie de la bacteria para evitar la adhesión, 

colonización y formación de biopelícula (Werneburg & Thanassi, 2018). 

2.1.4. Hemaglutinina  

Con frecuencia se observa que los microorganismos colonizan diferentes células 

del huésped por adherencia superficial y formación de biopelículas a través de 

proteínas con actividad de hemaglutininas (Wang et al., 2014). En A. 

paragallinarum se determinó que la proteína HMTp210 es el principal antígeno 

hemaglutinante (HA). La cepa mutante en HA mostró disminución en su capacidad 

de adhesión a cultivos de células HeLa y formación de biopelícula, y resultó ser 

menos virulentas que la cepa silvestre (Wang et al., 2014). También se determinó 

que la actividad de HMTp210 varía entre las cepas analizadas, y se propone que 

esto se debe al diferente contenido de la proteína HA en la superficie de las 

bacterias (Wang et al., 2014; Wu et al., 2011). 

En la estructura de las HA de A. paragallinarum se han reportado regiones 

hipervariables cuya antigenicidad es específica de cada serovariedad. En ensayos 

de inmunizaron de pollos con proteínas HA recombinantes que contenían la región 

hipervariable se observó una tasa de protección contra A. paragallinarum que 

varió del 83 al 100%, esto sugiere que la región hipervariable de las HA es útil 

como vacuna (Wu et al., 2011; Sakamoto et al., 2013).  

En otro estudio se identificó y purificó un antígeno de HA mediante un anticuerpo 

monoclonal inhibidor de la hemaglutinación. La secuencia N-terminal del antígeno 

se identificó como una hemaglutinina de la familia de proteínas de membrana 

externa (OmpA) con funcionan de adhesina (Hobb et al., 2002). Con base en 

varios experimentos de hemaglutinación se propone que esta prueba depende de 

la expresión de las hemaglutininas y de que estas interactúen exitosamente con 

los receptores de los eritrocitos y que la hemaglutinación variará en dependencia 

del tipo de eritrocitos utilizados, por ejemplo, de aves, mamíferos o ambos (Montes 

et al., 2016, Zepeda et al., 2009).  
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2.1.5. Cápsula 

La cápsula es uno de los componentes superficiales de algunas bacterias, la cual 

les permite interactuar con su entorno, es una barrera y un mecanismo de 

protección ambiental (Harper et al., 2012). Esta cubierta celular está constituida 

por unidades repetidas de glucosaminoglicanos (GAG), unidas por varios tipos de 

enlaces glucosídicos y eso la hace compleja (Taylor & Roberts, 2005), esta 

diversidad permite que cada tipo de célula capsulada diferente pueda relacionarse 

con un huésped específico. En cepas de A. paragallinarum se encontraron dos 

grupos de genes que codifican para cápsula, uno que contiene genes para la 

síntesis de condroitina y otro que contiene genes para la síntesis de heparosano 

(Wu et al., 2010).  

La cápsula le proporciona a las bacterias tolerancia a la desecación, adherencia, 

resistencia a la fagocitosis, protección contra la muerte mediada por el 

complemento, resistencia a la actividad bactericida entre otras, estas 

características hacen que tenga un papel relevante en la virulencia. (Taylor & 

Roberts, 2005; Harper et al., 2012). En A. paragallinarum se demostró que las 

cepas carentes de cápsula tuvieron mayor capacidad de adhesión y formación de 

biopelículas, pero también fueron menos virulentas (Tu et al., 2015).  

2.1.6. Proteasas 

Las bacterias patógenas pasan por situaciones de estrés dentro del hospedero, es 

por ello que deben mantener un control de sus proteínas y de las proteínas del 

huésped; para poder lograrlo necesitan de las proteasas (Ingmer & Brondsted, 

2009; Aljghami et al., 2022). Las proteasas son importantes para la adquisición de 

nutrientes, división celular, procesamiento de proteínas, señalización, degradación 

de proteínas, liberación de aminoácidos, y evitar el sistema inmune del hospedero; 

la función que desarrollen dependerá del entorno en el que la bacteria se 

encuentre (Huston, 2010). De acuerdo a la composición de su sitio activo y el 

mecanismo de catálisis, las proteasas se clasifican en: aspártico, asparagina, 
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treonina, glutamato, serina, cisteína, y metaloproteasas, siendo las últimas tres las 

más abundantes en bacterias (Figaj et al., 2019). 

En bacterias de la familia Pasteurellaceae se han identificado metaloproteasas 

(García et al., 2005). En A. paragallinarum se identificó la secreción de 

metaloproteasas en cultivos que carecían de suero; estas proteasas degradaron 

parcialmente IgG de pollo, por lo que podrían ser consideradas como un factor de 

virulencia, que permite a la bacteria evadir el sistema inmune del hospedero y 

obtener nutrientes, contribuyendo así al desarrollo de la coriza infecciosa (Rivero 

et al., 2005).  

2.1.7. Condroitin liasas  

Los glucosaminoglicanos (GAG) son polisacáridos lineales complejos que se 

clasifican en: hialuronato, sulfato de condroitina (CS)/sulfato de dermatán (DS), 

sulfato de heparán/heparina y sulfato de queratán (Hernáiz & Linhardt, 2001). El 

sulfato de condroitina es el sustrato de las condroitin liasas, y es un 

heteropolisacárido compuesto por unidades repetidas de N-acetil-D-galactosamina 

y ácido D-glucurónico, estos disacáridos se pueden sulfatar en la posición 4 o 6 

del residuo de N-acetilgalactosamina. Las clases principales de CS son CS-A (4-

sulfato de condroitina), DS (CS-B) y CS-C (6-sulfato de condroitina) (Volpi, 2019). 

Este polisacárido se encuentra en tejidos conectivos de mamíferos, especialmente 

en cartílago, piel, vasos sanguíneos, ligamentos y tendones; su función es dar 

estructura a los órganos y tejidos, además de tener participación en funciones 

biológicas como la inflamación y la reparación de heridas (Volpi, 2006). 

Las condroitin liasas son enzimas capaces de despolimerizar polisacáridos, y son 

importantes para los microorganismos patógenos en procesos de adhesión, 

migración y proliferación. Se han caracterizado cuatro clases de condroitina liasas, 

cada una de ellas actúa sobre un sustrato específico como se muestra a 

continuación (Hernáiz & Linhardt, 2001; Hong et al., 2002).  
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Sustrato Enzima 

Condroitina-4-0-sulfato 

(sulfato de condroitina A) 
● Condroitin liasa ABC 

● Condroitin liasa AC 

Dermatán sulfato        

(sulfato de condroitina B) 
● Condroitin liasa ABC  

● Condroitin liasa B 

Condroitina-6-0-sulfato 

(sulfato de condroitina C) 
● Condroitin liasa ABC 

● Condroitin liasa AC  

● Condroitin liasa C 

En investigaciones previas se determinó que las condroitin liasas ABC tienen 

actividad óptima a pH=7,0 y 40°C, y las condroitin liasas AC a pH=5.7-6.0 y 45-

50°C. Las condroitin liasas ABC puede ser ABC endoliasa y ABC exoliasa, de 

igual manera las condroitin liasas AC pueden ser AC-I (endoliasa) y ACII 

(exoliasa) (Hong et al., 2002). Estas enzimas se han descrito como factores de 

virulencia en microorganismos patógenos de peces como Edwardsiella picicida y 

Flavobacterium columnare, entre otras (Xie et al., 2005; Leung et al., 2019).  

2.2. Tecnologías de secuenciación de DNA genómico 

Las tecnologías de secuenciación de ácidos nucleicos avanzan constantemente, 

dando lugar a la recopilación masiva de datos del genoma, esto ha permitido 

avanzar en la investigación biológica y molecular, pues brinda varias ventajas 

como el costo experimental bajo, rapidez y mayor alcance y profundidad de 

investigación a nivel de laboratorio. Las tecnologías de secuenciación se clasifican 

de acuerdo a la longitud de lecturas que generan, concomitantemente con la 

marca registrada de la tecnología utilizada (Mardis, 2013; Hu et al., 2021), en este 

proyecto nos enfocaremos en: tecnologías de lectura corta o de “segunda 

generación” y tecnologías de lectura larga o de “tercera generación”, 

representadas por Illumina y Pacific Biosciences, respectivamente.   

.   
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2.2.1. Illumina  

Las tecnologías de segunda generación como es Illumina se basan en una técnica 

conocida como “amplificación puente”, que comienza con la fragmentación del 

DNA para posteriormente ligar adaptadores en cada extremo de estos fragmentos, 

estos adaptadores se usan como sustrato para reacciones de síntesis de 

amplificación repetida, en un soporte sólido que contiene secuencias de 

oligonucleótidos complementarias al adaptador ligado (Mardis, 2013). El DNA se 

somete a rondas de amplificación y durante la reacción de síntesis se incorporan y 

se detectan nucleótidos con una etiqueta fluorescente diferente para cada una de 

las cuatro bases, son estos mismos nucleótidos los que terminarán la síntesis de 

cada reacción, pues tienen acoplado un terminador reversible; cada que un dNTP 

marcado con fluorescencia se incorpora a la cadena de ácido nucleico se obtienen 

imágenes de la señal fluorescente resultante, las reacciones se repiten durante 

300 o más rondas (Slatko et al., 2018). Una ventaja de Illumina es que se pueden 

secuenciar ambos extremos de un fragmento de DNA, aumentando la calidad y 

cobertura de las lecturas-secuencias. Esta es la tecnología base por base más 

precisa del mercado pues solo tiene una tasa de error del 0,1%. Una desventaja 

es que, al generar lecturas cortas, la tarea de reconstrucción del genoma se 

vuelve compleja (Goodwin et al., 2016; Hu et al., 2021). 

2.2.2. Pacific Biosciences  

La secuenciación de tercera generación es capaz de secuenciar moléculas largas 

de DNA o RNA. Pacific Biosciences (PacBio) también conocida como SMRT 

(Single Molecule Real Time), permite la secuenciación de fragmentos de 30-50kb. 

En el método SMRT se une una DNA polimerasa con el DNA que se va a 

secuenciar, la reacción ocurre en un chip “SMRT Cell” que tiene muchos poros 

pequeños llamados ZMW (Zero Mode Waveguide). ZMW guía la energía de la luz 

hacia un área cuyas dimensiones son pequeñas, en comparación con la longitud 

de onda de la luz que ilumina, esto permite que la imagen ocurra solo en la parte 

inferior de la ZMW donde la DNA polimerasa, unida al DNA, incorpora cada base 

en una cadena creciente. (Slatko et al., 2018; Hu et al., 2021). Los cuatro 
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nucleótidos están marcados con diferentes fluoróforos enlazados con fósforo para 

la detección diferencial. Al unirse cada nucleótido a la polimerasa se produce un 

pulso de luz característico, este pulso es capturado en una “película”. Los pulsos 

de luz se interpretan como secuencia de nucleótidos y esta secuencia es llamada 

“Lectura larga continua” (Hu et al., 2021). 

Dentro de las ventajas de la secuenciación PacBio es que puede medir la tasa de 

adición de cada nucleótido durante la síntesis, denominada Inter Pulse Duration 

(IPD). Los nucleótidos con metilaciones de adenina y citosina cambian la IPD y se 

pueden identificar como bases modificadas, dando así ventajas en estudios 

epigenéticos. Otra ventaja es que proporciona lecturas largas que facilitan el 

ensamble del genoma. Sin embargo, una desventaja es que tiene una tasa de 

error alta, aunque esto se puede corregir si se combinan lecturas PacBio con 

lecturas de Illumina para aumentar la precisión (Rhoads & Fai 2015; Slatko et al., 

2018). 

2.3. Análisis y comparación de genomas  

De forma breve se puede decir que un genoma es la información genética total de 

un organismo o célula, que se encuentra almacenada en los ácidos nucleicos. 

Para poder conocer de manera precisa esta secuencia, se han desarrollado 

tecnologías de secuenciación que cada día son más eficientes y precisas, algunas 

de ellas mencionada previamente (Goldman & Landweber, 2016; Giani et al., 

2020).  

El resultado producido por los aparatos de secuenciación son secuencias 

conocidas como lecturas. Estas deben ser ordenadas por sobrelapamientos de 

similitud para deducir la secuencia completa del genoma, a este proceso se le 

conoce como ensamble del genoma. La reconstrucción o ensamble debe anotarse 

apropiadamente para conocer la función de los genes (Giani et al., 2020). El 

análisis de la anotación brinda información bioquímica, molecular y funcional de 

las células, y en la microbiología, sobre cómo las bacterias se comportan 

metabólicamente, evolucionan e interactúan con el ambiente, entre sí y con sus 
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anfitriones (Loman & Pallen, 2015; Heather & Chain, 2016).  Debido a la 

relevancia de la información que quiere obtener, es importante que la secuencia 

se reconstruya lo más completa y libre de errores posibles, actualmente esto se 

logra, pues las tecnologías de secuenciación y sus resultados son cada vez de 

mejor calidad (Loman & Pallen, 2015; Giani et al., 2020). 

Con genomas bien reconstruidos como contigs, scafolds o totalmente completos, 

se puede hacer análisis de genómica comparativa y conocer las variaciones entre 

grupos de genes o subsistemas moleculares, por ejemplo, de patogénesis. La 

genómica comparativa es un campo de investigación que se ha desarrollado con 

herramientas computacionales que permiten conocer genes que se conservan o 

son comunes entre especies, linajes o cepas, y de esta manera comprender los 

cambios evolutivos entre microorganismos, también nos permite conocer los 

genes únicos de cada organismo o sus características moleculares particulares 

(Sivashankari & Shanmughavel, 2007; Touchman, 2010).  

El conocimiento molecular de rasgos de virulencia, asociado a la disponibilidad de 

genomas ayuda al diseño de nuevas herramientas, medicamentos y vacunas para 

combatir enfermedades infecciosas como la CI (Loman & Pallen, 2015). 
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III. JUSTIFICACIÓN 

Avibacterium paragallinarum es un microorganismo con baja proliferación en 

medios de cultivos sintéticos a pesar de proporcionarle nutrimentos especiales que 

esta bacteria no puede sintetizar; esto hace largo y costoso su cultivo in vitro. 

Forma colonias muy pequeñas que en primoaislamiento pueden ser fácilmente 

cubiertas por otras bacterias del microbioma presente en la muestra. Esta bacteria 

produce coriza infecciosa, y puede afectar a la industria avícola produciendo 

importantes pérdidas económicas. Por ello es de suma importancia conocer los 

mecanismos de patogenicidad y virulencia, y los genes involucrados, que permitan 

controlar de forma eficiente la coriza infecciosa utilizándolos como nuevos 

inmunógenos en las vacunas o bacterinas. Actualmente se conocen un grupo de 

estos genes y es probable que existan genes no estudiados o no descubiertos que 

pudieran ser un blanco para combatir la enfermedad. Es poco en trabajo genético 

que se ha hecho hasta la fecha porque A. paragallinarum es un organismo 

recalcitrante a la transformación y muy sensible a los procedimientos 

convencionales de transformación genética. Actualmente la metodología de 

secuenciación masiva de ácidos nucleicos representa una herramienta poderosa 

para solventar los problemas de investigación genética de A. paragallinarum, así 

podremos conocer todo el contenido de genes en corto tiempo y posiblemente el 

papel que estos juegan en la patogenicidad producida por la bacteria. 

Consecuentemente, la interpretación de esta información implica un importante 

reto que debe combinar métodos computacionales y experimentales. 
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IV. OBJETIVOS  

 

Objetivo general  

 

Caracterizar molecularmente nuevos rasgos y genes de virulencia a partir de 

aislados recientes de Avibacterium paragallinarum obtenidos de aves de granja. 

 

Objetivos específicos  

 

❖ Obtener cepas de Avibacterium paragallinarum de aves de granja.  

❖ Secuenciar los genomas de 18 cepas, ensamblar, anotar y hacer la 

comparación de los genomas. 

❖ Predecir genes involucrados en la virulencia y genes nuevos en A. 

paragallinarum. 

❖ Evaluar los genes predichos potencialmente relacionados con virulencia (la 

utilización de diferentes fuentes de carbono y la resistencia a antibióticos de 

A. paragallinarum 

❖ Proponer primers que sean útiles para hacer estudios con PCR de genes 

potencialmente relacionados con virulencia, que codifican para las toxinas 

AvxA, CDT y genes que codifican para fimbrias. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1. Cepas bacterianas  

 

Tabla 1. Cepas de A. paragallinarum secuenciadas en este proyecto. 

Cepas Fenotipo 

MIMOCE-ICUAP 

Medios de cultivo 

 

Origen 

Avpg1 virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

virulento 

 

  

Agar Sangre (BHI agar 

enriquecido con 5% sangre 

de carnero) con estría 

nodriza de Staphylococcus 

sp. 

 

Agar Infusión Cerebro 

Corazón (BHI BD Bioxon) 

enriquecido con suero de 

caballo (Biowest) 5%, 

NADH (Sigma Aldrich) 10 

µg/µl y sulfato de 

condroitina 4 mg/ml. 

