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RESUMEN

Gallibacterium anatis y Avibacterium paragallinarum son bacterias patdgenas de aves que
causan enfermedades agudas en el tracto reproductor y respiratorio, y son responsables de la
disminucion en la produccién de huevo y carne de aves. Por ser bacterias de reciente estudio sus
mecanismos de patogenicidad no han sido completamente elucidados (Persson y Bojesen, 2015).
Algunos de estos factores de virulencia identificados en estas bacterias son: toxinas del tipo RTX,
capsula de polisacaridos, metaloproteasas que degradan inmunoglobulina 1gG aviar,
hemaglutininas contra eritrocitos de aves y fimbrias para adherirse a superficies inertes. El presente
estudio se centro en el estudio genético y molecular de los genes que codifican fimbrias tipo F17
por su importancia estructural para la adhesion y por su potencial respuesta inmunolégica. A partir
de la informacién del genoma de la cepa UMN179 de Gallibacterium anatis, que contiene 3
operones fimbriales, se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar fragmentos de esos
genes y usarlos como fuente de expresion de péptidos para purificarlos y posteriormente generar
anticuerpos en conejo. Los amplificados de PCR se clonaron en el pldsmido vector pBluescriptl|
KS (-) y se subclonaron para su expresion en el vector pQE-30 usando como hospedero heter6logo
a E. coli. Se obtuvieron 4 construcciones que corresponden a secuencias de G. anatis: 1) Megan
con un inserto de 493 pb de la cepa ESV 34 codifica para una proteina estructural de 164 a.a; 2)
Samanta con un inserto de 745 pb de la cepa F149" codifica para una proteina adhesina de 248 a.a;
3) Tuti con un inserto de 745 pb que codifica para una proteina adhesina de 248 a.a de la cepa
ESV34 y 4) Zuky con un inserto de 399 pb que codifica para una proteina estructural de 133 a.a.
perteneciente al operdn Flflde la cepa ESV34. En el caso se secuencias de A. paragallinarum se
obtuvieron 2 construcciones, ambas con un inserto de 1137 pb correspondientes al gen que codifica
para la proteina adhesina de 379 a.a de las cepas 6 y 5 del operon FIf. Las secuencias Zuky y
Samanta se subclonaron en el vector de expresién, para obtener los péptidos respectivos: uno
estructural de 18.2 kDa de la cepa ESV34 (Megan) y una adhesina de 27.5 kDa la cepa F149".
(Samanta). Las proteinas se purificaron por afinidad en columnas con niquel y elucion por
gradiente de imidazol. Las proteinas purificadas se usaron para inmunizar conejos y preparar
anticuerpos que se evaluaron en experimentos tipo western blot, observando poca actividad

especifica de reconocimiento antigeno anticuerpo en esta etapa preliminar.



INTRODUCCION

Impacto de las enfermedades ocasionadas por Gallibacterium anatis y Avibacterium

paragallinarum en el sector avicola

La AVEC ASBL (Association of Poultry Processors and Poultry Trade in the European
Union countries) estima que la produccion mundial de carne aumentara un 1.6% y que las aves de
corral se convertiran en el mayor sector carnico en 2020 (AVEC ASBL Annual Report , 2014). En
el sector avicola, las enfermedades infecciosas del sistema respiratorio, representan uno de los
mayores problemas de sanidad animal con niveles de morbilidad y mortalidad entre 10 y 50 %
(Leon , 2009), las cuales son producidas por virus y bacterias. Entre los agentes virales destacan
Paramoxovirus, Coronavirus, Herpesvirus, Metapneumovirus y entre las bacterianas son notorias
las infecciones por Avibacterium paragallinarum, Ornithobacterium rhinotracheale, Pasteurella
multocida, Gallibacterium anatis (Machota y Yanes, 2002), Campylobacter spp., Salmonella sp
(no tifoidea), Escherichia coli O157: H7 y Listeria monocytogenes (Eberle y Kiess, 2012).
Adicionalmente se sabe que las poblaciones bacterianas en las aves y en sus subproductos varian,
dependiendo del manejo antes y después de su matanza, lo que es conocido como practicas de
higiene en la manipulacién de las aves. En los productos comercializados de carne de ave la lista
de los patdgenos reportados es mas grande incluyendo; Campylobacter spp., Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia coli O157: H7,
Listeria monocytogenes, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Pasteurella
multocida, Riemerella anatipestifer, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio spp. y
Yersinia enterocolitica. (Keklik, y Puri, 2010).
En la mayoria de los casos, G. anatis y A. paragallinarum fueron aisladas de aves comerciales
enfermas; sin embargo, también se ha reportado su presencia en aves domésticas y silvestres tales
COmMo pavos, gansos, patos, faisanes, perdices, garzas, etc. (Christensen, et al 2003; Bojesen, et al
2003). La presencia de estas bacterias ha sido reportada en paises de Europa, Africa, Asia y
América.
En aves como el pollo de granja, G. anatis es parte de la microflora normal del tracto respiratorio
superior y del tracto genital en animales sanos ( Bojesen, et al., 2004) y su asociacion con una gama
de patologias es dificil de hacerse despues de la autopsia en ausencia de lesiones, por lo cual no se
puede relacionar como patégeno responsable de la enfermedad. (Bojesen, et al., 2004; Bisgaard, et

al, 2005). En otros casos la infeccion con G. anatis si correlaciona con cuadros patogénicos y la



recuperacion de cultivos puros de los tejidos afectados. Por tanto, se propone que G. anatis posee
linajes o cepas virulentas y avirulentas.

Las cepas virulentas de G. anatis producen gallibacteriosis, una infeccién sistémica que afecta
principalmente al tracto reproductivo generando lesiones (Neubauer, et al., 2009) que afectan
severamente a las gallinas ponedoras, haciendo decaer la produccién de huevo (Neubauer, et al.,
2009).

Los animales con gallibacteriosis presentan los siguientes sintomas: cara hinchada, secrecién nasal,
fiebre, depresion, postracion, anorexia, dificultad respiratoria, crestas y barbillas cianoticas, diarrea
café-verdosa, deshidratacion, disminucién en la postura (gallinas). En la necropsia se observa
congestion en senos infraorbitarios con puntos hemorragicos hasta la traquea, hepatomegalia
esplenomegalia, aerosaculitis, peritonitis y en otros casos, hemorragia en miocardio, inflamacién

renal, foliculos deformes (gallinas), salpingitis, atrofia ovarica, ruptura folicular (Fig. 1).

SECRECION NASAL CONGESTION CONGESTION
CARA HINCHADA TRAQUEA SENOS I.

AEROSACULITIS HEPATOMEGALIA  INFLAMACION RENAL

DIARREA VERDE CAFE ATROFIA OVARICA ESPLENOMEGALIA

Figura 1. Signos y lesiones de la infeccion por Gallibacterium anatis

Tomado de Mendoza, et al., 2015. Bioservice SRL, p.3



La bacteria A. paragallinarum infecta el tracto respiratorio superior de las aves produciendo la
enfermedad conocida como coriza infecciosa (Cl), ésta es una enfermedad respiratoria aguda. El
sindrome clinico de la CI incluye: inflamacion edematosa de la cara, alrededor de los ojos y la
barbilla; descarga nasal, senos paranasales inflamados (Figura 2); disminucion de consumo de agua

y alimento, diarrea verde por sobreinfeccion (Blackall, 1999).

BN

Figura 2. Ave que presenta signos clinicos de Coriza Infecciosa (CI)

Tomado de la base de datos de PoultryMed Home (http://www.poultrymed.com/Poultrymed/Templates/showpage.asp)

La Coriza Infecciosa (CI) se puede clasificar en dos tipos:
a) Coriza infecciosa clasica que afecta Unicamente el tracto respiratorio superior de los pollos
causando sinusitis y conjuntivitis. Este tipo de CI se caracteriza por ser una enfermedad aguda de

curso corto que abarca aproximadamente dos semanas y tiene curacion espontanea (Terzolo, 2000)

b) Coriza infecciosa complicada en la que A. paragallinarum se asocia con otros microorganismos
como Escherichia coli, Pasteurella gallinarum, Mycoplasma gallisepticum, Ornithobacterium
rhinotracheale, Mannheimia haemolytica, Mannheimia synoviae, Pasteurella multocida,
Salmonella enterica y algunos virus. En estos casos, el curso de la enfermedad se agrava y los
pollos pueden presentar neumonia, aerosaculitis, septicemia y artritis (Blackall, 1999). Ademas, se
prolonga el curso de la enfermedad por lo que puede llegar a tener una duracién de siete semanas.
La Cl complicada no se cura facilmente y suelen quedar secuelas diversas, por lo que es comun en
el ambito industrial el sacrificio de un nimero importante de aves, para erradicar esta enfermedad.


http://www.poultrymed.com/

El resultado epidemiologico depende en gran medida de la cepa (Bojesen, et al., 2008). Aunque se
han observado factores ambientales y del huésped que favorecen la infeccion de G. anatis y A.
paragallinarum. Algunos de los factores que influyen en el huésped son los cambios hormonales
(Gerlach, 1977), la edad (Bisgaard, 1977), el estrés (Rzewuska, et al., 2007), el estado
inmunolégico comprometido (Bojesen, et al., 2004) y de factores ambientales como la variacion
estacional de la temperatura.

Ambas enfermedades estan relacionadas con pérdidas econdmicas en el sector avicola, con un gran
impacto a nivel mundial, debido a que hay una mortalidad elevada en pollos de engorde y una
disminucion en la produccion de huevo, perdidas que llegan a ser hasta del 60% (Christensen, et
al., 2003).

Caracteristicas taxondmicas de G. anatis y A. paragallinarum

Las bacterias de las especies G. anatis y A. paragallinarum son Gram negativas, pertenecen
al phylum, Proteobacteria; Clase, Gammaproteobacteria; Familia, Pasteurellaceae; Géneros,
Gallibacterium y Avibacterium respectivamente.

G. anatis es una bacteria descrita como no movil, en forma de bacilo o pleomorficas, se encuentran
aisladas o en pares, las colonias en agar sangre son lisas, grises, opacas, circulares elevadas de 1-
2mm de didmetro después de 48 horas de incubacion a 37°C; no forman endoesporas; su
crecimiento es mesofilico y anaerobio facultativo (Christensen, et al 2003). Fue clasificada en la
familia Pasteurellaceae por Pohl (Bisgaard, et al., 2009; Christensen, et al., 2003). Gallibacterium
anatis tiene dos biovares (Fig. 3), uno es el hemolitico y otro no hemolitico o anatis (Christensen,
et al., 2003).



Figura 3. Biovares de Gallibacterium anatis

A) Biovar hemolitico B) Biovar no hemolitico, anatis

Tomado de Persson G, Bojesen M, Veterinary Research. 2015. 46:57 p2

Las cepas de G. anatis son positivas a las pruebas de catalasa, oxidasa, fosfatasa, B-galactosidasa
y paranitrofenil-B-galactosido, reducen los nitratos. Forman acido sin produccién de gas a partir
de glicerol, (-) D-ribosa, (+) D-xilosa, (-) D-manitol, (-) D-fructosa, (+) D-galactosa, (+) D-glucosa,
manosa, sacarosa Yy rafinosa. Son negativas para las pruebas de crecimiento simbidtico, citrato de
Simmons malonato, H>S/Hierro triple azucar, crecimiento en presencia de KCN, Voges-Proskauer
a 37 °C y ureasa, no producen pigmentos, se han observado variaciones en la reaccion de rojo de
metilo a 37 °C, crecimiento en Agar MacConkey y en la produccion de &cido a partir de (+) L-
arabinosa, (-) D-arabinosa, m-inositol, (-) D-sorbitol, (-) L- fucosa, lactosa, maltosa, trehalosa y

dextrinosa (Christensen, et al., 2003).

A. paragallinarum es una bacteria no esporulada, presenta morfologia cocobacilar con tendencia a
la formacion de cadenas cortas y algunos filamentos. En cultivos en caldo, es frecuente observar
formas degradadas que aparecen como si fueran manchas de colorantes (Terzolo, 2000).

Son bacterias de 1 a 3 um de largo y de 0.4 a 0.8 um de ancho, pueden aparecer individualmente,
en pares, 0 como cadenas cortas, con una tendencia a la formacion de filamentos (Blackall, 1999).
Las colonias en gelosa sangre tienen forma de gotas diminutas de 0.3 mm a 1 mm de diametro, A.
paragallinarum ha sido clasificada en tres serogrupos: A, B y C con nueve serovariedades de
acuerdo al esquema de Page, distribuidas de la siguiente manera: A-1, A-2, A-3, A-4; B-1; C-1, C-



2, C-3y C-4 (Kume, et al.,83). Algunas serovariedades tienen una distribucion amplia en el mundo,
mientras que otras estan limitadas a ciertas areas geograficas.

En muchas especies bacterianas la sintesis de dinucledtido de adenina y nicotinamida (NAD, por
sus siglas en inglés, nicotinamide adenine dinucleotide; factor V) ocurre inicialmente a partir del
acido quinolinico o por la via del acido nicotinico (Foster y Moat, 1980). Algunos miembros de la
familia Pasteurellaceae, no tienen estas vias de biosintesis de NAD y deben obtenerlo directamente
del medio o a partir de precursores, como es el caso de A. paragallinarum. Sin embargo, desde
1989 se identificaron aislamientos de A. paragallinarum que crecen en ausencia de NAD (Horner,
et al., 2007); con base en el requerimiento de este factor de crecimiento (V), actualmente se
reconocen dos biovariedades: 1) dependiente de NAD y 2) la independiente de NAD. (Fig. 4). A
la fecha, se han identificado aislamientos de la biovariedad independiente de NAD en Sudafrica
(Horner, et al., 2007) y México (Garcia , et al, 2004)

Figura 4. Biovares de Avibacterium paragallinarum.

A). Cultivo de Avibacterium paragallinarum en base de agar con 10% de sangre de ovino con colonia nodriza de
Staphylococcus epidermidis. Colonias dependientes de NAD

B). Cultivo en placa sin sangre, ni colonia nodriza 0 NAD, Colonias independientes de NAD.

Tomado de Soriano, et al., Vet. Méx. 2013 57:62 p60




Caracteristicas del cultivo de G. anatis y A. paragallinarum

G. anatis se cultiva en agar gelosa sangre con atmdsfera de CO2, donde pueden distinguirse
los biovares hemoliticos de los no hemoliticos. Las colonias en este agar son lisas, grises, opacas,
circulares, elevadas de 1-2 mm de diametro. En medio liquido se cultiva en BHI (Brain Heart
Infusion). La temperatura de incubacién es de 37 °C por tener un comportamiento mesofilico.
Para el cultivo de A. paragallinarum, se emplea gelosa sangre colocando una estria nodriza de
Staphylococcus epidermidis como productor de NAD (Blackall, 1999). Las colonias tienen forma
de gotas diminutas de 0.3 mm a 1 mm de didmetro muy cercanas a la colonia nodriza, crecimiento
llamado “fendmeno de satelitismo™. En medio liquido se utiliza BHI, suplementado con NAD,
suero de pollo (1 %) o suero de caballo (5 %), porgue es requerido para el crecimiento de algunas
cepas. (Blackall, 1999). A. paragallinarum crece comdnmente en una atmdsfera de 5 % de COy;
sin embargo, éste no es un requisito esencial. Las temperaturas minima y maxima de crecimiento

son 25y 40 °C, respectivamente, aunque la 6ptima es 37 °C (Blackall, 1999).

Factores de virulencia de G. anatis y A. paragallinarum

Se considera que un microorganismo patogeno posee la capacidad de producir dafio o
enfermedad en un organismo hospedero susceptible, en algin nivel, siendo la muerte el mayor de
estos (medida de patogenicidad). ElI concepto “virulencia” es una medida cuantitativa de la
patogenicidad, la cual se puede medir por el nimero de células del microorganismo patégeno, que
es necesario para causar una enfermedad (Kristensen, et al.,, 2011). Los mecanismos de
patogenicidad estan mediados por factores de virulencia, los cuales les permiten a los
microorganismos invadir el ambiente del hospedero, expresar estructuras externas o receptores
superficiales especializados para su adhesion, (Meylan, et al., 2006), permanecer en estos sitios a
través de procesos de colonizacion, evadir al sistema inmune (Diacovich y Gorvel, 2010) y
finalmente causar dafio tisular, con el fin de tener acceso a nuevos nichos y fuentes de nutrientes,

necesarios para continuar su crecimiento y reproduccion.