 

Medio Líquido 

Infusión Cerebro Corazón 

(BHI BD Bioxon) 

enriquecido con suero de 

caballo (Biowest) 5% y 

NADH (Sigma Aldrich) 10 

µg/µl. Opcionalmente 

enriquecido con sulfato de 

condroitina. 

 

 

BIOVETSA 

Avpg2 BIOVETSA 

Avpg3 BIOVETSA 

Avpg4 BIOVETSA 

Avpg5 BIOVETSA 

Avpg6 BIOVETSA 

Avpg7 BIOVETSA 

Avpg8 BIOVETSA 

Avpg9 BIOVETSA 

Avpg10 BIOVETSA 

ESV-135 FES Iztacala UNAM 

AVPG2015 FES Iztacala UNAM 

CL FES Iztacala UNAM 

CT FES Iztacala UNAM 

5lab FES Iztacala UNAM 

6lab FES Iztacala UNAM 
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5.2. Condiciones de crecimiento y extracción de DNA genómico  

Las cepas de A. paragallinarum se sembraron en agar sangre con estría nodriza 

de Staphylococcus sp. he incubaron a 37°C por 24 h, de estos cultivos se tomó 

una asada y se inoculó en 3 ml de medio BHI enriquecido (suero de caballo 5% y 

NADH 10 µg/µl), se incubó a 37°C por 18 h, de este precultivo se agregaron 200 µl 

a 20 ml de medio BHI enriquecido para posteriormente incubar a 37°C por 14 h. 

Los cultivos se separaron en dos alícuotas por cepa (10 ml cada una), ambas 

alícuotas se centrifugaron a 11000 rpm durante 1 min y se desechó el 

sobrenadante, a las pastillas se agregaron 400 µl de buffer de lisis y con ayuda de 

una punta se resuspendieron. Con un palillo estéril se agregó una pizca de 

lisozima (Sigma Aldrich®) y se incubó a 37°C por 30 min, transcurrido el tiempo de 

incubación se añadieron 50 µl de sarcosil (Sigma Aldrich®) al 20% y se agitó 

vigorosamente hasta completar la lisis, a esta solución se le añadió un volumen de 

fenol-tris (Sigma Aldrich) y se mezcló por inversión varias veces. La suspensión se 

centrifugó a 11000 rpm durante 10 min y la fase acuosa se transfirió a un 

microtubo de 1.5 ml, a la fase acuosa se añadió un volumen de cloroformo  

(J.T.Baker®) y se agitó varias veces, se centrifugó a 11000 rpm por 10 min (este 

paso se repitió dos veces), el sobrenadante se pasó a un microtubo de 1.5 ml y se 

agregó un volumen de etanol absoluto (J.T.Baker®) y 0.5 volúmenes de acetato 

de amonio 7.5 M, en DNA se dejó precipitar a -20°C por 1 h y posteriormente se 

centrifugó a 11000 rpm durante 10 min. Se decantó el sobrenadante y la pastilla 

se lavó con 200 µl de etanol al 70%, se desechó el etanol y la pastilla se 

resuspendió en 200 µl de agua inyectable estéril (PiSA®).  

Al DNA se agregaron 15 µg de RNasa (Merck) y se incubó a 37°C por 2 h, 

transcurrido el tiempo se añadió 1 volumen de Fenol-Cloroformo-Alcohol 

isoamílico, se mezcló hasta homogeneizar y se centrifugó a 11000 rpm durante 10 

min, se separó la fase superior y a esta se añadió 1 volumen de etanol absoluto, 

se dejó precipitando a -20°C por 1 h, transcurrido el tiempo se centrifugó a 11000 

rpm por 10 min, se decantó el sobrenadante y a la pastilla se lavó con 200 µl de 

etanol al 70%, se desechó el etanol y la pastilla se resuspendió en 100 µl de agua 
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inyectable estéril (PiSA®). El DNA se guardó a -20°C hasta su uso.  

5.2.1. Cuantificación de DNA genómico  

En una celda de cuarzo se agregaron 990 µl de agua destilada y 10 µl de DNA 

genómico, con ayuda de una punta se homogeneizó y se midió la DO a 260 nm. 

Para calcular la concentración de DNA en ng/µl usamos la siguiente fórmula: 

(FC) (A) (FD) = ng/µl (FC = factor de conversión (50), A = Absorbancia (260 nm), FD = Factor de dilución 1:100) 

5.2.2. Relación 260/280 y 260/230 de DNA  

Para descartar que el DNA estuviera contaminado con fenol o proteínas, se 

determinó la relación 260/280 y 260/230. En una celda de cuarzo se agregaron 

990 µl de agua destilada y 10 µl de DNA genómico, con ayuda de una punta se 

homogeneizó y se midió la DO a 230 nm, 260 nm y 280 nm, se sumaron las DO 

de la lectura a 260 nm y 230 nm y se dividen entre dos, de la misma manera se 

hizo con las lecturas 260 nm y 280 nm. 

5.3. Datos generales  

Tabla 2. Cepas de A. paragallinarum secuenciadas con diferentes tecnologías de secuenciación. 

Cepas Tecnología de secuenciación 

 

Avpg1 Illumina MiSeq   

Avpg2 Illumina MiSeq   

Avpg3 Illumina MiSeq PacBio  

Avpg4 Illumina MiSeq   

Avpg5 Illumina MiSeq   

Avpg6 Illumina MiSeq PacBio  

Avpg7 Illumina MiSeq PacBio  

Avpg8 Illumina MiSeq PacBio  

Avpg9 Illumina MiSeq PacBio  

Avpg10 Illumina MiSeq PacBio  

ESV-135 Illumina MiSeq PacBio  

AVPG 2015  PacBio 454 

CL Illumina MiSeq PacBio 454 

CT Illumina MiSeq PacBio 454 

5lab Illumina MiSeq PacBio 454 

6lab Illumina MiSeq PacBio 454 
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5.4. Análisis y mejoramiento de la calidad de secuencias de 

Illumina MiSeq 

Inicialmente los archivos de las secuencias Illumina y PacBio en formato sff y bam 

respectivamente, se convirtieron a formato fasta o fastq para poder usarse con 

diferentes herramientas bioinformáticas. Para poder hacer la conversión se utilizó 

la herramienta Bamtools (Barnett et al., 2011).  

Posteriormente se usó la herramienta fastQC versión 0.11.3 (Andrews, 2010) para 

tener una visión general y rápida de la calidad de los datos de secuenciación del 

genoma de las cepas de A. paragallinarum. Evaluados los datos, se removieron 

las secuencias que de acuerdo a fastQC eran de mala calidad, y también los 

adaptadores, para esto se utilizó Trimommatic versión 0.36 (Bolger et al., 2014).  

5.5. Ensamble de genomas  

5.5.1. Illumina MiSeq 

Para el ensamble de genomas con secuencias de Illumina se usaron tres 

herramientas: MIRA Mimicking Intelligent Read Assembly (Chevreux et al., 1999), 

SPAdes 3.12.0 (Nurk et al., 2013) y ABySS 2.1.0 (Jackman et al., 2013). Para 

poder visualizar información adicional como N50 y porcentaje de GC fue necesario 

usar la herramienta Quast (Gurevich et al., 2013). 

5.5.2. PacBio 

Para ensamblar de novo secuencias PacBio se usó la herramienta Canu v1.5 

(Koren et al., 2017), esta herramienta lleva a cabo tres procesos: corrección, 

trimming y ensamble.  

El ensamble híbrido (secuencias Illumina y PacBio) de los 12 genomas de A. 

paragallinarum se hizo usando la herramienta SPAdes 3.12.0 (Antipov et al., 

2016). 
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5.6. Anotación en Rapid Annotation using Subsystem Technology 

(RAST) 

Se creó una cuenta en RAST (Aziz et al., 2008, Overbeek et al., 2014, Brettin et 

al., 2015), se subieron los contigs o scaffolds que resultaron de los ensambles de 

secuencias de Illumina y PacBio para hacer una anotación genómica de alta 

calidad. Con los datos obtenidos se hizo una búsqueda de factores de virulencia 

nuevos y previamente reportados en A. paragallinarum. Para la búsqueda de 

factores de virulencia también se hizo una búsqueda en VFDB (Virulence Factor 

Database), usando como referencia Escherichia coli, pues también es una bacteria 

Gram negativa y Haemophilus influenzae, que pertenece a la familia 

Pasteurellaceae.  

5.7. Resistencia antimicrobiana  

5.7.1. Gel de lisis in situ para la visualización de plásmidos de alto 

peso molecular  

Para determinar si A. paragallinarum tenía plásmidos de alto peso molecular 

utilizamos la técnica de lisis in situ (Eckhardt, 1978) modificada como se indica a 

continuación:  

De cultivos frescos de 18 h se tomaron 200 µl y se centrifugaron a 11000 rpm 

durante 3 min, se retiró el sobrenadante y a la pastilla se agregaron 20 µl de 

Tampón I frío y se resuspendió con ayuda de una punta. Se agregaron 20 µl de 

solución de lisis recién preparada y 5 mg/ml de proteasa, con ayuda de una punta 

se resuspendió y se incubó a 37°C por 10 min, transcurrido el tiempo de 

incubación se agregaron 10 µl de la mezcla en un pozo de gel de agarosa al 0.8%, 

en el mismo pozo se agregaron 10 µl de Tampón II. Se agregó TBE 1X sin que 

cubriera el pozo y se dejó correr unos minutos a 30 volts, posteriormente se 

agregó TBE 1X hasta que cubriera el gel y se dejó correr a 90 volts hasta que el 

colorante llegó al borde del gel. El gen se tiñó con bromuro de etidio por 10 min y 

posteriormente el exceso se eliminó con agua destilada. 
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5.7.2. Antibiogramas por difusión en disco  

De cultivos de 14 horas se tomaron 200 µl y se sembraron en placas de medio BHI 

con NADH (10 µg/ml), el cultivo se distribuyó por toda la placa con ayuda de un 

asa bacteriológica; la placa se dejó secar por 10 min y posteriormente con ayuda 

de pinzas estériles se colocaron discos individuales con antibiótico a probar en el 

centro de la placa. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h en microaerofilia.  

Los antibióticos que se usaron fueron: Ampicilina (10 µg/ml), Tetraciclina (30 

µg/ml), Amikacina (30 µg/ml), Cloranfenicol (30 µg/ml), Gentamicina (10 µg/ml) y 

Estreptomicina (30 µg/ml), las concentraciones usadas fueron de acuerdo a BIO 

RAD. 
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VI. RESULTADOS  

6.1. Extracción de DNA genómico  

Se extrajo DNA genómico de buena calidad de todas las cepas seleccionadas 

para ser secuenciadas con la plataforma de Illumina MiSeq y PacBio. La buena 

calidad del DNA era indispensable para una secuenciación eficiente (Figura 1).  

 

 

Figura 1. DNA genómico obtenido para secuenciar. Gel de agarosa 0.8%, a) DNA de 11 cepas A. 

paragallinarum elegidas para secuenciar con la plataforma Illumina, b) DNA de 12 cepas de A. 

paragallinarum elegidas para secuenciar con la plataforma PacBio.  
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6.1.1. Cuantificación de DNA genómico  

Se determinó la concentración de DNA genómico obtenido para asegurar que la 

muestra fuera suficiente para la secuenciación, 100-500ng para Illumina y 25µg 

para PacBio. Para la secuenciación con Illumina MiSeq se obtuvieron entre 

20ng/µl y 30 ng/µl para cada cepa, para la secuenciación con PacBio se 

obtuvieron entre 475ng/µl y 2685ng/µl. 

6.1.2. Relación 260/280 y 260/230 de DNA  

Para conocer la pureza del DNA, se midió la relación 260/280 para descartar la 

presencia de restos de proteínas y la relación 260/230 para descartar la presencia 

de sales o fenol. El DNA secuenciado con Illumina tuvo relación 260/230 de 1.3 a 

1.7 y 260/280 de 1.6 a 1.9, estos valores sugieren que algunas muestras pudieron 

tener restos de proteínas o fenol, por otro lado, el DNA secuenciado con PacBio 

tuvo una relación 260/230 de 2.1-2.4 y una relación 260/280 de 1.7-1.9, la calidad 

de estas muestras fue optima.  
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6.2. Análisis de calidad en los datos de secuencias de Illumina 

MiSeq 

Con la finalidad de conocer la calidad de las secuencias de Illumina, se hizo un 

análisis en fastQC y se identificaron los parámetros que debían ser mejorados y 

que porcentaje de lecturas eran de mala calidad, un ejemplo de ello se muestra en 

la Figura 2.  

 

Figura 2. Gráfico de barras y bigotes. Representación de parámetros del análisis de calidad de 

secuencias de Illumina. Antes de mejorar la calidad se observaban barras dentro del área roja y 

naranja, lo ideal es que la mayoría se encuentren en el área verde. 

 

Con la información que se obtuvo del análisis de calidad se pudieron hacer 

cambios mediante Trimommatic, herramienta que nos permite el recorte y filtrado 

de calidad de las secuencias, estos cambios ayudaron a que el ensamble pudiera 

ser más eficiente y que se generara menor número de contigs. Se evaluó 

nuevamente la calidad de las secuencias como se muestra en la Figura 3. 

 

Figura 3. Gráfico de barras y bigotes de secuencias editadas. Representación de parámetros del 

análisis de calidad de secuencias de Illumina corregidos con Trimommatic. Se observa que la 

mayoría de las barras se encuentran dentro del área verde que indica una buena calidad.  
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6.3. Ensamble de genomas con secuencias de Illumina MiSeq 

Con el objetivo de tener ensambles de genomas con el menor número de contigs, 

se usaron tres herramientas para hacer el ensamble de novo de genomas de A. 

paragallinarum. Se hizo una comparación de los resultados generados por las tres 

herramientas de ensamble, y se encontró que la herramienta más eficiente que 

permitía tener un genoma menos fragmentado era el de ABySS (Tabla 4), seguido 

por SPAdes (Tabla 5), mientras que con MIRA (Tabla 6) el genoma resultó más 

fragmentado, en todos los casos el porcentaje de GC fue entre 40.79 y 40.91, y el 

tamaño del genoma fue de 2.3Mb a 2.6Mb. 

 

Tabla 3. Datos generales de ensamble de genoma de 11 cepas de A. paragallinarum con ABySS. 

 

ABySS 

Cepas Scaffolds Tamaño %GC N50 

Avpg1 69 2586466 40.88 171707 

Avpg2 65 2431607 40.89 193862 

Avpg3 56 2429169 40.91 193744 

Avpg4 56 2435002 40.89 193727 

Avpg5 54 2435999 40.90 193735 

Avpg6 55 2432557 40.90 193379 

Avpg7 63 2434395 40.90 193728 

Avpg8 60 2433705 40.89 193739 

Avpg9 58 2434129 40.90 188934 

Avpg10 58 2436329 40.90 146207 

Esv135 68 2542387 40.88 193683 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
35 

Tabla 4. Datos generales de ensamble de genoma de 11 cepas de A. paragallinarum con SPAdes. 

 

SPAdes 

Cepas Scaffolds Tamaño %GC N50 

Avpg1 76 2522445 40.79 192521 

Avpg2 93 2397413 40.82 193737 

Avpg3 76 2385463 40.84 193714 

Avpg4 63 2383587 40.83 193438 

Avpg5 62 2382882 40.83 193442 

Avpg6 82 2391771 40.83 193437 

Avpg7 62 2382121 40.83 193437 

Avpg8 69 2385431 40.83 193442 

Avpg9 65 2383314 40.84 193894 

Avpg10 72 2388404 40.83 193892 

Esv135 74 2479040 40.80 193445 

 

  

Tabla 5. Datos generales de ensamble de genoma de 11 cepas de A. paragallinarum con MIRA. 

MIRA 

Cepas Contigs Tamaño %GC N50 

Avpg1 144 2667203 40.8 146122 

Avpg2 151 2514890 40.8 137037 

Avpg3 144 2506523 40.8 122065 

Avpg4 133 2495890 40.8 137057 

Avpg5 141 2504276 40.8 137095 

Avpg6 147 2509110 40.8 113994 

Avpg7 146 2507149 40.8 130104 

Avpg8 149 2515932 40.8 137132 

Avpg9 150 2516756 40.8 137013 

Avpg10 129 2501256 40.8 146169 

Esv135 160 2624156 40.8 124542 
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6.4. Ensamble de genomas con secuencias PacBio 

6.4.1. Ensambles de novo  

Los ensambles que se hicieron con secuencias de PacBio generaron menor 

número de Scaffolds respecto a los ensambles con secuencias de Illumina, como 

se puede ver en la Tabla 7, en algunos casos como el de las cepas Esv135, Avpg6, 

Avpg7 y 5lab el total del genoma está en un solo Scaffold. El contenido de GC y el 

tamaño del genoma están entre los valores esperados para A. paragallinarum.  

 

Tabla 6. Datos generales del ensamble de novo de 10 cepas de A. paragallinarum con secuencias 

de PacBio. 