Factores de virulencia de A. paragallinarum: i) Hemaglutininas. Los antigenos hemaglutinantes,
0 hemaglutininas, son estructuras relacionadas principalmente con la antigenicidad, patogenicidad
e inmunogenicidad de A. paragallinarum, ya que dan la capacidad de adherirse a las células que
tapizan al tracto respiratorio (Terzolo, 2000), esto se debe a que los eritrocitos y las células del
epitelio respiratorio en las aves reconocen antigenos comunes. La mayoria de las cepas de A.
paragallinarum aisladas de aves tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos de pollo debido a las
hemaglutininas, este antigeno no siempre es detectado con facilidad, ya que algunas cepas lo tienen
oculto por antigenos capsulares superficiales que impiden su deteccion (Terzolo, 2000). (ii)
Cépsula. Es una capa envolvente externa, “rigida, organizada como matriz polimérica
impermeable”, ubicada sobre la pared celular, su funcion es como adherente a las células
hospederas, y protectora de las bacterias porque evita la desecacion y la fagocitosis; las cepas de
A. paragallinarum que carecen de esta estructura son avirulentas. (Sawata y Kume, 1983) (iii)
Lipopolisacaridos. El lipopolisacarido (LPS) o endotoxina es el mayor componente de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, desempefian una funcién importante en la
activacion del sistema inmune al constituir el antigeno superficial mas importante en estas
bacterias. El LPS esta compuesto por una regién lipidica y una glicosidica con funciones separadas
y/o sinérgicas lo que hace de esta molécula uno de los factores de virulencia mas complejos de
comprender (Hurtado y Iregui, 2010), entre otras funciones participa en la adhesion de las bacterias
a las células epiteliales. Este componente ha sido poco estudiado en A. paragallinarum, pero se
sabe que le permite colonizar y producir la enfermedad (Iritani, et al., 1980). (iv) Proteinas de
membrana externa (OMPs), algunas tienen capacidad inmunogénica (Iritani , et al., 1980), y
algunas otras son transportadores especificos de iones importantes, como el hierro (Larios, 2007).
(vi) Proteasas. A. paragallinarum produce varios antigenos secretados como las proteasas,
enzimas degradantes que hacen la hidrolisis parcial o total de las proteinas; rompen los enlaces
peptidicos liberando péptidos y aminoacidos para su desarrollo, o iones de reservas complejas
como el hierro. Por su amplia actividad enzimatica destruyen componentes tisulares para facilitar
la invasion de 6rganos y/o tejidos, y contribuyen a que las bacterias evadan la respuesta inmune
(Rivero, et al 2005). (vii) Vesiculas de membrana. Las micro-vesiculas de membrana externa
(OMV) que libera al medio (Rocha, et al 2006), pueden contener diversos factores de virulencia
como la probable toxina RTX y proteinas inmunogeénicas.

Factores de virulencia de G. anatis: (i) Vesiculas de membrana externa (OMV), estas estructuras
se han observado en condiciones in vitro y pueden contener proteinas, toxinas o DNA (Persson y

Bojesen, 2015). (ii) Capsula, algunas cepas tienen una estructura compuesta de polisacaridos



extracelulares que tiene propiedades de virulencia como Pasteurella multocida (Boyce y Adler,
2000). La capsula es una estructura que se ha reportado en patdégenos para la evasion de la respuesta
inmune (Willis y Whitfield, 2013). (iii) Metaloproteasas, que degradan la inmunoglobulina de
aves, (iv) Hemaglutininas, algunas cepas de G. anatis son capaces de aglutinar eritrocitos aviares
mediante la expresion de una probable hemaglutinina de 65 kDa (Montes, et al 2016). (v) Toxinas
RTX, estas se producen por muchos miembros de la familia Pasteurellaceae y son responsables
de sus propiedades hemoliticas o leucotdxicas (Frey y Kuhnert, 2002). Gallibacterium biovar
hemolitica produce una hemolisina conocida como GtxA (toxina-RTX), la cual induce un fuerte
efecto leucotdoxico en los macrofagos aviares y es uno de los factores de virulencia mas importantes
de G. anatis (Kristensen, et al., 2009; Kristensen, et al., 2011). (vi) Adhesinas fimbriales, G.
anatis se adhiere a células del epitelio en pollo (Salgado, et al., 2012) y se ha reportado la
produccidn de varias adhesinas fimbriales (Johnson, et al., 2013). A nivel genético en G. anatis se
han identificado varios grupos de genes (5 operones) que participan en la biogénesis de fimbrias,
las cuales estan filogenéticamente relacionadas con las de familia F17; en diferentes aislados se
han hallado de 1-3 operones de este tipo (Kudirkiene, et al., 2014).

Fimbrias de tipo F17

La familia de las fimbrias F17, anteriormente conocida como FY o Att25 (Lintermans, et
al., 1988; Lintermans, et al., 1988), comprende muchas variantes tales como las fimbrias F17, G,
K99y 20K, que son producidas por varios patotipos de E. coli, incluyendo EXPEC humana, E. coli
enterotoxigénica animal (ETEC) y cepas de E. coli patdgenas de aves (APEC) (Samadder, et al.,
2009; Stordeur, et al 2002). Para todas estas cepas se propone que las fimbrias estan mediando la
adhesion bacteriana a los receptores de glicoproteina en la mucosa (Le Bouguénec y Bbertin, 1999).
Los estudios realizados con las fimbrias F17 han demostrado que estas tienen adhesinas especificas
gue se unen a ciertos receptores celulares, que estan en la superficie y que contienen N-acetil-D-
glucosamina (Glc-NAc) (Klausen, et al., 2003; Le Baouguénec y Bbertin, 1999), siendo las
subunidades estructurales de las fimbrias un soporte para mantener expuestas a las adhesinas en el
exterior de la bacteria a. En la Figura 5 se esquematizan los elementos proteicos que integran a las
fimbrias F17.



Figura 5. Representacion de los elementos proteicos de una fimbria F17.

Tomado de Soriano, et al., Vet. Méx. 2013 57:62 p60

La formacion de las fimbrias F17 requiere de la expresion de un cllster de cuatro genes
(Lintermans, et al., 1991). (Figura 6) que comprende un gen que codifica una proteina chaperona,
una proteina Usher, una proteina de adhesion y varias proteinas de la subunidad estructural

designada como flfD, fIfC, fIfG y flIfA, respectivamente.
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Figura 6. Arreglo genético del operén que codifica para fimbrias
F17.

Tomado de Morgan, et al., Veterinary Research 2014, 45:76 p.8
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El ensamblaje de las fimbrias F17 (Figura 7) ocurre por la via de Chaperona/Usher (Wurpel, et al.,
2013), donde dos proteinas, la proteina chaperona y la proteina Usher, facilitan el plegamiento, el
ensamblaje y la secrecion de la proteina de la subunidad estructural, que forman el tallo de las

fimbrias

y

adhesin
W
Ny
W
A\ Filament
i
W
oM U BAARARARAARAARKAAARAL

Figura 7. Dibujo esquemético del ensamble de fimbrias F17 por la
via de chaperona/usher.

Tomado de Sean-Paul N, et al., Microbiology and Molecular Biology
Reviews 2007, 551-575 p. 2

Recientemente se han identificado varios operones necesarios para la biosintesis de fimbrias en
Gallibacterium anatis UMN179, y en estos el gen reportado con mas frecuencia es el que codifica
para una subunidad fimbrial de 20.5 kDa designada FIfA (GenBank No de acceso JX855927). Esta
proteina tiene similitud de secuencia con el precursor de la proteina fimbrial F17 identificada en la
cepa 536 de Escherichia coli patogénica extraintestinal (ExPEC) (Dobrindt, et al., 2002).



Estrategias de proteccion inmunoldgica contra G. anatis y A. paragallinarum

En la practica, la utilizacion de bacterinas contra Coriza Infecciosa no siempre induce
proteccion, ya que suelen presentarse brotes de la enfermedad tras su aplicacion y han mostrado
frecuentemente que s6lo confieren proteccion contra un serovar especifico presente en la vacuna
(Blackall y Soriano 2008). Sin embargo, es conocido que las aves que se han recuperado de una
infeccion natural, adquieren inmunidad no solo contra la serovariedad que ocasiond la infeccion,
sino también contra algunas de las otras nueve serovariedades de Page (Blackall, et al.,1990). En
otras palabras, la infeccion natural puede producir proteccion cruzada entre las distintas
serovariedades (Laboratorios Sanfer, 2005). También se tiene el conocimiento de que las cepas
aisladas de campo de G. anatis se caracterizan por una alta diversidad antigénica, asi como
presentar resistencia a antibidticos (Bojesen, et al., 2011), lo que dificulta la eleccion del
tratamiento. Sin embargo, gracias al avance de los estudios gendmicos en G. anatis, se han
identificado antigenos conservados en cepas de G. anatis, que incluyen una serie de inmundgenos
potencialmente Utiles para controlar las infecciones de G. anatis (Bager, et al 2014). En trabajos
recientes de evaluacion inmunologica y desafio en aves, se han evaluado antigenos que incluyen
proteinas recombinantes o porciones de estas, asi como la fraccion N-terminal de la proteina GtxA,
la toxina citolitica RTX, la proteina estructural FIfA subunidad de fimbria F17 (Pors, et al., 2013),
en donde se observd que estos antigenos indujeron un aumento de anticuerpos especificos contra
la proteina administradas, asi como una respuesta inmune protectora parcial. Estos resultados son

muy prometedores para la generacion de nuevas vacunas para el control de la gallibacteriosis.



JUSTIFICACION

Los microorganismos Gallibacterium. anatis y Avibacterium paragallinarum son
patdgenos responsables de ocasionar pérdidas econdmicas significativas en el sector industrial
avicola. Estas bacterias, poseen factores de virulencia, resistencia a antibioticos y alta diversidad
antigénica. Por esta Ultima caracteristica, las vacunas existentes no brindan una proteccion extensa
contra las enfermedades generadas por estos microorganismos, y hace de suma importancia
conocer la combinacion de los factores de virulencia, la composicion genética por cepa y la
dindmica de la poblacién de estas bacterias, para el desarrollo y puesta en marcha de nuevas

estrategias que prevengan eficazmente las infecciones causadas por G. anatis y A. paragallinarum.



OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar a nivel genético la composicion y organizacion de las secuencias que codifican

para la expresion de las proteinas de fimbrias F17 en cepas de Gallibacterium anatis y

Avibacterium paragallinarum e iniciar la evaluacion de la respuesta inmunoldgica cruzada

producida por estas fimbrias

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Objetivos Particulares

Realizar la basqueda y comparacion bioinforméatica de las secuencias genéticas que
codifican para proteinas de fimbrias F17 en Avibacterium paragallinarum y Gallibacterium
anatis.

Determinar mediante PCR la presencia de los genes que codifican para proteinas de
fimbrias F17en cepas aisladas de campo.

Clonar genes que formen parte del operon que codifica para proteinas de fimbrias F17 de
Avibacterium paragallinarum y Gallibacterium anatis en E. coli

Expresar algunas proteinas de fimbrias F17 de Avibacterium paragallinarum vy
Gallibacterium anatis en E. coli

Realizar inmunizaciones en ratones con las proteinas recombinantes para obtener
anticuerpos policlonales.

Detectar las proteinas recombinantes tipo F17 por Western blot
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y plasmidos empleados en esta investigacion.

Las cepas de Gallibacterium anatis y Avibacterium paragallinarum utilizadas en este
trabajo se indican en las Tablas 1 y 2. Se utilizaron 2 cepas de E. coli (Tabla 3) y los plasmidos

utilizados para clonacion y expresion de proteinas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 1. Cepas de Gallibacterium anatis utilizadas en este trabajo

Cepas Origen Biovar
Gallibacterium
anatis
ESV34 Aislado de campo Hemolitica
F1497 Cepa d referencia anatis
12656-12 Cepa de referencia Hemolitica
ESV1 Aislado de campo Hemolitica
ESV2 Aislado de campo Hemolitica
ESV3 Aislado de campo Hemolitica
Gene2 ESV6 Aislado de campo anatis
ESV 200 Aislado de campo Hemolitica
ESV 199 Aislado de campo Hemolitica

Tabla 2. Cepas de Avibacterium paragallinarum utilizadas en este trabajo.

Cepas Avibacterium Origen Biovar
paragallinarum
CL Aislado de campo NAD dependiente
CT Aislado de campo NAD dependiente
5 Aislado de campo NAD dependiente
6 Aislado de campo NAD dependiente




Tabla 3. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

Cepa Origen Caracteristicas
Escherichia coli DH5a Invitrogen F—endA1l gInV44 thi-1 recAl relAl
gyrA96 deoR nupG purB20
¢80dlacZAM15 A(lacZY A-
argF)u169, hsdR17(rK-mK+), A~
Escherichia coli M15 Qiagen F, ®80AlacM15, lac’, recA*, Km'

Tabla 4. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Origen Caracteristicas
pBluescriptll KS (-) Stratagene ColE1, LacZ*, Amp', 2958 pb.
pQE-30 Qiagen N-terminal tag, 6xHis tag, Amp",

3461 pb

Estrategia de amplificacion y clonacion de genes que codifican para proteinas de fimbrias

F17 de G. anatis y A. paragallinarum.

A partir del genoma de Gallibacterium anatis UMN179 (acceso No. CP002667) en el cual

se han reportado la presencia de 3 operones fimbriales del tipo F17 que corresponden a los operones
fIf [(866581-873601 nt) y (809-812Tag)], flf1[(802183-810155 nt) y (750-753Tag)] y flf3
[(294622-301915nt) y (295-292Tag)]. Cada operon ubicado en la region del genoma de G. anatis

UMNL179 sefialada anteriormente, cuenta con cuatro genes necesarios para la biosintesis de

fimbrias F17; una proteina estructural, proteina chaperona, Usher y adhesina (Figura 9.)
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Figura 9. Esquema que muestra el arreglo genético de los operones fimbriales en la cepa de
G. anatis UMN 179.

Los recuadros rojos indican la nomenclatura de los pares de oligonucledtidos utilizados para
la amplificacién de los fragmentos de genes.

Azul=gen que codifica para la proteina estructural FimA, Amarillo=gen que codifica para la
proteina chaperona FimC, Gris= gen que codifica para la proteina Usher FimD, Rojo= gen
que codifica para la proteina adhesina FimH.

Utilizando la aplicacion PrimerSelect del programa Lasergene® DNASTAR, Inc., Madison
WI, USA, se disefiaron 9 pares de oligonucle6tidos para amplificar fragmentos de los tres operones
que corresponden a las secuencias de los genes de la proteina estructural, de la proteina Usher y
proteina adhesina (figura 9). En el disefio de los iniciadores se introdujeron secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccion Kpnl, Hindlll, BamHI y se afiadieron algunas bases
mas en el extremo para facilitar la labor de las enzimas (Tabla 5).
Los genes que codifican para proteinas de fimbrias F17 fueron amplificados por PCR con enzima
polimerasa de alta fidelidad Pfx (Invitrogene®), usando DNA gendmico de los aislados de campo
de G. anatis y A. paragallinarum como DNA molde, con los oligonucledtidos que se muestran en
la tabla 5y 6. Los productos de amplificacion fueron clonados en la cepa de E. coli DH5a (Tabla
3) quimicamente competente y empleando el vector de clonacién pBluescriptll KS (-) (Figura 10)
(Tabla 4) en el sitio EcoRV. Se seleccionaron las clonas recombinantes, las cuales fueron
verificadas mediante PCR y secuenciacion.
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EcoRV (715)

pBluescript KS(-)
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Figura 10. Mapa de vector pBluescriptll KS- (Agilent Technologies,
California, EU). Donde se observa el MCS vy el sitio EcoRV donde fueron

clonados los fragmentos de genes que codifican para proteinas de fimbrias
F17.

Los fragmentos de los genes que codifican para proteina estructural y adhesina de las cepas

de G. anatis fueron subclonados en el vector de expresion pQE-30 en los sitios Kpnl/Hindlll y

BamHI/HindlIll (Figura 11).
ATG - Kpnl
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34581 bp

Figura 11. Mapa de vector pQE-30 (addgene, Suite, Sidney). Donde se
observa el MCS y los sitios de restriccion donde fueron subclonadas los
fragmentos de genes que codifican para proteina estructural y adhesina.