Canu 

Cepas Scaffolds Tamaño %GC N50 

Avpg3 5 2591072 40.9 1335489 

Avpg6 1 2427866 40.9 2427866 

Avpg7 1 2428694 40.9 2428694 

Avpg8 4 2493260 40.9 9931 

Avpg9 14 2552673 40.9 716773 

Avpg10 5 2455042 40.9 1968046 

Esv135 1 2521134 40.9 2521134 

2015 1 2532404 40.9 2532404 

CL  

Genomas no reconstruidos CT 

5lab 1 2429472 40.9 2429472 

6lab 4 2416389 40.9 1087917 

 

Los genomas circularizados de las cepas 2015 y Esv135, se registraron en la base 

de datos GenBank, los números de acceso son CP058307.1 y CP050316.1 

respectivamente.  
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6.4.2. Ensambles híbridos 

Los ensambles híbridos generaron un mayor número de scaffolds, aunque con la 

mitad de las cepas se obtuvo un scaffold que contiene casi la totalidad del genoma 

(Tabla 8). El contenido de GC y el tamaño del genoma oscilan alrededor de 40.85% 

y 2.43 Mb respectivamente, valores esperados para A. paragallinarum. Estos 

ensambles se hicieron con resultados de secuenciación provenientes de 

tecnologías Illumina y PacBio. 

 

Tabla 7. Datos generales del ensamble hibrido de 8 cepas de A. paragallinarum. 

SPAdes 

Cepas Scaffolds Tamaño %GC N50 

Avpg3 14 2406550 40.9 1275021 

Avpg6 31 2434094 40.92 2418337 

Avpg7 13 2414679 40.92 2409304 

Avpg8 14 2416945 40.90 2411887 

Avpg9 15 2395799 40.86 716773 

Avpg10 28 2443785 40.85 2417978 

Esv135 16 2509783 40.86 811295 
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6.5. Anotación en Rapid Annotation using Subsystem Technology 

(RAST) 

Para poder conocer los genes presentes en los genomas reconstruidos, los 

scaffolds que resultaron de cada uno de los ensambles se analizaron en la 

plataforma de RAST, se buscaron marcos de lectura abiertos a lo largo de toda la 

secuencia, y se inviaron a las bases de datos para identificar y anotar a que genes 

correspondían. Cuando esta información estuvo disponible nos enfocamos a 

buscar genes asociados a metabolismo y a virulencia entre otros. Esta información 

fue utilizada para hacer comparaciones de secuencias y de contenido de genes en 

el genoma de las diferentes cepas.  

 

Figura 4. Clasificación de los genes anotados en RAST. Representación gráfica del contenido y 

distribución de genes en diferentes categorías de una cepa de A. paragallinarum (Esv135). 

 

En las cepas ya anotadas se buscaron genes asociados a la virulencia ya 

descritos anteriormente en A. paragallinarum, se encontró que en todas las cepas 

estaban presentes los genes cdtB (Toxina Distensora Citoletal), avxA (Toxina 

formadora de poros) y dos grupos de genes involucrados en la formación de 

fimbrias (Usher). Una comparación filogenética se hizo en Clustal Omega.  
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cdtB 

En todas las cepas de A. paragallinarum se encontró el operón cdtABC; con la 

secuencia correspondiente al gen estructural cdtB se hizo una comparación, 

usando secuencias de todas las cepas de esta investigación y de algunas 

secuencias de las cepas reportadas en otros países, 72 (Perú), 221 (China) y 

JF4211 (Suiza), se encontró un porcentaje de identidad del 99.88% al 100% 

(Figura 5). El gen cdtB se encuentra altamente conservado en cepas mexicanas y 

cepas de otros países.  

 

             

Figura 5. Comparación filogenética y porcentaje de identidad del gen cdtB en cepas de A. 

paragallinarum.  
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avxA 

El operón avxCABD se encontró en todas las cepas de A. paragallinarum usadas 

en esta investigación, sin embargo, solo se hizo la comparación filogenética 

usando la secuencia del gen avxA, pues este es el gen estructural, se hizo una 

comparación incluyendo las secuencias de los genes de las cepas 72 (Perú), 221 

(China) y JF4211 (Suiza), se encontró que es un gen con un porcentaje de 

identidad del 93.06% al 100% (Figura 6). Es un gen conservado entre cepas 

mexicanas y cepas de otros países, sin embargo, muestra menos identidad que 

cdtB. 

 

                  

Figura 6. Comparación filogenética y porcentaje de identidad del gen avxA en cepas de A. 

paragallinarum.  
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Genes que codifican para proteínas fimbriales (ushI y ushII) 

Se encontró que en todas las cepas de A. paragallinarum están presentes dos 

operones fimbriales, ambos integrado por los genes que codifican para una 

proteína estructural, una adhesina y un sistema chaperona-usher, las secuencias 

entre amos operones son diferentes. A continuación, se muestra la comparación 

entre secuencias de ambos genes que codifican para la proteína integral de 

membrana usher (ushI y ushII).  

La comparación también se hizo con secuencias de los genes usher de la cepa 72 

(Perú), en el gen ushI se encontró un porcentaje de identidad del 98.56% al 100% 

(Figura 7) y en el gen ushII de 64.97% al 100% (Figura 8).  Los genes del mismo 

grupo se mantienen conservados, sin embargo, son diferentes entre sí, a pesar de 

encontrarse en la misma cepa y tener la misma función. Los genes de las cepas 

221 (China) y JF4211 (Suiza) se excluyeron de este alineamiento pues se 

encuentran fragmentados.  

           

Figura 7. Comparación filogenética y porcentaje de identidad de la secuencia del gen ushI en cepas 

de A. paragallinarum.  
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Figura 8. Comparación filogenética y porcentaje de identidad de la secuencia del gen ushII en 

cepas de A. paragallinarum.  
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6.6. Comparación lineal y filogenética de cepas de A. 

paragallinarum  

Las comparaciones filogenéticas hechas con las secuencias de los genes cdtB, 

avxA, ushI y ushII, mostraron que las cepas CL, JF4211 y 221 se encuentran 

separadas del resto de las cepas, por esta razón se hizo una comparación lineal 

entre estas tres cepas (Figura 9). Se muestra con líneas color gris oscuro algunas 

regiones conservadas entre estos genomas.  

 

Figura 9. Comparación lineal de tres cepas de A. paragallinarum. La imagen muestra las regiones 

de identidad entre los genomas de cepas CL, JF4211 y 221 de A. paragallinarum. Las líneas 

horizontales negras muestran la comparación a lo largo del genoma y las líneas cruzadas entre los 

genomas indican tramos de secuencias homólogas.  Imagen obtenida con el software Easyfig. 
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También se muestra una comparación lineal de los genomas de cepas de A. 

paragallinarum representativas de diferentes países, las cepas comparadas 

fueron: FARPER (Perú), AVPG2015 (México), Esv135 (México), ADLAP (USA), 

p4chr1 (China), AP02 (USA), AG21 (USA), CL (México) y la cepa GAESV200 de 

Gallibacterium anatis (México). La comparación mostró un número significativo de 

reordenamientos cromosómicos (Figura 10). Identificamos que las dos cepas 

mexicanas AVPG2015 y Esv135 son las que tienen más homología entre sí, 

contrario a lo que se observó al hacer la comparación con la cepa CL y 

GAESV200 donde se observaron el mayor número de reordenamientos. 

 

Figura 10. Comparación lineal de cepas de A. paragallinarum. La imagen muestra las regiones de 

identidad entre los genomas de cepas de A. paragallinarum y una cepa de G. anatis. Las líneas 

horizontales negras muestran la comparación a lo largo del genoma y las líneas cruzadas entre los 

genomas indican tramos de secuencias homólogas.  Imagen obtenida con el software Easyfig. 
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También se hizo una comparación filogenética de las 44 cepas disponibles en 

GenBank incluidas las cepas 2015 y Esv135 que resultaron de esta investigación, 

el análisis se hizo con ocho genes housekeeping concatenados (adk, atpD, fumC, 

gyrB, if2, mdh, recN, gtpR) usados para Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

(Figura 11). Podemos observar que varías cepas del mismo país se agruparon en 

el mismo clado del árbol, lo que sugiere que son homólogas y que tienen una 

relación genética similar, aunque también hubo excepciones como la cepa 

mexicana CL que se encuentra más cercana a una cepa proveniente de Sudáfrica 

y una cepa proveniente de China, las cepas mexicanas se encuentran más cerca 

de las cepas estadounidenses ADLAP. 

 

Figura 11. Agrupación filogenética de cepas de A. paragallinarum basado en MLST. Este 

filograma fue obtenido por los programas en línea kaling y Itol. Se observa la formación de varios 

clados, generalmente conformados por cepas del mismo país de origen, lo que indica una estrecha 

relación evolutiva. 
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6.7. Búsqueda de nuevos factores de virulencia  

Además de los factores de virulencia ya descritos en A. paragallinarum, se hizo 

una búsqueda de otros posibles factores de virulencia presentes es las cepas de 

A. paragallinarum de este proyecto; usando las plataformas RAST y VFDB (Tabla 

9) se encontraron genes involucrados en Quorum sensing, adherencia, evasión 

inmune, toxinas, resistencia a antimicrobianos, resistencia a cobre y arsénico, 

metaloproteasas y metabolismo de carbohidratos entre otros. 
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Tabla 8. Genes asociados a virulencia presentes en 16 cepas de A. paragallinarum. 

 

Factor de 

virulencia 

Avpg1 Avpg2 Avpg3 Avpg4 Avpg5 Avpg6 Avpg7 Avpg8 Avpg9 Avpg10 2015 Esv135 CL CT 5lab 6lab 

Quorum sensing 

 

lsrKRABCDFGS                 

Adherencia 

 

pilN                 

pilM                 

pilT                 

pilF                 

pilA                 

pilC                 

pilP                 

pilR                 

Bombas de eflujo 

 

cmeC                 

mdtK                 

macA                 

macB                 

tetA                 

tetR                 

Resistencia a fluoroquinolonas 

 

parC                 

parE                 

gyrA                 

gyrB                 

Resistencia a cloranfenicol  

cat                 
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Producción de bacteriocinas 

 

truA                 

dedA                 

accD                 

folC                 

dedE                 

purF                 

Toxina antitoxina 

 

vapC                 

higA                 

higB                 

relB                 

relE                 

yafQ                 

dinJ                 
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Tabla 9. Función de probables genes de A. paragallinarum relacionados con virulencia.  

Gen Función Gen Función Gen Función 

lsrKRAB 

CDFGS 

Autoinductores para 

QS y formación de 

biofilm 

macB Proteína de unión a 

ATP/permeasa  
purF Amidofosforribosiltransfer

asa 

pilN Pilus tipo IV PilN tetA Proteína de salida de 

tetraciclina  
vapC Proteína de la toxina VapC 

pilM Pilus tipo IV PilM tetR Regulador 

transcripcional 
higA Proteína HigA (antitoxina 

de HigB) 

pilT Proteína de ensamblaje 

de pilus PilT 
parC Subunidad A de la 

topoisomerasa IV 
higB Proteína de toxina HigB 

pilF Pilus tipo IV PilF parE Subunidad B de la 

topoisomerasa IV 
relB Proteína de estabilización 

del replicón RelB/StbD 

(antitoxina para 

RelE/StbE) 

pilA Prepilina 

 
gyrA Subunidad A de la 

ADN girasa 
relE Toxina de estabilización 

del replicón RelE/StbE 

pilC Proteínas del sistema 

de secreción tipo II 

 

gyrB Subunidad B de la 

ADN girasa 
yafQ Proteína de toxina YafQ 

pilP Pilus tipo IV PilP truA ARNt pseudouridina 

sintasa A 
dinJ Proteína J inducible por 

daños en el ADN 

pilR Proteína reguladora de 

expresión de fimbrias 

tipo IV PilR 

dedA Proteína DedA cat Cloranfenicol 

acetiltransferasa 

cmeC Lipoproteína de 

membrana externa 

CmeC 

accD Acetil-coenzima A 

carboxil transferasa 

cadena beta 

  

mdtK Proteína de extrusión. 

Familia MATE 
folC Dihidrofolato 

sintasa 
  

macA Proteína de salida 

específica de 

macrólidos MacA 

dedE Proteína productora 

de colicina V 
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En el genoma de A. paragallinarum también se buscaron los genes que codifican 

para proteasas, se delimitaron las secuencias codificantes y se alinearon sus 

secuencias de aminoácidos. En la Tabla 11 se el análisis comparativo de las 

proteasas identificadas en el genoma de las 16 cepas de este proyecto y de tres 

cepas de otros países. Se puede observar que el valor del score es igual en la 

mayoría de las cepas, a excepción de las cepas CL, 221 y JF4211, en azul se 

señalan los valores de score que son menores respecto a los scores de otras 

cepas. Este procedimiento muestra que es posible hacer distinciones en algunos 

grupos de bacterias. 
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Tabla 10. Proteasas encontradas en el genoma de las diferentes cepas. 

CEPAS PROTEASAS 

Aminopeptidasa N ClpB Carboxipeptidasa 

terminal 

SppA U32 RseP (regulador de 

sigma E) 

SohB DegS Serin peptidasa Endopeptidasa 

Score 

Avpg1 1838 1747 1398 1208 963 919 683 674 610 184 

Avpg2 1835 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg3 1835 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg4 1835 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg5 1835 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg6 1835 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg7 1838 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg8 1838 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg9 1835 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

Avpg10 1835 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

2015 1838 1747 1398 1208 963 919 683 674 610 184 

Esv135 1838 1747 1398 1208 963 919 683 674 610 184 

CL 1828 1694 1391 1208 958 915 681 674 610 184 

CT 1838 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

5lab 1838 1747 1398  963 919 683 674 610 184 

6lab 1838 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

72 1836 1747 1398 1208 963 918 683 674 610 184 

221 1833 1692 1394 1207 960 910 681 674 610 184 

JF4211 1833 1692 1394 1207 960 910 679 674 610 184 

E-value 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.00E-50 
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6.8. Otros elementos 

Otros elementos que se encontraron en las cepas de A. paragallinarum fueron 

transposasas, fagos y proteínas de elementos móviles, el número de estos fue 

diferente en cada cepa (Tabla 12), pero las diferencias en ellos son notables, las 

proteínas que no fueron identificadas por la base de datos se representaron como 

proteínas hipotéticas y estas también varían de acuerdo a la cepa. 

Tabla 11. Número de proteínas hipotéticas, fagos y proteínas de elementos móviles presentes en las 

16 cepas de esta investigación y cepas de diferentes países. 

Cepa Proteínas 

hipotéticas 

Fagos Proteínas de 

elementos móviles  

(SI y transposasas) 

Avpg1 643 112 36 

Avpg2 554 73 24 

Avpg3 599 101 21 

Avpg4 547 70 23 

Avpg5 537 73 26 

Avpg6 490 64 15 

Avpg7 508 68 16 

Avpg8 497 64 16 

Avpg9 495 72 16 

Avpg10 591 64 15 

Esv135 363 92 22 

2015 341 84 22 

CL 507 111 129 

CT 522 66 15 

5lab 480 64 16 

6lab 607 71 19 

72 514 80 15 

221 701 159 133 

JF4211 852 202 188 

CCUG 12835 565 143 6 

p4chr1 427 82 37 

SCPM-O-B-8407 485 104 8 

FARPER 318 50 21 

ADLAP02 309 19 17 

Modesto 596 0 10 

NCTC 10926 809 125 130 

Avibacterium 

volantium CVC1 

414 49 34 

 



 
53 

Usando como referencia el genoma de la cepa 2015 de A. paragallinarum, 

localizamos y señalamos la ubicación de las secuencias que codifican para las 

integrasas, transposasas y proteínas que favorecen la resistencia arsenato, 

nitrato, cloranfenicol y tetraciclina (Figura 12). Identificamos que los genes que 

codifican para las resistencias antes mencionadas y la mayoría de las secuencias 

que corresponden a transposasas se localizan en la región final del genoma.  

  

 

 

Figura 12. Organización del genoma de A. paragallinarum cepa 2015. En este esquema se indican 

las posiciones de los marcos de lectura abiertos que codifican para supuestas integrasas (rojo) y 

transposasas (azul). También se han identificado secuencias que codifican para proteínas 

relacionadas con resistencia a arsenato (verde), nitrato (amarillo), cloranfenicol y tetraciclina 

(naranja). 
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Se hizo un estudio de los reguladores transcripcionales que existen en A. 

paragallinarum, y se compararon con los reguladores presentes en otros 

patógenos como Gallibacterium anatis, Escherichia coli O157:H7 Sakai, 

Pseudomona aeruginosa PAO, Acinetobacter baumannii, y el dizotrofo de vida 

libre Azotobacter vinelandii (Figura 13). Primero se quería conocer si la regulación 

de nuestro modelo de estudio era similar al de otras bacterias patógenas y 

segundo se quería identificar como A. paragallinarum podría regular la asimilación 

de nitrógeno, pues de acuerdo a Moreno Castillo 2023 A. paragallinarum carece 

del gen rpoN que codifica para el factor σ54 responsable de la asimilación de 

nitrógeno. Encontramos genes que codifican para proteínas tipo PII y GlnB, que 

son reguladores transcripcionales que también ayudan a la asimilación de 

nitrógeno.  podemos observar cuales tienen mayor porcentaje de similitud y cuales 

son muy diferentes entre sí.  
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Figura 13. Heat map correspondiente a reguladores transcripcionales en cepas de diferentes 

géneros bacterianos. Se muestra el porcentaje de similitud entre los reguladores de diferentes 

microorganismos patógenos, en verde se muestran los más semejantes y en rojo los más diferentes. 
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6.9. Determinantes genéticos relacionados con Resistencia 

antimicrobiana  

Al hacer el ensamble de los genomas de A. paragallinarum no se encontraron 

plásmidos, esto se comprobó haciendo geles in situ con la técnica de Eckhardt 

(Figura 29). Sin embargo, sí se encontraron genes de resistencia a antimicrobianos 

en el genoma. Además, un alineamiento del gen 16S rRNA de A. paragallinarum y 

el gen 16S de E. coli, mostró que a lo largo de la secuencia de A. paragallinarum 

hay varios cambios puntuales y deleciones en algunas bases (Figura 30). Estos 

cambios y deleciones podrían estar relacionados directamente a resistencia a 

antimicrobianos, especialmente a estreptomicina.  