21



En el caso de A. paragallinarum, el esquema de los operones fimbriales fue construido
usando secuencias reportadas por Horta y col. (2015). A partir de la secuencia gendmica de A.
paragallinarum cepa CL, las secuencias fueron alineadas con respecto a las secuencias de los genes
descritos en la cepa de G. anatis UMNL179. Las secuencias de A. paragallinarum mostraron
similitud a las secuencias descritas en G. anatis UMN179, en base a esta informacion se construyd
el siguiente esquema (Figura 12), donde se observa la organizacion de los operones fimbriales en

la cepa CL de A. paragallinarum.

AVPG Operones de fimbrias de AVPG CL

XXXAVPG (Similar UMN179_871277)

690 bases 336 bases 2178 bases 1137 bases
[ eeeessssl 0000000000 | I
YYYAVPG (Similar UMN179_297326)
615 bases 273 bases 2499 bases 210 bases
[ joeeesssssl 0000000 ] L]
68 35 9
ZZZAVPG (Similar aUMN179_869125)
300 bases 373 bases 2496 bases 873 bases
Put-Fimbr-prot Fimbr-Chap Fimbr Usher Hip-put-fimbr-prot
fifA gene

Figura 12. Esquema que muestra el arreglo genético de los operones fimbriales en A. paragallinarum
cepa CL.

Los recuadros rojos indican la nomenclatura de los pares de oligonucle6tidos utilizados para la
amplificacion de los genes.

Azul=gen que codifica para la proteina estructural FimA, Amarillo=gen que codifica para la proteina
chaperona FimC, Gris= gen que codifica para la proteina Usher FimD, Rojo= gen que codifica para la
proteina adhesina FimH.
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Para el caso de las amplificaciones por PCR en el genoma de A. paragallinarum, en el

laboratorio de Microbiologia Molecular y Celular CIMC-ICUAP, ya se contaba con los

oligonucleodtidos disefiados previamente (Tabla 6).

Tabla 5. Oligonucle6tidos disefiados para la deteccion de los genes que codifican para proteinas de fimbrias F17 en

el genoma de las cepas de Gallibacterium anatis.

GEN Operon OLIGONUCLEQOTIDO SECUENCIA
Fimbrial
Proteina flf3 F17MNZF809 TAC ATT GGT ACC GCC CAA CAC GGC ACT ATT
Estructural F17MNZR809 TAC ATTAAGCTTCTTTAACAGCACCAGCAGT
Usher fIf3 F17MNZF811 TAC ATT GGT ACCTTT TTATAC GGC AGT GAAGC
F17MNZR811 TAC ATT AAG CTT CCG TCT TCT TGT TCT GGT AA
Adhesina flf3 F17MNZF812 TAC ATT GGT ACC TTT GAA GGG ATA GAT GTT GGA GGAC
F17MNZR812 TAC ATT AAG CTT GTA GCG TGC CTG TAT TTG ATG GAG
Proteina flf1 F17MNYF809 TAC ATT GGA TCC GCT GCA GAT AAT TCA AAA GA
Estructural
F17MNYR809 TAC ATT AAG CTT AAG TTT GTT ATT GGA GGT AGT GA
Usher flfl F17MNYF811 TAC ATT GGA TCC AGC GTA GAA GCC GTT GAA
F17MNYR811 TAC ATT AAG CTT GTA CCT AAT GGC GGC ACAC
Adhesina ff1 F17MNYF812 TAC ATT GGA TCC CAA TAT CAA GCT ACA CCT AAT CC
F17MNYR812 TAC ATT AAG CTT TTT AAT TCG AGA GGG TGG TC
Proteina fif F17MNXF809 TAC ATT GGA TCC GCC GAC CAAACAAACTCAG
Estructural F17MNXR809 TAC ATT GTC GAC TGC GAT GGT ATA ATT CACTGTAGA
Usher fIf F17MNXF811 TAC ATT GGA TCC TAT GTA GAG TTT GAC GCT GAT TT
F17MNXR811 TAC ATT GTC GAC TGG TGG CAACTC TTT TTC ATC
Adhesina FIf F17MNXF812 TAC ATT GGA TCC ACG GTT CCC CTT AGT GGT GT

F17MNXR812

TAC ATT GTC GAC CTATAAATT AAAGGC TTG TCATCC




Tabla 6. Oligonucleotidos disefiados para la deteccion de los genes que codifican para proteinas de fimbrias F17 en
el genoma de las cepas de Avibacterium paragallinarum.

GEN Operén OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA
Fimbrial
Proteina flf3 F17VIIpUf TTG AGT GGT AGG GTTCCTTT
Estructural F17VI1pUr TCA ATG ATA ATA AAT ATT AT
Usher flf3 F17VIIUf ATG ATT AAA CCG CAC TTACA
F17VIIUr TCA ATAAAATTG GCATTG AA
Adhesina flf3 F17VIIAf ATG CTT AAAAAATTTCTTTT
F17VIIAr CTT AAT TTAAGG TGAGAT TG
Proteina fif1 F17VpUf CTACATTTTTATCCGACTTT
Estructural F17VpUr
TTACTG TAG TGG GCT CGT CC
Usher flfl
Adhesina flf1 F17VAf ATG AAA AAG CAAATAATATT
F17VAr CTATAAATAATTTTTTTTCT
Proteina fIf F17I1VpUf TTGAAATTT TTT TCACCA TC
Estructural F171VpUr TCAGTT TTT TAA ATC TAACA
Usher fIf F17IVUf TTGACGGATAAGCCTAAAGC
F17IVUr TTA ATA AAA CTG GCATTG TA
Adhesina fIf F17IVAF ATG AAA GGG AAA ATA ATT CA
F17IVAr TCA ATC ATA ATA AAT ATT GT

Andlisis de expresion de proteinas recombinantes.

Para sobreexpresar las proteinas estructural y adhesina se hizo la subclonacion de los genes
correspondientes en el vector pQE-30, empleando a E. coli M15 como cepa receptora. En un gel
de poliacrilamida se analizé el perfil de proteinas tras la induccion con IPTG a cultivos con un
crecimiento celular de una D. O goonm de 0.6 de absorbancia. Se realiz6 una cinética de induccion
para cada cultivo y se determind el tiempo éptimo de induccidn, los extractos que contenian
proteina inducida fueron usados para purificacion por afinidad en una columna de resina de
sefarosa cargada con niquel (Ni?*).

Las proteinas recombinantes fueron purificadas por gradiente de imidazol y en condiciones
desnaturalizantes, utilizando buffer de unién (fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 10
mM pH 8); buffer de lavado (fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 50 mM ajustado a
pH 6.3) y buffer de elucion desnaturalizante (fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 250

mM ajustado a pH 4.5), los tres buffers contenian urea 8 M como agente desnaturalizante.



Las proteinas recombinantes purificadas por gradiente de imidazol y en condiciones
desnaturalizantes fueron dializadas contra PBS pH 7.4. Los sacos de dialisis empleados fueron de
membrana tubular de celulosa regenerada que tienen un tamafio de poro de 28 pm y un tamafio de
corte de peso molecular (MWCO) de 6000 a 8000 kDa, la proteina se concentrd directamente en
los sacos de didlisis por medio de deshidratacion con sacarosa comercial, para finalizar las muestras

se colectaron en fracciones de 0.5 ml y se almacenaron a -20 °C para su analisis en SDS-PAGE.

Inmunodeteccién de proteinas recombinantes

Las proteinas fueron transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa,
doénde quedaron inmovilizadas para revelarlas con ayuda de anticuerpos. La deteccién de las
proteinas recombinantes estructural y adhesina fue realizada de manera indirecta, haciendo uso de
un anticuerpo primario obtenido por la inmunizacion subcutanea de conejos con estas proteinas.
Los conejos fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala,
las condiciones de cuidado y uso de los animales fueron de acuerdo a lo establecido en la NOM-
062- 00-1999. Los conejos fueron inoculados cuatro veces con la siguiente temporalidad, después
de la primera inmunizacion hubo tres refuerzos, cada dos semanas. El reconocimiento de los
anticuerpos policlonales se realiz6 utilizando un anticuerpo Anti-lgG de conejo (anticuerpo
secundario) acoplado a fosfatasa alcalina (A4312. SIGMA-ALDRICH, Misuri, EU). El ensayo de

western blot fue llevado a cabo de acuerdo a lo establecido por Sambrook, et al.,1989.



RESULTADOS

Estudio bioinformatico de genes que codifican para fimbrias en Avibacterium
paragallinarum y Gallibacterium anatis

Para G. anatis y A. paragallinarum se sugiere que el genoma contiene tres operones que
codifican proteinas putativas de fimbrias F17, aunque sélo se hizo la busqueda de los operones que
estan anotados en la base de datos del genoma de la cepa UMN179 de G. anatis haciendo el
seguimiento de la proteina Usher. Las secuencias de los genes que codifican para fimbrias F17,
muestran diferentes porcentajes de identidad observando un 32.602% de identidad para los tres
genes que codifican para proteinas estructurales, 48.913% de identidad para los tres genes que
codifican para proteinas chaperonas, 50.972% de identidad para los tres genes que codifican para
proteinas usher y 17.949% de identidad para los tres genes que codifica para proteinas adhesinas.
Siendo los genes que codifican para proteina usher los méas conservados no solo en G. anatis
UMN179, sino también en otros microorganismos
Considerando regiones Unicas para cada gen se disefiaron juegos de primers para amplificar
porciones de los genes que codifican para proteinas de fimbrias F17 y continuar con la
investigacion, siendo importante verificar la existencia experimental de los genes en el genoma de
A. paragallinarum y G. anatis, las secuencias elegidas por medios computacionales estan

contenidas en las tablas 5 y 6.

Microorganismos y Plasmidos empleados.

Se utilizaron varias cepas de G. anatis (tabla 1) y A. paragallinarum (tabla 2), de estas se
extrajo DNA gendmico de 10 cepas de G. anatis y 4 cepas de A. paragallinarum, como cepas de
referencia se usaron la cepa 12656-12 de G. anatis y para A. paragallinarum la cepa CL (Figura
13).
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Figura 13. DNA genémico de G. anatis y A. paragallinarum observado en geles de agarosa al 0.8%.

A). DNA gendmico de G. anatis. Carriles 1: cepa ESV 34; 2: cepa F149T; 3: cepa ESV199; 4: cepa ESV200,
5 M.P.M.

B) DNA gendmico de A. paragallinarum. Carriles 1,2,3 y 4: cepa CL, DNA genomico concentrado, dilucién
1:10, dilucion 1:20 y dilucion 1:30. Respectivamente. 5,6,8 y 9: cepa 6, DNA gendémico concentrado,
dilucion 1:10, dilucién 1:20 y dilucién 1:30. Respectivamente; 7: M.P.M

Se obtuvo el DNA plasmidico del vector de clonacién pBluescriptll KS (-) de 2958 pb, en
la figura 14 (carril 2). El plasmido vector digerido con EcoRV en el carril 3, se observan las
isoformas del plasmido debido a una digestion parcial. EI vector linearizado posteriormente fue

ligado a los productos amplificados por PCR de los genes que codifican para fimbrias F17.
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Figura 14. DNA plasmidico de pBluescriptll KS (=) sin digerir y digerido con enzima de
restriccion EcoRV. Gel de agarosa al 0.8%. Carril 1: M.P.M; 2: Plasmido pBluescriptll KS (-)
sin digerir; 3: Plasmido pBluescriptll KS (-) digerido con enzima de restriccion ECORV.



Amplificacion y clonacion de genes que codifican para proteinas de fimbrias F17 en G.
anatis y A. paragallinarum.

Se realizaron amplificaciones utilizando los oligonucledtidos enlistados en la tabla 5y 6 en
10 cepas de G. anatis y 4 cepas de A. paragallinarum. Para el caso de la amplificacién por PCR
utilizando DNA gendmico de las cepas de G. anatis; los oligonucle6tidos amplifican solo una
porcion de los genes (Tabla 7), para el caso de A. paragallinarum los oligonucle6tidos empleados
en la PCR amplificaron todo el gen blanco de los oligonucledtidos (Tabla 8).
Con el DNA genomico de G. anatis y A. paragallinarum fue posible la deteccion de algunos de los
genes que codifican para las proteinas estructural, usher y adhesina de las fimbrias F17 (Figuras
15-17). En la figura 15 y 16 se muestran los productos de PCR que fueron amplificados usando
DNA gendmico de las cepas ESV34 y F149T de G. anatis respectivamente. En ambos casos se
observa la amplificacion de los productos esperados de acuerdo a la tabla 7, con la amplificacion
de un solo producto especifico, aunque en algunas cepas no se obtuvieron productos de PCR con
los oligonucledtidos usados.
En la cepa F149" se observan tres bandas de amplificacion (figura 15), donde el producto de 745
pb representa el producto seleccionado para clonacién, este amplificado corresponde al fragmento
del gen que codifica para proteina adhesina del operon flf3. Los amplificados en los carriles 3y 11
no se seleccionaron para clonacion. Por otro lado, en los amplificados usando DNA genémico de
la cepa ESV34 se observan siete bandas de amplificacién (figura 16), donde los productos en los
carriles 2, 3 'y 6 se seleccionaron para la clonacién y son: amplificado de los fragmentos de los
genes que codifican para proteina estructural de 493 pb operon flf3; carril 3: amplificado de gen
que codifica para proteina adhesina de 745 pb del operdn flf3 y carril: 6 amplificado que codifica
para proteina estructural de 399 pb del operdn flf1. Estos productos son porciones de genes que se
pueden clonar en fase y que codifican para parte de las proteinas de la fimbria F17 y son potenciales

inmundgenos.



F1497 ESV34

12 3 45 6 7 8 910 11 12 1 2 3 45 67 8 910 1112

Pb
12000-
5000-
3000-

2000~
1650-

1000-
850-
650-
500-
400-
300-
200-
100-

Figura 15. Amplificacién de los genes que codifican para

Figura 16. Amplificacion de los genes que codifican para : MIPE :
proteinas de fimbrias en la cepa de G. anatis ESV34.

proteinas de fimbrias en la cepa de G. anatis F149T.

Gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1. M.P.M; 3: Gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1: M.P.M; 2: Amplificado de genes
Amplificado de genes que codifican para proteinas que codifica para proteinas estructural 493 pb operon fIf3; 3:
Usher 2499 pb operon flf3; 4: Amplificado de gen que Amplificado de gen que codifica para proteina adhesina 745 pb

codifica para proteina adhesina 745 pb operon flf3; operon flf3; 4: Amplificado gen que codifica para proteina Usher
11: Amplificado de gen que codifica para proteina 2499 pb operdn flf3; 6: Amplificado de gen que codifica para
Usher 2133 pb operdn fIf. proteina estructural 399 pb operdn fiIf1; 7: Amplificado de gen que

codifica para proteina Usher 2334 pb operon fIf1; 8: Amplificado de
gen que codifica para proteina adhesina 951 pb operon fIfl; 11:
Amplificado de gen que codifica para proteina Usher 2133 pb opero6n
flf,

Cuando se us6 DNA gendmico de cepas de A. paragallinarum para la amplificacion por
PCR, se obtuvieron varias bandas en un mismo tubo de reaccién, dentro de estos amplificados se
encontraba el amplificado esperado de acuerdo a la tabla 8. En el caso de las amplificaciones
alrededor de 1kb en el carril 1 usando DNA gendmico de las cepas 5 y 6 de A. paragallinarum
(Figura 17) estos amplificados corresponden a los genes que codifican ara proteinas adhesinas del
operon flf. Sin embargo, algunos juegos de oligonucledtidos no generaron productos de

amplificacion a partir de DNA de las cepas A. paragallinarum (Tabla 8).
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Figura 17. Amplificacion de los genes que codifican para proteinas de fimbrias F17 en las cepas 5 y 6 de A.
paragallinarum.

Gel de agarosa al 0.8 %. Carril 1: amplificado del gen que codifica para proteina adhesina 1137 pb del operdn
flf; 2: amplificado de gen que codifica para proteina usher 2178 pb del operdn flf; 3: amplificado de gen que
codifica para proteina estructural 690 pb del operdn flf; 4: amplificado de gen que codifica para proteina
adhesina 210 pb del operon flfl: 5: amplificado de gen que codifica para proteina usher 2496 pb del operén
fIf3. Carril sin nimero: M.P.M.
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Las Tablas 7 y 8, muestran el resumen de amplificacion que se obtuvieron en este trabajo,

para los genes fimbriales en G. anatis y A. paragallinarum respectivamente.