 

 

Figura 14. Gel in situ de Eckhardt. Agarosa al 0.8% en que se muestra DNA genómico, pero 

ausencia de DNA plasmídico de diferentes cepas de A. paragallinarum. MW: 1kb Plus DNA Ladder 
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Figura 15. Estructura secundaria del 16S rRNA. En negro se muestra la secuencia del gen16S de E. 

coli, las letras en rojo representan las bases que están presente en la cepa de 2015 y que son 

diferentes en E. coli. Las líneas en rojo representan la región donde el gen 16S de A. 

paragallinarum sufre una deleción de bases. 
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6.10. Antibiogramas por difusión en disco  

Por encontrar genes de resistencia a los antibióticos en el genoma de A. 

paragallinarum 2015, se hizo una prueba de susceptibilidad a antimicrobianos con 

discos impregnados con antibiótico (BioRad®). Estas substancias se usan en el 

diagnóstico clínico, como suplementos alimenticios o promotores de crecimiento 

de aves y son comunes en el tratamiento de la coriza infecciosa. El análisis de la 

prueba de susceptibilidad a antimicrobianos de A. paragallinarum muestra que el 

100% de las cepas evaluadas fueron resistentes a ampicilina, amikacina, 

estreptomicina y gentamicina, 88.8% fueron resistentes a tetraciclina y 38.8% 

fueron resistentes a cloranfenicol, de acuerdo a la interpretación sugerida por el 

fabricante de los sensidiscos. Estos resultados muestran la funcionalidad de los 

genes identificados y son congruentes con lo observado en países como Ecuador, 

Holanda y Taiwán, donde se ha reportado un alto índice de resistencia a 

antimicrobianos en A. paragallinarum.  

 

Tabla 12. Resistencia antimicrobiana de cepas de A. paragallinarum, R=Resistente, I=Intermedio, 

S=sensible 

 Antibiótico 

 Ampicilina 

10µg/ml 

Tetraciclina 

30µg/ml 

Amikacina 

30µg/ml 

Cloranfenicol 

30µg/ml 

Estreptomicina 

30µg/ml 

Gentamicina 

10µg/ml 

Cepa mm  mm  mm  mm  mm  mm  

Avpg1 9 R 0.5 R 8 R 5 R 0 R 6 R 

Avpg2 0 R 10 R 9 R 16 I 0 R 5 R 

Avpg3 9 R 2 R 5 R 3 R 0 R 8 R 

Avpg4 6 R 12 R 5 R 16 I 0 R 8 R 

Avpg5 10 R 11 R 10 R 14 I 0 R 9 R 

Avpg6 9 R 11 R 7 R 13 I 0 R 6 R 

Avpg7 0 R 0 R 10 R 5 R 0 R 0 R 

Avpg8 8 R 12 R 7 R 16 I 0 R 10 R 

Avpg9 6 R 11 R 8 R 15 I 0 R 5 R 

Avpg1

0 

5 R 11 R 10 R 14 I 0 R 7 R 

Esv135 5 R 1 R 8 R 4 R 0 R 8 R 

2015 10 R 3 R 10 R 4 R 0 R 10 R 

CL 10 R 18 I 12 R 16 I 0 R 10 R 
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CT 9 R 15 I 11 R 15 I 0 R 11 R 

5lab 4 R 9 R 8 R 5 R 0 R 8 R 

6lab 8 R 11 R 6 R 15 I 0 R 9 R 

7.5 5 R 5 R 6 R - - 0 R 5 R 

4.1 0 R 4 R 4 R 11 R 4 R 3 R 
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VII. DISCUSIÓN  

Avibacterium paragallinarum es un microorganismo difícil de crecer por lo que 

manipularlo en el laboratorio puede llegar a ser complicado, a pesar de esto, 

existen varios trabajos que ponen en evidencia algunos de los factores de 

virulencia responsables de que la bacteria pueda causar enfermedad a su 

hospedero. La secuenciación del genoma de la bacteria ha sido de suma 

importancia, y países como Suiza, China, Perú y México entre otros, han 

depositado sus genomas en bases de datos. (Aguilar et al., 2013; Xu et al., 2013; 

Requena et al., 2013; Horta et al., 2017); es importante la disposición de genomas 

de A. paragallinarum de diferentes ubicaciones geográficas pues así podremos 

conocer similitudes y diferencias que permitirían el desarrollo de herramientas más 

eficientes para combatir a la bacteria sea cual sea su serotipo.  

Secuenciación  

Pese a que A. paragallinarum es de lento crecimiento, se optimizó el cultivo 

bacteriano y el procedimiento para extraer y purificar su material genético 

cromosomal en cantidad suficiente de las cepas investigadas, para proceder con 

la secuenciación del genoma y obtener secuencias de alta calidad (Nietsch et al., 

2016). El control de calidad de las lecturas sin procesar fue el primer paso para la 

reconstrucción del genoma y aunque hay disponibles varias herramientas para 

evaluar la calidad y mejorarla, en este proyecto se utilizó FastQC, pues tiene la 

ventaja mostrar varios parámetros de calidad en comparación con otras 

herramientas, por ejemplo, la calidad promedio de las lecturas, la valoración del 

contenido de GC e identificación de secuencias duplicadas (Andrews, 2010). 

Analizada y mejorada la calidad del genoma hicimos el ensamble, para esto 

usamos tres herramientas, MIRA, SPAdes y ABySS sin embargo, con ninguna de 

las tres herramientas pudimos obtener genomas cerrados, esto probablemente se 

debe a que la secuenciación con Illumina nos generó lecturas cortas, de 20-301 

pares de bases aproximadamente y no hubo sobrelapamiento de algunas lecturas 

(Pollard et al., 2018). 
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Algunas cepas representativas fueron seleccionadas y sus genomas se 

secuenciaron con la tecnología PacBio, las secuencias largas ayudaron a que 

algunos genomas pudieran cerrarse y el resto quedaran con un bajo número de 

contigs, esto nos permitió conocer el orden de todos los genes en el genoma y 

contar con cepas que fueran un referente mexicano. Los genomas de las cepas 

CL y CT no pudieron reconstruirse, probablemente por la presencia de secuencias 

repetidas en el genoma que confunde a los algoritmos y provoca errores, 

impidiendo un ensamble correcto (Schatz et al., 2010). 

La anotación de los genomas reconstruidos se llevó a cabo inicialmente en el 

servidor RAST, que organiza la información por subsistemas metabólicos, 

proporciona nombre y función de genes. Además, es un servicio gratuito, muy 

flexible, proporciona anotaciones bastante completas, consistentes, precisas que 

permiten revalorar el tipo de secuencias identificadas a diferencia de los registros 

finales de GenBank (Aziz et al., 2008). El resultado de RAST acerca de los genes 

relacionados con virulencia fue adicionalmente comparado y valorado en VFDB 

(Virulence Factor Database). Este análisis comparativo mostró genes de virulencia 

conservados y comprobados funcionalmente en A. paragallinarum, como avxA, 

cdtABC, genes que codifican fimbrias, hemaglutininas etc. Sin embargo, se amplió 

el enfoque a aquellos que todavía no han sido descritos o anotados.  

Adherencia  

Un grupo de genes que identificamos en todos los genomas son los que codifican 

para proteínas Pil. Los pili de tipo IV son fibras flexibles que se encuentran en la 

superficie de las bacterias, incluidos miembros de la familia Pasteurellacea como 

Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida y Actinobacillus pleuropneumoniae; 

la identificación de estos genes de virulencia en A. paragallinarum nos da una 

pauta para poder comprender cómo la bacteria forma biopelícula, se adhiere a 

células epiteliales del huésped, interactúa con fagos, etc. Además, debido a que 

los pilis median la adherencia de las bacterias con las células del huésped, se 

pueden proponer y desarrollar estrategias que interrumpan esta interacción y que 
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sean una opción de tratamiento o vacuna (Bujold & Maclnnes 2015; Jacobsen et 

al., 2020). 

Resistencia a antimicrobianos  

Por otra parte, la presencia de genes que codifican para sistemas de eflujo, podría 

explicar por qué la bacteria tiene resistencia a una amplia gama de fármacos y 

otros compuestos nocivos para ella (Nishino et al., 2006; Du et al., 2015), MacAB 

es un transportador de eflujo de macrólidos (Nishino et al., 2006), que ayuda a la 

expulsión de antibióticos fuera de la bacteria, así que la deleción de los genes 

macAB podrían atenuar la virulencia pues induce la susceptibilidad a muchos 

antimicrobianos (Golparian et al., 2014).  

Algunos genes de resistencia a fluoroquinolonas también fueron identificados, una 

de las posibles causas de su presencia es que estos y otros antimicrobianos son 

utilizados en aves de corral para promoción del crecimiento, prevención y 

tratamiento de enfermedades (Gyles, 2008). Ensayos de multiresistencia 

antimicrobiana en A. paragallinarum hechos en países de Latinoamérica, 

mostraron alto nivel de resistencia a eritromicina, estreptomicina, gentamicina, 

kanamicina y tetraciclina entre otros (Luna et al., 2016), incluso en Holanda la 

resistencia a tetraciclina es alta, y en algunos países las cepas son resistentes a al 

menos tres antibióticos diferentes (Hsu et al., 2007). La resistencia a 

estreptomicina observada por parte de A. paragallinarum, podría deberse a la 

serie de cambios en la secuencia de bases del gen 16S rRNA, cuando se compara 

con la secuencia del gen 16S rRNA de E. coli, se ha demostrado que mutaciones 

en algunas copias del 16S rRNA son responsables de que la estreptomicina no 

pueda reconocer su sitio blanco y por lo tanto el antimicrobiano no tenga efecto 

sobre la bacteria (Burkhard et al., 2021).  

También, la presencia de genes que codifican para colicina V sugiere que la 

bacteria podría competir con otras bacterias estrechamente relacionadas que no 

son resistentes a la bacteriocina, y de esta forma asegurando el éxito en la 
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colonización (Gilson et al., 1990). El nivel de bacteriocina producida por A. 

paragallinarum dependerá de la escala de competencia (Gardner et al., 2004).  

Proteasas 

Respecto a los genes que codifican para proteasas, no es de extrañar se hayan 

encontrado presentes en el genoma de A. paragallinarum, pues tienen un papel en 

el desarrollo de la CI. Anteriormente se reportó que la bacteria secretaba 

metaloproteasas ante situaciones de estrés nutricional, y que tenían la capacidad 

de degradar inmunoglobulina G (IgG) de pollo (Ramón et al., 2006), y ser estables 

hasta los 50°C (García et al., 2005), suficiente como para tolerar la temperatura 

corporal del pollo. También se ha reportado que algunas proteasas ayudan a la 

formación de biopelículas (Aljghami et al., 2022), además son responsables del 

control de calidad de las proteínas y llevan a cabo la proteólisis ante estímulos 

ambientales, alterando así procesos biológicos (Ingmer et al., 2009). 

Sistema Toxina-Antitoxina 

En la mayoría de los genomas de procariotas se ha reportado el hallazgo de un 

sistema Toxina-Antitoxina (TA) y, esto incluye el genoma de A. paragallinarum. En 

estos sistemas, las toxinas generalmente son proteínas que pueden reducir el 

metabolismo de la bacteria en situaciones de estrés como déficit de nutrientes, 

altas temperaturas, infección por bacteriófagos y exposición a antibióticos, 

mientras que las antitoxinas son proteínas o RNA que contrarrestan a la toxina 

(Singh et al., 2021). Otras funciones de los sistemas TA son regular la 

patogenicidad y proteger contra elementos genéticos móviles. Los sistemas TA 

encontrados en A. paragallinarum son YafQ/DinJ, RelB/RelE, HigB/HigA y 

VapB/VapC, aunque de este último sólo identificamos a la toxina (VapC), todos los 

sistemas TA son de tipo II, es decir, la antitoxina inhibe la actividad de la toxina 

formando un complejo proteína-proteína (Goeders & Van, 2013). 

En el sistema TA RelB/RelE, la toxina RelE responde ante situaciones de estrés 

nutricional, reduciendo el nivel de traducción que a su vez provoca inhibición de 

crecimiento y formación de colonias sin llegar a la muerte celular (Christensen et 
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al., 2001). Algo similar sucede con el sistema TA YafQ/DinJ que reduce el 

crecimiento de la bacteria y forma células persistentes ante la exposición a 

antibióticos (Hu et al., 2015). En el sistema TA HigB/HigA, HigA es la antitoxina 

que inhibe la actividad RNasa de la toxina HigB. Este sistema está involucrado en 

la virulencia de la bacteria, pues reduce la formación de biopelícula y afectan la 

patogenicidad de la bacteria (Wood & Wood, 2016). Por último, en el sistema TA 

VapB/VapC asociado a la virulencia, la toxina VapC inhibe la traducción mediante 

la escisión del sitio tRNA iniciador o la escisión del sitio del bucle Sarcin-Ricin del 

23S rRNA, permitiendo la reducción del nivel de traducción, sin embargo, en A. 

paragallinarum solo se encontró la toxina VapC (Winther et al., 2016). 

Elementos genéticos móviles  

Por otra parte, en este trabajo se identificaron secuencias con homología a 

transposasas, integrasas y fagos. Esta información es importante, pues nos dan 

un panorama de las herramientas que tiene la bacteria para resistir el estrés 

ambiental, información relacionada con la capacidad de transferencia lateral de 

genes en una bacteria recalcitrante a la transformación (Wagner & Waldor, 2002), 

además, la presencia de transposasas podría indicar plasticidad y adaptación de 

la bacteria a situaciones de estrés, como baja disponibilidad de nutrientes y altas 

temperaturas (Vigil et al., 2017); estos elementos permiten a la bacteria adaptarse 

al medio ambiente para poder colonizar (Vandecraen et al., 2017).  

Reguladores transcripcionales  

Las bacterias requieren una respuesta rápida ante diferentes estímulos 

ambientales, por ello, los reguladores transcripcionales regulan la transcripción de 

genes en beneficio de la bacteria (Pis et al., 2022). En el genoma de A. 

paragallinarum identificamos los genes que codifican para reguladores 

transcripcionales, los factores sigma son algunos de los más importantes, entre 

ellos están σ70, σ32 y σ24, sin embargo, σ54 no se encontró (Moreno Castillo 

2023, datos no publicados), esto mismo ocurre con otros Pasteurellaceaos como 

A. actinomycetemcomitans, P. multocida y H. influenzae (Pis et al., 2022; 
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Studholme & Buck, 2000). σ54 o sigma N es codificado por rpoN, este regulador 

está relacionado con la asimilación de nitrógeno, pero no es indispensable para el 

crecimiento, la ausencia de este regulador podría indicar que su función no es 

esencial para la bacteria (Studholme & Buck, 2000). En el caso de A. 

paragallinarum se identificaron los reguladores transcripcionales GlnB y proteínas 

PII, que podrían cumplir la función de σ54, pues también responden ante estrés 

por nitrógeno e interactúan con proteínas que controlan otros reguladores de la 

transcripción (Yurgel et al., 2010; Huergo et al., 2013). 
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VIII. CONCLUSIONES  

 

● Se secuenciaron, ensamblaron y anotaron genomas de 18 cepas de A. 

paragallinarum con la tecnología de Illumina y PacBio, de estos genomas 5 

fueron circularizados y dos ya se encuentran registrados en GenBank con 

los números de acceso CP058307.1 (AVPG2015) y CP050316.1(Esv135) 

● Se identificaron genes que codifican para factores de virulencia y que tienen 

un papel importante en la adherencia (pilACFNMPRT), además de los ya 

reportados previamente en otros trabajos de investigación.  

● Se determinó el perfil de resistencia en 16 cepas de A. paragallinarum, y se 

identificaron los genes que podrían estar involucrados (macAB, tetA/tetR, 

parC/parE, cat y gyrA/gyrB), los resultados sugieren que puede haber uso 

indiscriminado de antimicrobianos usados en la industria avícola con fines 

de tratamiento y promoción del crecimiento de las aves.  

● Se identificaron sistemas toxina antitoxina (higAB, relBE, yafQ/dinJ y vapC), 

estos sistemas podrían ayudar a entender como A. paragallinarum regula 

su metabolismo en situaciones de estrés para evitar la muerte de la bacteria 

y que pueda persistir en el ambiente donde se encuentra.  
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IX. PERSPECTIVAS 

● Circularizar los 11 genomas secuenciados con PacBio que quedaron con 

bajo número de contigs 

● Elaborar proteínas recombinantes en un modelo heterólogo para evaluar su 

potencial inmunogénico y su rol preciso en la virulencia bacteriana. 

● Llevar a cabo análisis transcriptómico de cultivos de A. paragallinarum para 

conocer el comportamiento de expresión temporal de los genes de 

virulencia en diferentes condiciones de cultivo. 
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Anexo de soluciones 

Ampicilina 100 mg/ml (Stock) 

❖ Ampicilina 1 g 

❖ Agua inyectable estéril 10 ml 

Amikacina 250 mg/ml (Stock) 

❖ Amikacina 250 mg/ml 

❖ Agua inyectable estéril 1 ml 

Agar sangre 100 ml 

❖ Base de agar sangre 4 g 

❖ Sangre de carnero 5% 

❖ Resuspender en agua tridestilada y aforar a 100 ml 

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min 

Acetato de sodio (CH3COONa) 3 M, pH=7, 50 ml 

❖ Acetato de sodio 12.30 g  

❖ Resuspender en agua tridestilada y ajustar pH con ácido clorhídrico 

❖ Aforar a 50 ml,  

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min 

Acetato de amonio (CH3COONH4) 7.5 M, 20 ml 

❖ Acetato de amonio 11.562 g  

❖ Agua tridestilada 20 ml 

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min 

Acetato de potasio 5 M, 100 ml 

❖ Acetato de potasio 49.07 g 

❖ Aforar a 100 ml  

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min. 

Acrilamida 30% 

❖ Acrilamida 29 g 

❖ Bisacrilamida 1 g 

❖ Aforar a 100 ml con agua tridestilada estéril 

Buffer de lisis pH=8, 100 ml 

❖ Tris 50 mM (20 ml de Tris 250 mM, pH=8) 

❖ EDTA 10 mM (2 ml de EDTA 0.5 M, pH=8) 

❖ NaCl 10 mM (0.06 gr)  

❖ Aforar a 100 ml con agua tridestilada 

❖ Ajustar pH=8  
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❖ Esterilizar 15 lb por 15 min. 

Buffer de carga (electroforesis de DNA) 

❖ Glicerol 50% 

❖ EDTA 1 mM, pH=8 

❖ Azul de bromofenol 1.25% 

❖ Xylencianol FF 0.25% 

Buffer de carga (SDS-PAGE) 

❖ Tris-HCl pH=6.8, 100 mM 

❖ β- Mercaptoetanol 5% 

❖ SDS 4% 

❖ Bromofenol Blue 0.2% 

❖ Glicerol 20% 

Cloranfenicol 5 mg/ml (Stock) 

❖ Cloranfenicol 5 mg 

❖ Agua inyectable estéril 1 ml 

Estreptomicina 85 mg/ml (Stock) 

❖ Estreptomicina 85 mg 

❖ Agua inyectable estéril 1 ml 

Fenol-Tris pH=8, 400 ml 

❖ Descongelar el fenol puro a baño María (de 60°C a 70°C) y tomar la cantidad a preparar. 

❖ Añadir 1 volumen de Tris-HCL pH=9, 1M y con ayuda de una bala magnética agitar por 3 

h, una vez transcurrido este tiempo dejar separar toda la noche en refrigeración.  

❖ Quitar el sobrenadante y agregar 1 volumen de Tris HCL pH=8, 0.5 M, con ayuda de una 

bala magnética agitar por 3 h, una vez transcurrido este tiempo dejar separar toda la noche 

en refrigeración. 

❖ Quitar el sobrenadante y agregar 1 volumen de Tris HCL pH=8, 0.1M, con ayuda de una 

bala magnética agitar por 3 h, medir pH con tira reactiva (pH=8) y dejar reposar.  

Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamílico 50 ml 

❖ 25 ml de fenol-Tris 

❖ 24 ml de cloroformo  

❖ 1 ml de alcohol isoamílico  

Gentamicina 80 mg/ml (Stock) 

❖ Gentamicina 80 mg 

❖ Agua inyectable estéril 1 ml 

Gel de acrilamida 10% 

           Gel separador 15 ml 
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❖ Agua destilada estéril 5.9 ml 

❖ Acrilamida 30%, 5 ml 

❖ Tris 1.5 M, pH=8.8, 3.8 ml 

❖ SDS 10%, 0.15 ml 

❖ PSA 10%, 0.15 ml 

❖ TEMED 0.006 ml 

           Gel concentrador 6 ml 

❖ Agua destilada estéril 4.1 ml 

❖ Acrilamida 30%, 1 ml 

❖ Tris 1.5 M, pH=6.8, 0.75 ml 

❖ SDS 10%, 0.06 ml 

❖ PSA 10%, 0.06 ml 

❖ TEMED 0.006 ml 

Hidróxido de sodio (NaOH)10N 20 ml 

❖ NaOH 8 g 

❖ Aforar a 20 ml con agua tridestilada estéril 

Medio Infusión Cerebro Corazón 100 ml 

❖ Infusión Cerebro Corazón 5.2 g 

❖ Aforar con agua tridestilada a 100 ml 

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min 

Medio Infusión cerebro corazón con yema de huevo  

❖ 5 ml de medio BHI 

❖ NAD 10 µg/ml de medio  

❖ Suero de caballo 5% 

❖ Yema de huevo 500 µl 

Medio Infusión cerebro corazón con sulfato de condroitina 250 ml 

❖ 13 g de agar BHI 

❖ Agregar 4 mg/ml de sulfato de condroitina  

❖ Esterilizar 15 lb 15 min. 

Medio Luria Bertani (LB) 250 ml 

❖ 2.5 g de peptona de caseína 

❖ 1.25 g extracto de levadura  

❖ 2.5 g Cloruro de sodio 

❖ Aforar a 250 ml 

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min 

NADH 10 mg/ml, 10 ml 

❖ NADH 0.100 g  
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❖ Agua inyectable 10 ml  

❖ Esterilizar por filtración con filtro 0.022 µm  

Persulfato de amonio (PSA) 10% 

❖ PSA 0.1 g 

❖ Agua destilada estéril 1 ml 

Proteasa 250 mg/ml, 1 ml (solución stock) 

❖ Proteasa 0.250 g 

❖ Tris EDTA 1 ml  

RNasa 10 mg/ml, 1 ml (solución stock) 

❖ RNasa 10 mg 

❖ Solución (Tris-HCl 10 mM, pH=7.5 y NaCl 15 MM) 1 ml 

❖ Calentar a 100°C durante 15 min. 

❖ Enfriar a temperatura ambiente  

Sarcosil 20% 

❖ Sarcosil 5 g 

❖ Aforar a 25 ml con agua tridestilada 

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min 

SDS 10%, 200 ml 

❖ SDS 40 g 

❖ Aforar a 200 ml con agua tridestilada  

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min 

Solución de lisis  

❖ Lisozima 0.1 mg/ml  

❖ RNasa 10 µg/ml 

Solución desteñidora 100 ml 

❖ Ácido acético glacial 10 ml 

❖ Agua destilada estéril 90 ml 

Solución fijadora 100 ml 

❖ Metanol 20 ml 

❖ Ácido acético glacial 10 ml 

❖ Agua destilada estéril 70 ml 

Tampón I   

❖ Tris 0.025 M pH=8 

❖ Sarcosil 25% 

❖ EDTA 0.250M 
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❖ Ficoll 400 7% 

❖ Se prepara hasta que va a ser usado   

Tampón II 

❖ Tris 0.025 M pH=8 

❖ Sarcosil 10% 

❖ Sacarosa 25% 

❖ Azul de bromofenol 0.07% 

❖ Glicerol 7%  

❖ Se prepara hasta que va a ser usado    

TBE 10X, 1L 

❖ Tris-base108 g 

❖ Ácido bórico 55 g  

❖ EDTA 0.5 M 40 ml 

❖ Se esteriliza 15bl por 15 min 

Tetraciclina 25 mg/ml (Stock) 

❖ Tetraciclina 250 mg 

❖ Etanol absoluto 7 ml 

❖ Agua inyectable estéril 3 ml 

Tris 1.5 M, pH=8.8, 100 ml 

❖ Trizma base 18.165 g 

❖ Ajustar pH con ácido clorhídrico  

❖ Aforar a 100 ml con agua tridestilada 

❖ Se esteriliza a 15 lb por 15 min 

Tris 1.5 M, pH=6.8, 100 ml 

❖ Trizma base 18.165 g 

❖ Ajustar pH con ácido clorhídrico  

❖ Aforar a 100 ml con agua tridestilada 

❖ Esterilizar a 15 lb por 15 min 

Tris-base pH=9, 1M, 400 ml 

❖ Trizma base 48.45 g  

❖ Disolver en agua tridestilada y ajustar pH con ácido clorhídrico  

❖ Aforar a 400 ml con agua tridestilada 

❖ Esterilizar a 15 lb por 15 min 

Tris-EDTA 10 ml 

❖ Tris HCl 250, mM pH=8, 400 ml 

❖ EDTA 0.5 M, pH=8, 20 µl 

❖ H2O estéril 9580 µl 
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Tris glicina 5X, 1L 

❖ Trizma base 15.1 g 

❖ Glicina 94 g 

❖ SDS 10% 50 ml 

❖ Esterilizar 15 lb, 15 min 

Tris-HCL 250 mM, pH=8, 50 ml 

❖ Trizma base 1.514 g 

❖ Disolver en agua tridestilada y ajustar pH con ácido clorhídrico  

❖ Aforar a 50 ml. 

❖ Esterilizar 15 lb por 15 min. 

Tris HCL pH=8, 0.5 M, 400 ml 

❖ Trizma base 24.22 g 

❖ Disolver en agua tridestilada y ajustar pH con ácido clorhídrico  

❖ Aforar a 400 ml 

Tris HCL pH=8, 0.1M, 400 ml 

❖ Trizma base 4.84 g 

❖ Disolver en agua tridestilada y ajustar pH con ácido clorhídrico  

❖ Aforar a 400 ml  

Tris HCL 50 mM, pH=7.5 con lisozima 

❖ Tris HCL 50 mM pH=7.5 1 ml 

❖ Lisozima 0.010 g 
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Abstract 

Gallibacterium anatis causes gallibacteriosis in birds. These bacteria produce biofilms and secrete 

fimbrial appendages as tools to cause disease in animals. G. anatis strains contain up to three 

types of fimbriae. The fimbrial coding genes are part of modular operons classified by the encoded 

Usher chaperone. Complete genome sequencing is the strategy currently used to determine 

variations in the contents of fimbrial genes present in the G. anatis strains with certainty. Although 

only the genome of the UMN179 strain is complete, others are available in the database as a draft. 

The ESV200 strain reported here differs from the 12656-12 strain because it produces a biofilm at 

20%. In liquid brain heart infusion medium, strain ESV200 appeared as a homogeneous 

suspension, while the 12656-12 culture became clumpy. Protein analysis of cultures of strain 

ESV200 using denaturing gel electrophoresis revealed several differences between protein bands 

that might correspond to fimbriae because fimbrial genes are transcribed as mRNAs. The amount 

of biofilm and the electrophoretic-protein profile were affected by DNase, proteinase K, and 

pronase E treatments, suggesting that the ESV200 strain produces a typical biofilm but with a 

different structure than that observed for strain 12656-12. ESV200 and 12656-12 strains are 

pathogenic for chickens, although the latter is the most virulent. Here, we show that the complete 

genome of the ESV200 strain is similar to that of the UNM179 strain. However, these strains have 

evolved with many structural rearrangements; the most striking chromosomal arrangement is a 

Maverick-like element present in the ESV200 strain. 

 

1. Introduction 

Gallibacterium anatis is a gram-negative, pleomorphic and capsulated 

gammaproteobacterium that lacks flagellar motility. The genus Gallibacterium was taxonomically 

classified as a new member of the Pasteurellaceae Pohl family in 2003 by Christensen et al. by 

reclassification of some biovars from Pasteurella haemolytica, “Actinobacillus salpingitidis” or 

Pasteurella anatis using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), amplified fragment length 
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polymorphism (AFLP), and the amplification patterns of the 16S rRNA, 23S rRNA, and ITS 

sequences (Christensen et al., 2003; Bojesen et al., 2007b). G. anatis has been isolated from the 

reproductive and upper respiratory organs of healthy birds as part of the microbiota (Bisgaard 

1977). It has also been isolated in pure culture form and found to be associated with pathogens such 

as avian pathogenic Escherichia coli (APEC) in clinical cases of salpingitis, peritonitis, hepatitis, 

and septicemia in birds (Neubauer et al., 2009). These findings have led to controversy regarding its 

pathogenic character and its potential to cause pathogenic lesions that affect reproductive organs 

and egg laying in farm chickens (Bojesen et al., 2003, Bojesen et al., 2004). 

However, to date, G. anatis has been studied as an opportunistic pathogen that can colonize 

chickens at four days of age and persist until they grow into laying hens (Huangfu et al, 2012). The 

detrimental effects of this genus on chicken breeding have enhanced its importance as an economic 

risk, and hence, specific tests to unequivocally identify Gallibacterium species have been sought 

and reported (Bojesen et al., 2007a; Alispahic et al., 2011). 

The bacterium G. anatis possesses several virulence factors, such as the toxin GtxA, capsule, 

metalloproteases (Garcia-Gomez et al., 2005), hemagglutinins, outer membrane proteins and 

vesicles (Chantes-Guerra et al., 2022), biofilm production genes, and gene clusters that encode F17-

like fimbriae (Kudirdiene et al., 2014; Pors et al., 2016), similar to those frequently found in several 

pathotypes of E. coli, including APEC (Bager et al., 2013a; Bertelli et al., 2017; Persson and 

Bojesen 2015). Among these, the toxin GtxA, which is similar to HlyA from E. coli, is usually 

identified in wild isolates, as it enables the pathogen to cause cell damage and induce apoptosis, and 

the presence of this toxin can be used to classify strains as hemolytic and nonhemolytic in blood 

agar tests (Kristensen et al., 2011). 

Biofilms represent consortium-style microbial growth in which individuals of the same or different 

species grow embedded in a matrix composed of exopolysaccharides, proteins and 

deoxyribonucleic acid (DNA) (Donland 2002; Di martino 2016). Data from De Oliveira-García et 

al. (2003) suggest that F17-like fimbriae could be important for bacterial adhesion to mammalian 

cells, hemagglutination, and biofilm formation. Similar data have been reported by Wurpel et al. 

(2016), who found that fimbriae are involved in biofilm formation and adherence to human cells. 

Interesting data are obtained when comparing natural bacterial isolates; a majority of G. anatis 

strains produce filaments arranged as latices and form biofilms, exhibiting adhesion to cells and 

inert surfaces (Vaca et al., 2011, Salgado-Lucio et al. 2012), and it has been proposed that some G. 

anatis lineages carry different F17-like fimbriae and are more virulent (Bager et al., 2013b; Pors et 

al., 2016). The molecular classification of the F17-like genes into operons was performed by 

Kudirkiene et al. (2014). If biofilms are important for attachment to and colonization of animal 
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tissues by pathogenic bacteria, strains deficient in biofilm formation could exhibit altered virulence. 

The goal of this research was to investigate the participation of F17-like fimbriae in agglutination, 

biofilm formation, and pathogenesis and to determine the full genome sequence of the G. anatis 

strain ESV200 showing a dispersible phenotype. 

 

2. Material and Methods 

 

2.1 Strains and media 

The G. anatis strains used in this work were 12656-12 (β-hemolytic biovar, isolated from chicken 

liver by Bojesen et al. in 2003) and ESV200 (β-hemolytic, isolated in Tepatitlan, Jalisco, Mexico 

(geographical coordinates: 20° 49' 0" north, 102° 44' 0" west), in 2009 from hens with respiratory 

disease by Dr. Edgardo Soriano). Strain purity was checked by streaking on blood agar medium 

with incubation at 37°C for 24 hours. For growth in liquid medium, strains were grown at 37°C for 

24 hours in brain-heart infusion (BHI) medium (Merck
®

) with aeration, unless specified otherwise. 

Precultures were incubated until the optical density at 595 nm (OD595) was 1.0 before inoculation in 

BHI broth in either flasks or microplates (Chantes-Guerra et al., 2022). 