Tabla 7. Resumen de amplificados de los operones fimbriales esperados en G. anatis. Las
proteinas codificadas, el tamafio de estos genes en pares de bases, el par de oligonucleétidos
especificos y el resultado de amplificacién en las cepas analizadas.

%éi%mmwgﬁﬁ
AN ] N o -
?p?p ﬁﬁfﬁ;lﬁ Tamafio del | Amplificado ndlelgen Proteina C?pertlnn
F | r zen(ph) (pb) amplificado Fimbrial
Oligo
B & [F1vnzEso
1 606 193 81.4 estructural
F17MNZR809
RER [FivNzEs1l
2 2517 2499 993 Usher A3
F17MNZRS11
R riozEs
3 1137 745 64 adhesina
F17MNZRS12
E Bl B [Fivvyrsos
1 540 399 739 estructural
F17MNYRS09
B B [Finvavyrsil
2 2532 2334 922 Usher fif1
F17MNYRS11
B B B [Finiyms
3 1095 921 86.8 dhesina
F1TMNYRS12
R F1TMNXF809
1 385 310 872 estructural
F17MNXR809
REE [FivxEsii
2 2526 2133 84.4 Usher Af
FITMNXRS11
F17MNZF$12
3 1155 72 722 adhesina
F17MNZRS12

Azul=proteina estructural; Gris=proteina Usher; Rojo=proteina adhesina.
El color y la x representan una amplificacion positiva



Tabla 8. Resumen de amplificados de los operones fimbriales esperados en A. paragallinarum.
Las proteinas codificadas, el tamafio de estos genes en pares de bases, el par de oligonucledtidos
especificos y el resultado de amplificacién en las diferentes cepas analizadas.

2

Olon Tamatio del | Amplficado % del gen Protei Operén
Oligo Gen (pb) | esperado(pb) | anplificado (ph) Fimbrial

F17VIUf

F

2496 2496 100 Usher Af1

F17VIIUr
F1TVIAT

F

873 873 100 adhesina

F17VIAr

FITVpUf

615 615 100 estructural

F17VpUr

fif3

SR ri7vac |

F17VAr

F17IVpUf

F17IVEUr

F17TIVUL

F17IVUr

FITIVAf

210 210 100 adhesina

690 690 100 estructural

2178 2178 100 Usher
1

1137 1137 100 adhesina

F17IVAr

Azul=proteina estructural; Gris=proteina Usher; Rojo=proteina adhesina.
El color y la x representan una amplificacion positiva




Los productos de PCR elegidos como candidatos fueron reamplificados con enzima DNA
polimerasa Pfx (Invitrogene®), se ligaron al vector pBluescriptll KS (-) (Stratagene) previamente
digerido con enzima de restriccion EcoRV (Fermentas® Thermo Fisher SCIENTIFIC
Massachusetts, EU) para transformar células competentes de E. coli DH5a. Los insertos clonados
se linealizaron utilizando EcoRI (Figura 18). Las construcciones se secuenciaron y se hicieron los
andlisis de alineamiento con secuencias de GenBank, utilizando el programa BLAST. Se corroboré
que los fragmentos ligados al vector correspondieran a los genes esperados, asi se obtuvieron 6
construcciones en el vector de clonacion pBluescriptll KS (-), dos con secuencias de genes que

codifican para proteinas estructurales y cuatro para adhesinas (tabla 9).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

3000-

2000
1650-

1000-
850-
650-
500
400-
300-
200-
100-

Figura 18. DNA plasmidico de las construcciones obtenidas en pBluescriptll KS (-) sin digerir y digeridas que
contienen los genes que codifican para proteinas de fimbrias F17.

Gel de agarosa al 0.8 % Carriles del 1 al 8 muestran DNA plasmidico sin digerir; del-10 al 16 digerido con
enzima de restriccién EcoRV. Carril 1: DNA de Plasmido pBluescriptll KS (-); 2: Construccién Megan; 3:
Construccion Samanta; 4: Construccion Nathalie; 5: Construccion Angeline; 6: vacio; 7: Construccion Zuky;
8: Construccion Tuti.

Carril 9) M.P.M; 10: DNA de Plasmido pBluescriptll KS (-); 11: Construccion Megan (3463 pb); 12:
Construccion Samanta (3715pb); 13: Construccion Nathalie (4100 pb); 14: Construccion Angeline (4100 pb);
15: Construccion Zuky (3369 pb); 16: Construccién Tuti (3715 pb).
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Tabla 9. Construcciones obtenidas en pBluescriptll KS (-) con secuencias de genes que codifican para proteinas
estructurales y adhesinas en cepas de G. anatis y A. paragallinarum

Nombrede  Fragmento Tamafio Tamafo dela Cepa Op Sitios de Identidad
la del Gen del construccioén eré6  restriccion  respecto al
construccion fragmen en n gen de
to del pBluescriptll referencia
genen KS (-) en pb
pb
Megan proteina 493 pb 3463 pb G. anatisESV34  fIf3 Kpnl/HindlIl 97%
estructural
Zuky proteina 399 pb 3369 pb G.anatisESV34  flfl  BamHI/HindllI 100%
estructural
Samanta proteina 745 pb 3715pb G. anatis flf3 Kpnl/Hindlll 99%
adhesina ESVF1497
Tuti proteina 745 pb 3715pb G. anatis ESV34  fIf3 Kpnl/Hindlll 99%
adhesina
Nathalie proteina 1137 pb 4100 pb A. paragallinarum  fIf - 98%
adhesina cepab
Angeline proteina 1137 pb 4100 pb A. paragallinarum  flf - 98%
adhesina cepab




Secuencias de construcciones en el vector pBluescriptll KS (-)

Las secuencias de los fragmentos de DNA clonados en el vector pBluescriptll KS (-) fueron
analizados por alineamiento y comparacion con los genes depositados de GenBank, observando

que existe identidad con las secuencias de los genes que forman parte de los operones del tipo F17.

Anélisis de las secuencias de las construcciones con los insertos clonados que codifican para
proteinas estructurales.

En la Figura 19 se muestra el alineamiento de la secuencia de nucleotidica clonada en la
construccidén Megan, cuyo tamafio fue de 493 pb, y que proviene del fragmento del gen que codifica
para la proteina estructural del operdn flf3 de G. anatis cepa ESV34, alineado contra el gen de

referencia de la cepa UMN179 y que mostr6 97 % de identidad.

gb|megan 1 o
gb|UMN179 1

120
gb|megan 61
gb|UMN179 61 12¢

180

gb|megan 121 180

gb|UMN179 121

240

gb|megan 181 340

gb|UMN179 181

3ee

gb|megan 241
gb|UMN179 241 300
gb|megan 3e1 ggg
gb|UMN179 301
420
gb|megan 361
gb|UMN179 361 420
480
gb|megan 421
gb|UMN179 421 480
gb|megan 481  GGIGCTGTTAAAG gg
gb|UMN179 481 S .

EEEEEKEEEERER

Figura 19. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteina estructural del
operon flf3.

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para proteina estructural del operén flf3 de G. anatis
UMN179 y secuencia clonada de G. anatis ESV34 (construccion Megan). Las posiciones idénticas estan
resaltadas en gris.
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En la Figura 20 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotidica clonada en la
construccion Suky, el inserto clonado fue de 399 pb, y que proviene del fragmento del gen que
codifica para la proteina estructural del operoén flfl de G. anatis cepa ESV34, alineado contra el

gen de referencia de la cepa UMN179, secuencia que tiene 100 % de identidad en este analisis.

gb|suky 1 60
gb|UMN179 1 60
gb|suky 61 120
gb|UMN179 61 120
gb|suky 121 180
gb|UMN179 121 180
gb|suky 181 240
gb|UMN179 181 240
gb|suky 241 300
gb|UMN179 241 300
gb|suky 301 360
gb|UMN179 3e1 360
gb|suky 361 399
gb|UMN179 361 399

Figura 20. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteinas estructurales
del operdn flf1.

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para proteina estructural del operén fIf1 de G. anatis
UMNL179 y secuencia clonada de G. anatis ESV34 (construccion Samanta). Las posiciones idénticas
estan resaltadas en gris.

Anélisis de las secuencias de las construcciones con los insertos clonados que codifican para
proteinas adhesinas.