 

2.2 Biofilm formation 

Biofilm formation assays were performed as described by Johnson et al. (2013), with some 

changes as described here, using 24-well cell-culture microplates (TrueLine, LabSource Northlake, 

IL, USA). For the first inoculum, G. anatis strains were grown in tubes containing 5 ml of liquid 

BHI medium at 37°C for 18 hours with aeration. Bacterial cells were concentrated by 

centrifugation and adjusted to an OD600 of 2.0, and 1:100 dilutions of each strain in liquid BHI 

medium were prepared. For each dilution, five wells were filled with 1.5 ml of medium, and 4 of 

the 24 wells on the plate were reserved for the control, which consisted of BHI inoculated with 

phosphate-buffered saline (PBS) as described by Crampton et al. (1999). The subsequent assays 

were performed in triplicate, and the plates were incubated at 37°C under static conditions for 24, 

48, 72, and 96 hours. After each incubation period, the culture medium and planktonic cells were 

removed carefully from the wells, and each well was washed twice with triple-distilled water to 

avoid shearing the biofilm mechanically via water pressure or contact with the pipette or removal 
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of the biofilm from the surface. The plates with biofilms were completely dried by placing them 

upside down on blotting paper, and each well was filled with 1.5 ml of 0.1% violet crystal, after 

which the plates were allowed to stand for 30 min at room temperature. The wells were washed 

four times as described above and dried at room temperature for approximately 45 to 60 min. 

Two milliliters of acetic acid (33% v/v) were added to each well to solubilize the crystal violet, 

which was quantified by measuring the OD630 in disposable polystyrene cuvettes. To avoid 

variations in the analysis due to the volatility of acetic acid, the solubilization procedure was 

performed in five sample blocks in one row at a time to prevent acetic acid evaporation. 

Normalization of the biofilm data was performed using duplicates of each treatment and each 

replicate. For each cell culture in the plate used for biofilm quantification, another plate was used 

for cell quantification by resuspending the biofilms, homogenizing and measuring the OD600. 

For protein analysis, biofilms were recovered from large-volume cultures of G. anatis strains. For 

this purpose, 150 ml of BHI medium was used to dilute the standardized inoculum at 1:100 as 

described above. The inoculated medium was placed in 1 L glass bottles placed laying on their 

sides, and the bottles were incubated statically at 37°C for 24, 48, 72 and 96 hours. The medium 

and planktonic culture were removed carefully by decantation. To recover the biofilms, 2 ml of 50 

mM Tris buffer (pH 7.5) was added, and glass beads were used to release the biofilm layer, which 

was recovered in 15 ml Falcon tubes. The remaining residues were recovered with 500 µl of 50 

mM Tris buffer (pH 7.5). The samples were stored at -80°C. The recovered biofilms were subjected 

to a complex analysis of the changes in their absorbance and protein profiles after treatment with 

4 M urea for 30 min, DNase (100 g/mL), lysozyme (50 g/mL), proteinase K (50 g/mL) and 

pronase E (100 g/mL). Denaturing 10% polyacrylamide gel electrophoresis (SDS‒PAGE) of the 

biofilm proteins was performed to explore and distinguish planktonic cell growth from adherent 

cell growth, as reported previously (Lopez Ochoa et al., 2017).  

 

2.3 Nucleic acid manipulation 

Total DNA from G. anatis was obtained from broth cultures grown at 37°C for 24 hours. A total of 

1.5 ml of the culture was centrifuged at 13,000 rpm for 5 min; the cell pellet was recovered, 0.5 ml 

of lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA, 10 mM NaCl) was added, and the sample 

was homogenized. Then, 20 mg of lysozyme were added and the sample was incubated at 37°C for 
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20 min; afterward, 40 µl of 1% sodium dodecyl sulfate (SDS) were added, and the sample was 

homogenized. The lysate was treated with 200 µl of phenol saturated with a solution of Tris and 

EDTA (or TE) (Sambrook et al 2001), stirred and centrifuged at 13,000 rpm for 10 min. One 

volume of phenol-TE/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1, v/v) was added to the aqueous phase, 

and the sample was homogenized and centrifuged at 13,000 rpm for 10 min. The supernatant was 

recovered, washed twice with chloroform, and centrifuged at 13,000 rpm for 5 min; the upper phase 

was recovered in a new tube, either 0.1 volume of 3 M sodium acetate (pH 7) or 0.5 volumes of 7.5 

M ammonium acetate (pH 7) was added, and the sample was homogenized. Total DNA was 

precipitated with cold (-20°C) 70% ethanol in water. The mixture was centrifuged at 13,000 rpm for 

10 min, the supernatant was discarded, and the DNA pellet was washed with 1 ml of cold 70% 

ethanol. The DNA was dissolved in 100 µl of sterile distilled water and stored at -20°C until use. 

Ribonucleic acid (RNA) was extracted from G. anatis under two different growth 

conditions, namely, agitation or static conditions, in which the OD600 was 1 and 0.5, 

respectively. To obtain G. anatis ESV200 RNA, a QIAcube Connect (Qiagen® Cat. 

No./ID: 9002864) was used. In each case, 20 ml of the bacterial culture was centrifuged at 

3,500 rpm for 10 min. The supernatant was discarded, and the excess broth was removed 

with a pipette tip. Then, 500 µl of lysis buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM EDTA, 

10 mM NaCl) was added, and the mixture was homogenized. Then, 500 µl of acid-

chloroform-isoamyl phenol was added, and the sample was shaken manually for 2 min and 

centrifuged at 3,500 rpm for 10 min in a table top centrifuge. The supernatant was 

transferred to another tube, and 200 µl of 7.5 M ammonium acetate and 500 µl of acid-

chloroform-isoamyl phenol were added. The sample was then mixed vigorously for 2 min 

before centrifugation at 3,500 rpm for 10 min. The aqueous phase was transferred to 

another tube and washed twice with chloroform. After centrifugation, the aqueous phase 

was precipitated with 2 volumes of cold absolute ethanol and allowed to precipitate 

overnight. To recover, the RNA mixture was centrifuged at 3,500 rpm for 10 min, and the 

pellet was washed twice with cold 70% ethanol. Once dry, the pellet was dissolved in 200 

µl of diethyl pyrocarbonate (DEPC)-treated water. The nucleic acid purity was estimated by 

spectrophotometry based on its absorbance at 260, 230 and 280 nm; RNA integrity was 

checked by analyzing the electrophoretic profile in a 1% agarose gel, and the samples were 

stored at -80°C until use. 
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2.4 Pathogenicity tests 

Bacteria were cultivated on 10% sheep blood agar at 37°C and incubated overnight in a candle jar. 

The bacterial inoculum was prepared by cultivation of each strain for 14 hours in BHI broth. 

Specific pathogen-free chickens (Alpes I, Puebla, México) of mixed sexes were divided into two 

groups of 5 chickens each. The chickens were individually labeled and injected intravenously with 

0.2 ml of G. anatis inoculum (approximately 1 x 108 viable cells). The negative control group was 

inoculated by intravenously injecting 0.2 ml of BHI medium. 

Clinical examination, morbidity and mortality data were recorded for each bird group at seven days 

post-infection (dpi). Subsequently, the animals were euthanized, and the skin and mucosa (crest, 

chin, nostrils, eyes, skin, eyelids), respiratory system (infraorbital sinuses, trachea, syrinx, lungs), 

digestive system (oral cavity, esophagus, craw, proventriculus, gizzard, liver, pancreas, duodenum, 

jejunum and ileum, blind, rectum, tonsils C, palatal fissure), circulatory and hemolymphatic 

apparatus (heart, spleen, pouch of Fabrizio, thymus), genitourinary apparatus (testis, ovary, oviduct, 

follicle, kidneys, ureters), and skeletal muscle system (bones, joints, plantar tissue, bone marrow) 

from all birds were examined for histopathological signs, followed by bacterial isolation. Samples 

of tissues with lesions were collected with sterilized cotton swabs, streaked on blood agar plates, 

and incubated for 24 hours at 37.5°C in a microaerophilic environment. 

For histopathological analysis, the samples were placed in 10% neutral buffered formalin and 

processed, sectioned, and stained as described elsewhere. Microscopic lesions were scored on a 

scale of 0–3: 0= normal, 1= minimal changes, 2= mild changes, and 3= severe changes. When the 

observation fields of a single section had lesions with different severities, the lesion degree 

predominant in 50% or more of the observation fields was used for the aforementioned scoring. The 

average score for each group was determined by adding individual scores and dividing the total 

score by the number of slides examined. 

The Kruskal‒Wallis test was used to assess the differences in the median scores of microscopic 

lesions between the groups, and differences were considered significant at p = 0.05, as reported 

elsewhere. Chi-square tests were used to examine the differences between the groups in isolation 

(presence of the inoculated strains in either sinus) and morbidity rates (percentage of birds that 

showed any clinical signs during the 7-day observation period), with differences being considered 

significant at p = 0.05 (Zepeda, et al., 2010). 
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2.5 Reverse transcription and end-point polymerase chain reaction (RT‒PCR) 

To analyze the changes in the transcriptional expression of the fimbrial and adhesin genes of both 

the 12656-12 and ESV200 strains by end-point RT‒PCR, we used the UMN179 genome sequences 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/3653?project_id=66567 from Johnson et al., 2011) of the 

gene Flf1_a to design the primer pair Fifa7upp and Fifa7rev that amplified a 236-bp fragment 

(Table 1). The genome sequences of the 12656-12 strain 

(https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/GCA_000464615.2) were used for subsequent primer design: 

for the Flf3_b, Flf_b, Flf3, Flf1, and, Flf-related genes, pairs of primers were designed, whose 

names, primer sequences and sizes of the PCR amplicons are shown in Table 1. It was not 

necessary to make more primer designs because the size of the synthesized amplicons was 

appropriate to carry out the end-point PCR and qRT‒PCR (see below). As a positive control, total 

DNA from G. anatis 12656-12 was used for PCR, and as a negative control, a reaction without 

reverse transcriptase was performed. 

The reaction mixture for endpoint PCR contained 10 ng of total DNA from Gallibacterium strains 

as template, 0.3 µM each DNA oligonucleotide primer, 10 mM Tris-HCl (pH 8.4), 1.5 mM MgCl2, 

0.24 mM each dNTP and 0.3 U of Platinum TaqDNA polymerase (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific. Waltham, MA, USA). The mixture was homogenized and treated as follows: 

denaturation for 5 min at 95°C, followed by 30 cycles of the appropriate annealing temperature and 

72°C for elongation in a T100 thermal cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The amplified 

products were electrophoresed in a 0.8% agarose gel, stained with ethidium bromide solution (2 

µg/ml) and observed under ultraviolet light. 

 

 

Table 1. Oligonucleotide primers used for end point RT‒PCR and qRT‒PCR 

 

Gene Primer name F/R* Sequence (5´to 3´) Amplicon size (bp) 

flf1_a Fifa7upp F AATCAACTTTGTCTGGGGTAGGA 236 

 Fifa7rev R TGCTGCAGATAATTCAAAAGACG 

flf3_b FifAOPdir F ATGGTGCTTTTGCTAGTGGTGAA 281 

 FifAOPrev R AGGCTCCTTGTCTGCATAATAACG 

flf_b FifARTup F CTGGTGATGCAGCTCAAAATG 141 

 FifARTrev R CAATGTGGCTGTTTTCTTGC 

flf3_D Adhlike31TRDir F TCGATGATGGCTTTGGTGA 223 

 Adhlike31TRRev R CCGTTGGATTCGTTACA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/3653?project_id=66567
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/GCA_000464615.2
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flf1_D FifG7Dir F CAGGTCTACAAATTACGCCAAG 147 

 Fifg7Rev R CGTGCTTGCATCAGAAAAGG 

flf_D-

related 

22AdhlikeTREDir F GGTAAATCTCGCCCCTGTT 189 

 22AdhlikeTRERev R TTTCTTTTAGTACTACCGTTCTGG 

rpoA rnapolMdir F TACCAACAAACGACCGATAGG 244 

 rnapolMrev R TAAAGTGCAGAATAAAGATGACG 

fusA EfactorGFMdir F TGAATGCCAATGCTGAGAATG 248 

 EfactorGFMrev R TGGCGGTGAAGAACTAACTG 

*F/R indicates the forward or reverse primer for each gene target 

 

 

2.6 Quantitative and end-point PCR 

To analyze the changes in transcriptional expression by RT‒PCR, the Ct cycle method was used. 

Using the constitutively expressed genes as a reference, we chose the hypothetical 901-bp rpoA 

gene, which encodes the RNA-polymerase alpha-subunit RpoA, as well as the 2,106-bp putative 

fusA gene from G. anatis UMN179, which encodes a hypothetical elongation factor G (EFG). The 

primers for these two genes and the primers used for analysis of the expression of the fimbrial genes 

are listed in table 1. Due to the small size of the amplicons and the fact that the primers were well 

evaluated for their amplification efficiency, the same primers were used in the end-point PCR and 

quantitative RT-PCR. We expected that the transcripts of the housekeeping genes would show 

stable levels of expression under different conditions for normalization, and we chose to apply the 

formula described by Pfaffl (2001). 

Real-time PCR was performed in an IQTM5 Multicolor Real Time PCR Detection System (Bio-

Rad). For each qPCR sample, three technical replicates and two biological replicates were 

examined. For each primer pair, a no-template control (NTC) was included to detect the formation 

of primer dimers. The reaction mixture was prepared at room temperature as follows: 1 µl of 

cDNA, 1 µl of 10 µM forward primer, 1 µl of 10 µM reverse primer, 10 µl of SYBR Green PCR 

master mix (Thermo Scientific) and 7 µl of water. The SYBR Green mix already contains DNA 

polymerase, SYBR Green and a passive reference dye (ROX), along with the required reaction 

components. Individual concave-cap tubes were used. The reaction was carried out according to the 

supplier's instructions: 1 cycle of 95°C/10 min; 40 cycles of 95°C/15 s, 60°C/15 s; 72°C/30 s. For 

the denaturation curve, 60 cycles at 65°C were performed, with the time increasing by 5 s in each 

cycle. Once the experimental Ct values were obtained, the dynamic range was calculated using log10 

dilutions for the test, covering a range of 100 to 108 molecules. The efficiency of the qRT-PCRs was 
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determined, and those with efficiencies greater than 96% and an R2 value greater than 0.86 were 

considered valid. The supplementary material includes graphs showing the expression of some 

genes. 

 

2.7 Genomic analysis of G. anatis ESV200 

The total DNA of G. anatis ESV200 was obtained to carry out nucleotide sequencing of the 

genome. Two sequencing technologies, namely, the NextSeq500 platform from Illumina
®

 and the 

Sequel System from PacBio
®

, were used to obtain a unique chromosomal molecule. The software 

packages used to join reads into a single chromosomal sequence were FASTQC 11.9 (Wingett and 

Andrews 2018), Velvet 1.0.19 (Zerbino and Birney 2008), Spades 3.15.5 (Bankevich et al., 2012) 

and Canu 2.3 (Koren et al., 2017). The gene content in the genome of the ESV200 strain was 

explored by comparing the information deposited in GenBank under accession number CP114281 

(WGS- Project-CP114281.1) and three other records for strains UMN179 (CP002667), F149 

(JPHN01000000) and 12656-12 (AVOX00000000). The genomes included correspond to the most 

well-studied strains of G. anatis, and because the pathogenicity was compared with reference to the 

virulent strain 12656-12, UMN179 is the only completely circularized genome. Complete 

chromosomes were compared (Dhillon et al., 2013) with Rapid Annotation using Subsystem 

Technology (RAST) (Aziz et al., 2008; Overbeek et al., 2014) and displayed in a graphical 

representation prepared with the Easyfig program (Sullivan et al., 2011). Additionally, a review of 

the gene annotation obtained by the GenBank pipeline was performed. The contents of various 

RNA types were verified using Basic Local Alignment Search Tool - BLASTn 

(www.ncbi.nlm.nih.gov; Madden et al., 1996) and tRNAscan-SE 2.0 (Chan et al., 2021). The 

phylogenetic analysis of the four fimbrial operon genes was performed as described Kudirkiene et 

al. (2014), although the sequences of the genes encoding the Usher chaperone, the major protein, 

and the adhesin were separated for a more appropriate comparison. Clusters were constructed by 

comparison of G. anatis gene sequences from operons with Clustal Omega (Madeira et al., 2022): 

the sequences included here were from the G. anatis ESV200, UMN179, and 12656-12 strains. The 

phylogenetic analysis of G. anatis ESV200 was performed by comparing eight concatenated 

housekeeping genes (adk, atpD, fumD, gyrB, inf2, mdh, recN, and tdh) previously used as 

multilocus sequence typing (MLST) markers in G. anatis (Johnson et al., 2013). The neighbor-

joining method was used to draw the dendrogram using the online programs Clustal Omega 
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(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), Kalign (Lassmann 2019) and iTol (Letunic and Bork 2021). 

A phylogram was constructed with or without a root of two MLST sequences from Avibacterium 

endocarditis 20186H4H1 and A. gallinarum NCTC11188 strains (Accession numbers: 

NZ_PQVI01000000 and NZ_PQVJ00000000.1, respectively). MEGA v.11 software was used to 

assess the confidence of the phylogram of G. anatis MLST sequences through a bootstrapping test 

with 500 resamples. 

 

3. Results 

3.1 G. anatis growth and biofilm production 

Usually, G. anatis 12656-12 and ESV200 strains cultured in the same conditions show different 

turbidity or clumping phenotypes in liquid BHI medium, and 12656-12 strain cultures agglutinate 

after a few minutes if kept under static conditions; on the other hand, ESV200 strain cultures form 

stable dispersed suspensions, and this behavior could be a result of inoculum size, aeration and 

biofilm capacity. To analyze the development of turbidity and cell agglomeration, two types of 

cultures were prepared by incubation at 37°C, one agitated at 200 rpm to force the formation of a 

homogeneous suspension and the other unagitated. The shaken cultures consistently exhibited an 

OD600 of 1.9 at 24 hours, while the static cultures showed a maximal OD600 of 1.9 at 96 hours for G. 

anatis 12656-12 and a maximal OD600 of 1.2 at 24 hours for G. anatis ESV200. Two conditions 

were established for comparative quantitation of gene expression in G. anatis at different culture 

times, as shown below. The results for the quantitation of biofilm formation are depicted in Figure 

1, showing an increase in biofilm quantity for both strains at 48 vs. 24, 72, and 96 hours. As 

depicted in Figure 1A, strain ESV200 showed maximal production of biofilm at 48 h, which is 25% 

more than the amount of biofilm produced by the 12656-12 strain. However, the ESV200 biofilm 

was unstable, showing a drastic decrease of approximately 80% between 48 and 72 hours. The 

homogeneous suspension and the minor quantity of biofilm formed confirmed the predominant 

growth of ESV200 in liquid culture medium as a major planktonic suspension, with a temporary 

exception at 48 hours. In contrast, the 12656-12 strain was clumpy in liquid BHI medium and 

maintained the biofilm structure for a long time until the cell density was double that of ESV200 at 

72 hours. These differences observed for the ESV200 strain cultures indicated that biofilm 

formation was turned on in a transient manner after disintegration of the biofilm structure but did 

not indicate an inability to produce a biofilm. The 12656-12 strain showed a robust biofilm. 
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Figure 1. Biofilm production and protein expression pattern from G. anatis 12656-12 and ESV200 

strains cultured under different conditions and subjected to treatment. 

A.- Biofilm production analysis as a function of culture incubation time (normalized); the optical 

density (OD630) corresponds to the absorbance of the crystal violet dye retained by the biofilm. B.- 

Protein profiles from biofilms produced by G. anatis cultured at different temperatures. The 

arrows indicate the disappearance of protein bands at high temperature. WCE-whole cell extract. 

C.- Alteration of the enzyme-treated G. anatis biofilm produced in wells of polystyrene plates (as 

described in the Materials and methods); the optical density (OD630) corresponds to the 

absorbance of the crystal violet dye retained by the biofilm after treatment. D.- Protein profiles of 

the G. anatis biofilms harvested and previously treated with DNase, lysozyme, or urea before 

separation by denaturing electrophoresis (SDS‒PAGE) (as described in the Materials and 

methods). LWT-Left without treatment.  
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3.2 Protein production analysis of the G. anatis ESV200 and 12656-12 strains 

The protein profiles of the planktonic and biofilm cultures were studied using SDS‒PAGE to 

determine the importance of this type of cellular component in the formation of aggregates or in 

maintaining cellular dispersion. The protein patterns of bacterial growth of both strains under 

agitation showed higher levels of recoverable and visible proteins in the SDS‒PAGE with 

differences in the levels of some proteins, which suggests that the proteins could be relevant in the 

adherence or dispersibility of both strains, phenotypes that differed between these two strains 

(Figure 1B). Therefore, it can be inferred that the ESV200 strain, because of its proteins, was more 

compatible with the aqueous medium because it remained dispersed for a longer time. Cultures of 
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the same strain with planktonic cells and biofilms also showed differences in the expression patterns 

of different proteins. The ESV200 strain showed five protein bands with increasing concentrations 

in the biofilm structure at 37°C. The concentrations of the visible proteins decreased at 42°C, 

indicating regulation mediated by temperature. 

In G. anatis 12656-12, an increase in the levels of more than 6 accumulated protein bands in the 

adherent state was observed (the arrows show the 5 most evident bands of less than 100 kDa). This 

profile was maintained at 37 or 42°C of incubation; therefore, this variation in the culture conditions 

led to little alteration in 12656-12 strain metabolism. 

As it has been reported that bacterial biofilms represent a state of cell agglomeration with a complex 

matrix, the biofilm was treated for 48 h with 4 different enzymes (two proteases, DNase and 

lysozyme) and urea (Figure 1C and 1D) to explore the changes in protein profile in the biofilm 

matrix. These treatments would increase the turbidity of the biofilm suspension if they separated the 

cell clumps. Figure 1C shows the change in cell agglomeration caused by DNase, proteinase K and 

pronase E. In samples from the ESV200 biofilm, DNase and proteinase K treatments increased the 

turbidity measured at 630 nm, while pronase E reduced the turbidity. For the 12656-12 biofilm, 

only treatment with DNase disintegrated the agglomerates and induced an increase in the OD; the 

proteases used did not have this effect. The protein profile was not altered by DNase, lysozyme or 

urea, although the separation of the proteins was slightly improved with respect to the profile of the 

proteins obtained by simple resuspension in the 2X loading buffer used for SDS‒PAGE. 

 

3.3 Pathogenicity test of G. anatis ESV200 

Because the two strains of G. anatis investigated had different agglomeration behaviors, their 

pathogenic capacity was analyzed in groups of 5 birds at 8 weeks of age, and relatively similar 

results were obtained when the birds were inoculated intravenously with 0.2 ml of fresh culture. 

The symptoms appeared on the 4th day postinoculation, although there was greater decay in the 

group inoculated with ESV200 (Table 2). There was no evident damage to the respiratory system of 

birds inoculated with any of the strains during necropsy. However, a higher rate of damage was 

observed in the organs (liver, spleen or kidney) of the birds inoculated. Damage to the heart was 

observed in birds inoculated with the G. anatis 12656-12 strain but not in birds inoculated with the 

ESV200 strain. The injected bacteria were unable to be recovered from the most frequently 

damaged organs. 



 
98 

 

 

 

 

 

Table 2. Gallibacterium anatis pathogenesis test 

 

Experimental infectious disease assay Data assay 

G. anatis strain Control (-) 12656-12* ESV200** 

Infection route intravenous intravenous intravenous 

Number of chickens by group 5 5 5 

Chicken age (weeks old) 8 8 8 

Symptoms appearance time (dpi) none 3 3 

External signs Decayed (3dpi) none 5/5 5/5 

 Limp combs none 2/5 5/5 

Euthanasia and necropsy (dpi) 7 7 7 

     

Pathological data observed    

 Respiratory tract damage absent absent absent 

 Liver congestion none 3/5 3/5 

 Liver atrophy none 1/5 none 

 Heart hydropericardium none 1/5 none 

 Hydropericardium onset none 3/5 none 

 Splenomegaly*** none 3/5 5/5 

 Spleen atrophy none 1/5 none 

 Spleen congestion none 3/5 3/5 

 Kidneys none 5/5 3/5 

     

Bacterial recovery from organs    

 Spleen Not tested Negative Negative 

 Liver Not tested Negative Negative 

 

The potential pathogenicity of the G. anatis 12656-12 and ESV200 strains was separately tested in 

two groups of chickens plus a negative control group (only 0.2 mL of BHI injected/chicken). 

*Bojesen et al., 2003. Liver isolate from Denmark, **Edgardo Soriano, Tepatitlán Jal. México, 

***Moderate splenomegaly with petechial hemorrhages. dpi.- days post-infection. Rational 

numbers represent the proportion of affected between unaffected animals of each group. 
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3.4 Fimbrial mRNA quantitation in G. anatis ESV200 

As changes in bacterial aggregation have been observed through treatment with proteases and 

fibrillar structures by electron microscopy of G. anatis biofilms (Salgado-Lucio et al., 2012; Vaca et 

al., 2011), we asked how some extracellular proteins of G. anatis are expressed, as they could form 

cellular junctions within the biofilms or bridges of cells with solid surfaces, so the abundances of 

the mRNA of the fimbrial genes flf1_a, flf3_b, flf_b, flf1_D, flf3_D and flf_D (Figure 2A) were 

determined at the transcriptional level (Figure 2B). Absolute quantitation of the transcripts by 

qRT‒PCR was performed by using standard curves prepared for each of the genes; the expression 

of each transcript was different, and the flf3 gene primers did not amplify any fragment from 

ESV200 DNA, either due to variations in the target sequence of the primers or due to the absence of 

the gene in the genome of the ESV200 strain. Another gene that is poorly expressed in G. anatis 

ESV200 is flf_D. However, the structural and adhesin genes of the flf_b operon of ESV200 

correspond to two different operons in G. anatis 12656-12; the homologous but more divergent 

adhesin (89% identity) is part of the flf3_b operon, and the remaining three genes, including the 

gene encoding the major fimbrial protein (98% identical), are present in flf_b. According to the 

expression analysis of the fimbrial genes in strain 12656-12, higher expression was induced under 

static conditions (Figure 3). 
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Figure 2. Gene organization in the F17-like operons from G. anatis and gene expression tests.  

A.- Gene arrangement in the three F17-like operons harbored in G. anatis UMN179 and 12656-12 

strains, and from the two operons found on the genome of G. anatis ESV200 strain; The molecular 

classification of the genes into operons was made according to Kudirkiene et al. (2014), and the 

name operons are shown for each one; the coordinates for operons within each genome is also 

shown. Capital letters A, B, C or D were added to distinguish between the genes encoding the 

major protein, the first chaperone, the Usher chaperone and the adhesin. In subscript the name of 

the strain was added. B.- Amplified DNA fragments obtained by the qRT‒PCR test of the expressed 

fimbrial and adhesin genes from G. anatis 12656-12 and ESV200 strains; because the Flf3_b 

fimbrial gene (star labeled) homologous to the present in G. anatis 12656-12 strain does not exist 

in G. anatis ESV200 strain, as well as the Flf_D gene, spurious cDNA amplification in low quantity, 

was observed. +/- Positive or negative reaction controls. C.- Diagrams of the indicated genes in A 

are shown to scale, and the oligonucleotide DNA primers used as well as the expected size of the 

amplified DNA product are shown. 
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Figure 3. Inducible expression of F17-like genes in G. anatis 12656-12 strain and noninducible 

expression in G. anatis ESV200 strain. 

A.- The gene expression quantitation of mRNA from F17-like operon genes was achieved by 

qRT‒PCR. In this essay, the comparison with the constitutive rpoA-gene encoding the RNA-

polymerase alpha subunit was included. B.- The gene expression quantitation of F17-like genes 

was performed by comparing the expression of the gene encoding elongation factor G. The 

efficiency of the qRT-PCRs was greater than 96%, with an R2 ≥ 0.86. C.- Amino acid sequence 

deduced from the open reading frames identified in the genome of several G. anatis strains but 

absent in the genome from G. anatis ESV200 strain; this protein was not identified in any database 

consulted, such as GenBank, ExPASy, PDB, or by searching with BLASTp.  

 

The relative expression of fimbrial mRNAs with respect to the expression of mRNA of the RNA 

polymerase gene (Figure 3A) showed a constant expression level in the 12656-12 strain under static 

conditions, and the expression levels of the three mRNAs of the three fimbrial genes (0.5 at 4X) and 

the three mRNAs encoding adhesins (1 to 7X) changed under agitation conditions. 

For the ESV200 strain, 4X greater expression of the mRNA encoding the Flf1_a protein was 

observed, regardless of the culture conditions, without the expression of Flf1_D. For the major 

protein Flf3_b, there was no expression in the ESV200 strain, and for adhesin, low expression was 

observed, perhaps as an important housekeeping gene. For the major protein Flf_b in ESV200, 

vestigial expression was observed, while increased expression (4X) of Flf was observed. In a 

comparative analysis of expression of the target genes with that of the housekeeping gene encoding 

EFG (Figure 3B), basal expression was also observed under aeration conditions in the 12656-12 

strain, while the expression of the fimbrial proteins increased from 2X to 5X under static 

conditions; the expression of adhesins increased from 3X to 9X. In strain ESV200, there were no 

important changes in the expression of the majority fimbrial protein or adhesin, although under 

aeration, low expression of the adhesin Flf_D was observed (Figure 3). 

 

3.5 The ESV200 strain genome contains fimbrial genes 

To further understand the form of expression of the fimbriae in G. anatis ESV200, the sequence of 

the ESV200 genome was obtained, and information on the fimbrial operons was extracted. This 
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information was compared with that of the genomes of strains UMN179, 12656-12 and F149T. The 

ESV200 strain genome was found to contain two fimbrial operons, while the other three strains 

possessed three operons (Figure 2). These operons are based on a secretion system that involves the 

Usher chaperone located on the outer membrane of the bacterium. This chaperone is the largest 

protein of the chaperone/Usher system that, together with another smaller periplasmic chaperone 

encoded by the fimbrial operon, is involved in the secretion of the fimbrial structure. The sequence 

of the usher chaperone gene of the ESV200 strain was compared with others (Figure 4), and it was 

found that, in addition to the open reading frame (ORF) for the usher gene, there was an internal 

reading frame in one of the usher genes in strains 12656-12, F149T and UMN179 (Figure 3C), but 

this reading frame was absent in the ESV200 strain. The absence of this extra ORF may be related 

to the lower biofilm production by this strain. 

 

 

3.5.1 ESV200 genome reconstruction and comparative genomic analysis 

Initially, the genome of the ESV200 strain was assembled from 55 contigs containing 2.54 Mbp, 

which were obtained from reads from Illumina and 454 technologies after filtering for sequence 

quality with FastQC and applying Velvet software to reconstitute the genome into contigs. A 

circular genome was obtained with long reads from Sequel PacBio technology and assembled with 

Spades and Canu software. The ESV200 genome was reconstructed de novo with 32X coverage and 

N50 = 2538577. A full-length revision was made with RAST and deposited in the GenBank 

database with accession number CP114281.1 for final annotation with the NCBI Prokaryotic 

Genome Annotation Pipeline. The genome has a 40% GC content and contains 7, 6 and 6 copies of 

the 5S, 16S and 23S rRNA genes, respectively, and 61 tRNA copies. The Gtx-toxin operon was 

found to share 94% identity with the nucleotide sequence (HQ316167), and GtxA shared 100% 

identity with WP_094873868.1 and 99% identity with toxin proteins from the UNM179 and 12656-

12 strains. Additionally, two chaperone/usher fimbrial operons were found (see above, Figures 2 

and 4). There were 3 CRISPR arrays and 71 mobile element proteins present. To date, 39 genomes 

of this species have been reported, and only UMN179 has 1 circular genome with 39.9% GC 

content, 2.68 Mbp, and 7, 6, and 6 copies of the 5S, 16S and 23S rRNA genes, respectively, making 

this strain a high-confidence reference for exploring the core genes of the ESV200 strain. The 

genetic core of the 4 genomes consisted of 2,061 correctly annotated genes with known functions, 

and hypothetical genes were discarded. Table 3 shows the set of genes shared between genome-
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strain pairs selected from GenBank: AVOX00000000.1, UGGZ00000000.1, CP114281.1 and 

CP002667.1. The comparison provides useful information about common genes and other strain-

specific genes, for example, the genes for fimbrial attachment and colonization of host tissues 

mentioned above (Figure 4). 

 

 

Table 3. Gallibacterium anatis ESV200 genome comparison 

 

Strains* 12656-12 NCTC11413 ESV200 UMN179 

12656-12 2337** - - - 

NCTC11413 2343 2256 - - 

ESV200 2341 2297 2315 - 

UNM179 2359 2322 2326 2324 

* Four GenBank genomes from G. anatis strains were compared by pairs; the selected genomes in 

this analysis were those containing the longest genome size or few contigs. 

** Matrix values indicate the total number of homologous genes contained between strains. The 

values in the diagonal direction indicate the total gene number from each strain reported in the 

GenBank database. The table shows the number of genes shared between strains in a pairwise 

comparison. The hyphen symbol is included to avoid duplicating values in pairwise comparison. 

The number of probable genes shown is derived from the comparison between genomes using the 

RAST platform. Numerical differences are due to gene duplications or cross-homologous sequences 

containing multiple domains. 
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Figure 4. Molecular analysis of DNA and proteins encoded by G. anatis F17-like fimbrial operons. 

4.1.-Phylogeny of F17-like genes. Clusters were constructed by gene comparison of G. anatis 

sequences from usher containing operons with Clustal Omega (Madeira et al., 2022): the 

sequences included here were from G. anatis ESV200, UMN179, and 12656-12 strains. A.- The 

phylogram of fimbrial genes from three G. anatis strains. B.- The cluster of usher-chaperone genes 

from three G. anatis strains. C.- The cluster of adhesin genes from G. antis. The genes named here 

contain the GenBank database tags. Examples: fimbrial genes – Fim plus tag; usher genes – Ush 

plus tag; and adhesin genes -Ad plus tag. flfA- Reference flfA operon genes are indicated in the 

cladograms. The length of the branch is indicated in each sequence name. 

4.2.- Phylogeny of F17-like fimbrial proteins from the G. anatis ESV200 strain. The phylogenetic 

trees were reduced leaving the G. anatis closely related sequences and eliminating duplicated 

records from GenBank: A.- Tree with sequences closely related to fimbrial protein ESV200-tag-32; 

B- Tree with sequences closely related to fimbrial protein ESV200-tag-83. 

4.3.- Phylogeny of F17-like adhesin proteins from the G. anatis ESV200 strain. The phylogenetic 

trees were reduced leaving the G. anatis closely related sequences and eliminating duplicated 

records from GenBank: A.- Tree with sequences closely related to adhesin protein ESV200-tag-35; 

B- Tree with sequences closely related to adhesin protein ESV200-tag-86. 
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The linear comparison of the genomes of the strains ESV200 and UMN179 showed a significant 

number of chromosomal rearrangements but maintenance of the functionality responsible for 

pathogenicity in birds (Figure 5). The phylogenetic comparison of the strains that have had their 

genome sequenced to date, by using a group of genes suggested to be MLST markers, showed 

interesting groupings, although there was not much distinction among the sequenced strains, at least 

with this method (Figure 6). The evolutionary history was inferred using the maximum parsimony 

method. The most parsimonious tree with a length of 3105 is shown. The consistency index was 

0.423833 (0.348744), the retention index was 0.509460 (0.509640) and the composite index was 

0.215926 (0.177671) for all sites and parsimony-informative sites (in parentheses). The MP tree 

was obtained using the Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) algorithm with search level 1 in which 

the initial trees were obtained by randomly adding sequences (10 replicates). This analysis involved 

30 nucleotide sequences. A total of 12441 positions was included in the final dataset. The 

evolutionary analysis was conducted using MEGA 11 software. 
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Figure 5. Identification and localization of F17-like fimbrial operons harbored in the G. anatis 

ESV200 genome. 

A.- Identification and localization of F17-like fimbrial operons harbored in G. anatis ESV200 and 

12656-12 strains. The G. anatis fimbrial operons containing the usher-chaperone gene were 

identified by BLASTn and BLASTx (www.ncbi.nlm.nih.gov; Madden et al., 1996) and Clustal Omega 

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programs. The image shows the identity regions between 

130,591-base-long contig 11 from the G. anatis ESV200 strain and three contigs (No. 3, 7, and 13) 

from the G. anatis 12656-12 strain. Contig 11 from the G. anatis ESV200 strain has a large region 

with identity toward contig 13 from the G. anatis 12656-12 strain and harbors two fimbrial 

operons (highlighted with green and red colors). Each G. anatis 12656-12 contig harbor only one 

fimbrial operon. 

B.- Full alignment of G. anatis ESV200 and UMN179 genomes. The ESV200 genome was 

reconstructed through de novo sequencing using Sequel PacBio technology with 32X coverage. 
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Two black horizontal lines show the comparison along the two G. anatis genomes, and the crossed 

lines between the two parallels indicate mainly stretches of homologous sequences. The crossed 

lines are the result of hundreds of direct and inverted matches, and here are observed two 

notorious regions for being inverted. The two sections are approximately equivalent to 30 and 

60% of the compared genomes. Image obtained with Easyfig software. 

 

 

 

 

 

Figure 6. Phylogenetic grouping of the G. anatis ESV200 strain by MLST. 

The analysis was performed using the next concatenated sequences harbored in thirty-one G. 

anatis genomes: adk, atpD, fumD, gyrB, inf2, mdh, recN, and tdh. This phylogram was obtained by 

Kalign (Lassmann 2019) and iTol (Letunic and Bork 2021) online programs. Here, G. anatis MLST 

sequences form a very compact group, although the G. anatis ESV200 sequences are closer to the 
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G. anatis 2PK3 and Avicor sequences. The names in the phylogeny tree are the accession number 

prefixes used in GenBank except ESV200 and UMN179 to easily identify them. Four names of the 

reference G. anatis strain are also highlighted on the outside of the tree. The evolutionary history 

was inferred using the maximum parsimony method. The most parsimonious tree with a length of 

3105 is shown. The consistency index was 0.423833 (0.348744), the retention index was 0.509460 

(0.509640) and the composite index was 0.215926 (0.177671) for all sites and parsimony-

informative sites (in parentheses). The MP tree was obtained using the Subtree-Pruning-Regrafting 

(SPR) algorithm with search level 1 in which the initial trees were obtained by randomly adding 

sequences (10 replicates). This analysis involved 30 nucleotide sequences. A total of 12441 

positions was included in the final dataset. The evolutionary analysis was conducted using MEGA 

v.11 software. 

 

 

3.6 Integrases in the genome of G. anatis ESV200 

Nine integrase-related amino acid sequences, ranging in size from 60 to 415 amino acids, were 

deduced in silico from the G. anatis ESV200 genome. A 168 amino acid sequence was annotated as 

an integrating regulator; therefore, the regulator size selection criterion was used to separate the 

integrase sequences into two categories. Thus, five large sequences remained as integrases (252 to 

415 aa) and the four short ones as possible integration regulators (60 to 170 aa). The short 

sequences showed a conserved amino-terminal domain of 60 amino acids, although the integrase 

regulator had more significant differences from the other short proteins. Essential amino acids that 

are part of the active site for integration, including tyrosine, were identified in proteins from 252 to 

415 aa. Three amino acid sequences related to integrases delimited a 539.6 kb fragment. This 

sequence is flanked at the ends by two segments of mobile genetic elements, at one end an episome 

type and at the other a prophage element, with 50.5 and 46.3 kb, respectively. The remarkable 

aspect of the chromosome fragment is that it contains chromosome, phage, and plasmid replication 

gene clusters. Mobilization genes and plasmid transfer. Genes that can provide resistance to 

antimicrobial substances as ejection pumps. Genes for RNA polymerase peptide biosynthesis. 

Genes involved in ribosome biosynthesis, such as ribosomal RNA and ribosomal proteins. Genes 

for the biosynthesis of aminoacyl-tRNA synthetases. Genes for the biosynthesis of chaperones for 

the export of extracellular proteins. Genes for fimbriae biosynthesis and control of biofilm 

formation. By size, this segment resembles a bacterial minichromosome. However, due to the lack 

of essential genes, it has an integron-type structure, similar to those called Maverick. This 

chromosome segment is equivalent to a domain called "D1", composed of 22% of all genes. The 
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"D2 and D3" domains, delimited by the mobile element regions, contain 25.2 and 52.8% of all 

genes, respectively. The D1 domain contains 5% hypothetical and DNA mobility genes. Regarding 

the exclusive DNA mobility genes, D1 contained 3.1%, D2 6.1%, and D3 0.94%. This means more 

significant potential for DNA mobility in the small domains than in the large domain of the G. 

anatis ESV200 chromosome. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Organization of the chromosomal domain D1 of G. anatis ESV 200 displaying a complex 

Maverick-like structure. 

Domain D1 of the three chromosomal domains of G. anatis ESV200 is shown here. The domains 

are separated based on the presence of large mobile genetic elements, the D1 domain is 

composed of 539.6 kb, and 520 ORFs have been deduced. The D1 domain contains an episome 
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and a prophage at the ends, and there are also open reading frames encoding putative integrases. 

Some sequences that code for proteins related to DNA mobility, integral DNA maintenance, 

recombination, host colonization, participation in the control of biofilm formation, drug resistance 

and cell division have been highlighted. 

 

 

4. Discussion 

Several diseases in birds are caused by G. anatis and are generically known as gallibacteriosis. 

Biofilm formation requires the establishment of a colony on superficial tissues and, if conditions 

allow it, on internal surfaces or internal organs; for this, the interaction of bacterial adhesins with 

host receptors is essential. These colonization processes can be very beneficial for the bacterium 

under antimicrobial treatment, as bacteria exhibit resistance in biofilms, which can be formed by 

several pathogens, including those of the Gallibacterium genus. It has also been reported that 

fimbriae are important for the formation of biofilms and that they are even targets of vaccination 

therapy via the development of fimbrial protein antigens. Here, we examined the presence of genes 

that encode fimbrial proteins and their transcriptional expression in the ESV200 strain, a pathogenic 

strain that apparently produces little biofilm in vitro. 

In this work, the biofilm formation phenotype of strain ESV200 was compared with that of strain 

12656-12, a bacterium included in several previous reports. The ESV200 strain forms highly 

homogeneous suspensions in liquid cultures, while the 12656-12 strain forms clumpy cultures that 

can settle rapidly when left under static conditions for a short time. However, biofilm quantitation 

performed on cell culture plates showed that the ESV200 strain produced as much biofilm as the 

12656-12 strain at 24 and 48 hours, but this production was reduced after 72 hours. This behavior 

could be attributed to the change in the expression of genetic regulators that are still unknown under 

laboratory conditions or to loss of viability. The strain 12656-12 showed maintenance of the biofilm 

structure over time. Under such conditions, it would be expected that there would be differences in 

virulence if the aggregation conditions and biofilm formation were highly relevant in the pathogenic 

process due to better adhesion to host tissues (Salgado-Lucio et al., 2012). 

The pathogenicity tests showed a similar pattern of damage produced by the two strains tested, with 

heart damage caused by strain 12656-12 but not by ESV200. We could not confirm that the lower 

quantity of biofilm produced at 72 hours by the ESV200 strain was the cause of the lack of heart 

damage, since molecular components of the genetic background that have not been evaluated may 
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have played a role; for example, the in silico analysis indicated that the biosynthesis of cardiolipins 

that are present in both strains might indicate the surface compatibility of the bacterium with 

cardiac tissue (Rossi et al., 2017). The genomes of the ESV200 and 12656-12 strains contain two 

genes homologous to those involved in the pathogenicity of Salmonella enterica, pbgA and icsA 

(Chiu et al., 2005; Cian et al., 2019). 

The biofilm produced by G. anatis was altered by the biofilm-disrupting treatment conditions 

(Figure 1C). DNase and proteinase K altered the ESV200 strain biofilm, as indicated by the 

increase in turbidity, indicating the participation of DNA and proteins in biofilm structure formation 

and cell attachment. Disintegration was also observed for the 12656-12 strain biofilm treated with 

DNase. The reduction in turbidity may also have been due to extensive activity of the pronase E and 

proteinase K enzymes; therefore, the presence of proteins in the biofilm of G. anatis was explored. 

The proteins were revealed by electrophoretic separation of the total extracts of both strains and 

analyzed, and the sizes ranged from > 10 to <75 kDa; the sizes of fimbrial proteins ranged from 22 

to 43 kDa. Lysozyme and urea further improved the protein resolution in the SDS‒PAGE system, 

which may be because some proteins became free in solution and by inhibition of proteolytic 

activity (Tamura et al., 1998; Garcia-Gomez et al., 2005). 

Regarding the possibility of the biosynthesis of fimbriae of the F17 type proposed by Bojesen, two 

fimbrial operons were identified in the genome of the ESV200 strain, which corresponded to the 

chaperone/usher secretion system, one of which showed 99% conservation with the gene present in 

the 12656-12 strain, while the other corresponded to a secretion system, exhibiting 98, 92 and 97% 

identity with the major fimbrial protein, the chaperone and Usher, respectively, whereas the putative 

adhesin exhibited 89% identity with the third operon of the 12656-12 strain, which suggests that an 

important recombination process led to the deletion of an operon in the ESV200 strain and the 

exchange of genes as modules within the fimbrial operons, and perhaps in this way, it gains greater 

genetic and functional variability, as occurs with other microorganisms (Dufresne et al., 2018). This 

conclusion was made by sequencing the genome of strain ESV200, which made it possible to 

clarify why not all the transcripts present in strain 12656-12, evaluated at the beginning of the 

investigation, could be quantified. Investigation of the identities of the adhesins showed that the 

adhesin FlfA shared 99% identity with that present in the 12656-12 strain, 30% with the E. coli 

adhesin TPA (HAN7666271.1) and 29% with the S. enterica protein (EDB7133990.1), while the 

adhesin FlfA7 shared 88% identity with the protein from 12656-12, 36% with the E. coli adhesin 

F17 (STJ01015.1) and 32% with F17G (EFA5996531.1). The adhesin absent in the ESV200 strain 
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but present in the 12656-12 strain genome shared 33% identity with the E. coli adhesin TPA 

(HAN7666271.1) and 31.6% identity with the S. enterica adhesin (EAM2645026.1). 

The presence of several F17-type operons varies among G. anatis strains, since more than one 

fimbrial operon may be present and since some of them have mutations that change them into 

pseudogenes, so it is expected that the content and type of fimbriae will depend on the type of strain 

tested (Johnson et al., 2013; Pors et al., 2016). In the ESV200 strain, the two operons seem to 

express themselves with different transcription rates according to the estimates made with two 

housekeeping genes used in this work, namely, RNA polymerase and elongation factor G. 

Interestingly, it was observed that the ESV200 Flf_a mRNA was strongly expressed under static 

conditions and agitation, similar to the adhesin Flf. For the mRNAs of the fimbrial proteins and 

adhesins of the 12656-12 strain, notable increases in expression levels of 1x to 6x more than the 

transcription of the RNA polymerase subunit were observed for all the operons in the static 

condition, perhaps due to the distribution of molecular regulators. Therefore, the immunity 

strategies based on the fimbrial proteins proposed by Bojesen are functional in strains that exhibit 

the expression behavior seen in strain 12656-12 or in strains that have different types of fimbrial 

operons, which seem to be conserved in G. anatis for their importance in the colonization of avian 

tissues (Bojesen et al., 2004; Salgado-Lucio et al., 2012; Pors et al., 2016). 

It is currently important to obtain a new fully sequenced and circularized G. anatis genome to 

accurately compare the possible presence or absence of genes that are frequently detected as 

multiple copies, whether they are involved in basic functions such as those of the biosynthetic 

machinery or other functions related to virulence, such as colonization. 

Location of the fimbrial operons in the genome of G. anatis ESV200. It has been documented that 

bacteria can fix their genome to perform better in the environment where they live, be it natural or 

laboratory (Nagy-Staron et al., 2021; Saleski et al., 2021). It has been proposed that genes in the 

genome have different levels of expression depending on their location and their syntenic 

organization, which in many bacteria has allowed the correlation of gene clusters with the virulence 

abilities of pathogenic bacteria (Le Berre et al., 2022). One of the outstanding aspects at the 

moment in the genetics of bacteria is the presence of islands of pathogenicity (Desvaux et al., 

2020), which are short segments of the genetic material that concentrate genes that encode virulence 

factors (Wu. S. 2015), antibiotic resistance functions (Debroas, et al 2019; Ellabaan, et al 2021; 

Maciel-Guerra, A., 2022), proteins that ensure DNA perpetuation, and enzymes involved in the 

internal mobility of DNA (Hallstrom et al., 2015; Smyshlyaev et al., 2021). Due to their functional 
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structure, they can be contained in plasmids, transposons, integrons, or phages (Dobrindt et al., 

2015). In the genome of bacteria of the Pasteurellaceae family, the presence of a significant 

number of sequences related to DNA mobility, such as integrases or transposases, has been 

observed (Rodt et al., 2012; Horta et al., 2017). In the genome of G. anatis ESV200, together with 

the Usher operons that encode the fimbriae, an insertion sequence was found that could represent an 

integron, similar to pathogenicity islands (Carniel et al., 1996; Mazel D. 2006). When inspecting 

toward the ends of the operons, two insertion sequences were located, one next to 50.5 kb of an 

episome and another next to 46.3 kb of a prophage. The segment or D1-domain delimited by both 

mobile elements is approximately 539.6 kb in size (Figure 7). The inspection of this segment of 

DNA concentrates most of the vital functions for the cell, DNA Primase, DNA polymerase, 

components of the main RNA polymerase, various recombinases, antitoxin-toxin system, DNA 

translocation, transfer of genetic material, production of fimbriae, general mechanisms of resistance 

to antibiotics, genes responsible for the synthesis of ribosomal RNA 16-23-5S and control of 

biofilm formation. This large sequence resembles the mobile structures of eukaryotes called 

Maverick, associated with c-integrase, and in size, they almost reach the size of a Mycoplasma 

genome (Suthers et a., 2009). 

 

5. Conclusions 

The genome of G. anatis strain ESV200 is the second genome of this species to be completely 

sequenced since 2011, with an estimated genome size of 2,538,577 nucleotides. With a group of 

classic MLST genes, a phylogenomic association can be achieved, although with another group of 

genes, other close evolutionary relationships between G. anatis strains can be observed, which is 

always interesting when characterizing new isolates to differentiate them from some clonal types. 

The ESV200 strain is virulent in birds and produces fimbriae related to colonization and virulence; 

it contains several virulence genes, one of which encodes the toxin GtxA, the main virulence factor 

of G. anatis. Shown here is the structure of a chromosomal domain, which is armed in a way 

recently described, named Maverick, and which can impact the evolution of pathogens, such as G. 

anatis. 

Strain ESV200 can be used as a molecular model for gene knockout studies as well as for genetic 

complementation because it naturally contains only two Usher-type fimbrial operons and exhibits a 

weaker clumping phenotype in biofilms. 
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