En la Figura 21 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotidica clonada en la
construccion Samanta, el inserto clonado es de 745 pb, y proviene del fragmento del gen que
codifica para la proteina adhesina del operdn fIf3 de G. anatis cepa F149T, el alineamiento con el
gen de referencia de la cepa UMN179 dio 99 % de identidad.
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gb|samanta 1 60
gb|UMN179 1 GAAGGGATAGATGT TGGAGGACCAAGTGGAGTAC AAGAAAAATATATTAG 60
R R R R
gb|samanta 61 120
gb [UMN179 61  GCTA TAATCGTG TTATAATGAGGTGG CGTTGGAATATAGGTGAA 120
R e R e
gb|samanta 121 ATGGCGGGAGACTAC AGAGACGCTCCGGTGTAACGAATC 180
gb|UMN179 121 TGGCGGGAGACTACTGTAAGAGACE SGTGTAACGAA 180
R R R R R llt!l.lllllllllll
gb|samanta 181 240
gb|UMN179 181 CTAGAA) AAT G ACAAG AAATAG ) GAAAGAAGATTA 240
e
gb|samanta 241 300
gb|UMN179 241 300
gb|samanta 301 360
gb|UMN179 301 360
gb|samanta 361 ACCCGC 420
gb|UMN179 361 ATTCCGGCAAAC -CGCCTTTGGCAATCATTACG 420
ttltt‘tttt83.“3"!“3‘8"&“‘8333“38".lttltt‘tttttltttttt
gb|samanta 421 480
gb|UMN179 421 GTTATGTG CAGGTAATACCGTAGCGGATT, GCT C 480
R R R R R R R
gb|samanta 481 540
gb|UMN179 481 < GGGCTTATAAATATAACTCATTC ATGATAAAAGT TACCTCCGCGAATGAGGCA 540
R R R R R R
gb|samanta 541 600
gb|UMN179 541 GTACACTGGAAGATAATAACCAAACG AACTAAAA 608
LR R R R
gb|samanta 601 660
gb|UMN179 601 SATGTG/ AAAAGAAC ATGAGAATGACGAAGTGCTAGGTAAAACTTTTGATA 660
A R R R R e R e R
gb|samanta 661 C 720
gb|UMN179 661 ( 720

EXEXXXXXXXEXXXEXXIXAXXEAXXXXXAEXXXXXXXXXXXXAEES KXXXEXXREXS .x

gb|samanta 721 745
gb|UMN179 721 745

EEEEEEEREEEERR AR RS

Figura 21. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteina adhesina del
operdn fIf3.

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteina adhesina del operén fIf3 de G. anatis
UMN179 y secuencia clonada de G. anatis F149" (construccion Samanta). Las posiciones idénticas estan
resaltadas en gris.

En la Figura 22 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotidica clonada en la
construccion Tuti, el inserto clonado fue de 745 pb, y provino del gen que codifica para la proteina
adhesina del operén flf3 de G. anatis cepa ESV34, el alineamiento con el gen de referencia de la
cepa UMN179 dio 99 % de identidad.



gb|tuti
gb|uMN179 i GAAGE CATGTTGOAGE GTGGAGTACCAACACAAGAAAAATATATTAGC gg
tt"‘l""'l‘t,l‘l“‘ﬁltltll'l.‘t.l“.‘l““‘:““"l""‘
gb|tuti 61 120
gb|UMN179 61 AC ATAATCGTGTTGG TAATGAGGTGG GTGAAATA 120
R R e R R e
gb|tuti 121 CGART C 180
gblUMNIZS 137  ATGGCGOGAGACTACTCTAAGAGACGCTCCGGTGTAACGAA 180
P e e R l.“l‘-."'l-l,ll
gb|tuti 181 240
gbJUMNI7S 187 ¢ ATTAAATA GATACACAAGATAAAAATAGTCAGTATT T TGAAAGAAGA 240
R R R R R R R R R R R
gb|tuti 241 300
gb|UMN179 241 TG STAM g 6T/ c CAG AT 'GC 300
EEEXEXEEEEEXAEEEEEEEEEEAEEELEEAENY EFXEEEEEAEXEXEEEREEEEEREE R XN
gb|tuti 301 & 1T 360
gb|UMN179 37 'GACAGAGGAGCATCACTC A AGATAC STC 360
8““"3“"'.“ll‘“‘lt't“‘ll“t‘l““‘l“‘t“““l‘l""‘
gb|tuti 361 420
gbjuMN179 343 42
gb|tuti
gb|UMN179 :ﬂ STTATGTGTGG “GACATCAGGT CCGTAGCGE AAGCTAATC ﬁg
lll'-lll.l‘llll-lllllllll.!-llllllllllll‘lllll.l.ll'lll-lll
gb|tuti 481 540
gb|UMN179 481 540
gb|tuti
golUmN17e 241 e
gb|tuti 601 660
gb|UMN179 601 GATGTGACTGTAAAAGAACTTAATGAGAA’ ¢ y 660
R R R P s
gb|tuti 661  GGGCTTAATTGCCCCGGAGGAAGTGTAAAAAL SFTEITACTGATGEC AT 720
gb|UMNI79  gg1 FTGCCCe e \TTCTCTTTA Téﬁ 720

AR EEEEAERERRRR SRR AR RSARKRRRREARRERRKRERE SXRXXXRRREE o %

gb|tuti 721 745
Blunizs 73 RO e

LR

Figura 22. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteina adhesina del operdn
fIf3.

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteina adhesina del operdn fIf3 de G. anatis
UMNL179 y secuencia clonada de G. anatis ESV34 (construccion Samanta). Las posiciones idénticas estan
resaltadas en gris.

En la Figura 23 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotidica clonada en la
construccion Angeline, el inserto clonado fue de 1137 pb, y provino del gen que codifica para la
proteina adhesina del operon flIf de A. paragallinarum cepa 6, el alineamiento con el gen de
referencia de la cepa Avpg 2015 dio 98 % de identidad.



gbIAvuzelS 1 6@
gblangeline 1 ATAATTCA TTTATATC i i GTTTAA 6@
R eassatsasnessesiesenteseseestentssntestneeteeeeseeneeesss
b|Avpg2015 61 120
gbllngzlim 61 £ - : AAAGATG! GATCGACAGTAC 120
e RsReasaNaanasnnaastnassnanasisanessentaseasssnsbaneanessss
gblAvpgzoxs 121 180
gblangeline 121 1892
gblAvpgzoxs 181 240
gblangeline 181 249
gb|Avpg2015 241 3eQ
gblongonm 241 309
gb | Avpg2015 301 360
gblangeline 301 STCA GRAGG . g AATCG : 360
....... OO O
(blAvpsZ@lS 361 a2
gblangeline 351 GCA ATCAA - ] A GACA’ GA 420
R aenetnaensanaeaaaRaanaansanasenERasaRSARRRRSTRORRRSR SRS
gb|Avpg2e1s 421 480
gb I angeline 421 489
gblAvpgzgzs 481 549
gblangeline 481 5e5
gb|Avpg201s 541 600
sblmdim 506 562
gblAvpg2e1s 681 660
gblmgonm 563 TTACCT TICTC ’ CCCOAACTTGCACACT 622
gb|Avpg2els 661 720
¢b|on¢ol$no 623 G 682
|b|AvngOIS 721 780
gblangeline 683 742
gb | Avpg2e1ls 781 840
gblangeline 743 C ACTGAT C LAA CTACCECE 8e2
b|Avpg2els 841 9ee
:b'm;ﬁgnc ges3 COAT . : TCTGAAACTA! 2 TAA 862
LR L R R R
gb|Avpg2e1s  %e1 960
|b|an‘olino 863 BATICA ACTA TATTTAACTTA ACA AATA AAC . 922
OO O O O O
gbIAvpgzgts 961 1020
gbjangeline 923 RATAR ACAGGAAL AGCGGCAG 2 T T TAATCAGGA 982
gb|Avpgzezs 1021 1080
gb|angeline 983 ACTATTAACCGARAGE CATCOTTATOAGG C! CAAATAGC 1042
gb | Avpg201s 1esl1 1137
gblangeline 1043 1097

Figura 23. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteina adhesina del operén
flf.

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteina adhesina del operén fIf de A.
paragallinarum 2015 y secuencia clonada de A. paragallinarum 6 (construccion Angeline). Las
posiciones idénticas estan resaltadas en gris.

En la Figura 24 se muestra el alineamiento de la secuencia nucleotidica clonada en la
construccion Nathalie, el inserto clonado fue de 1137 pb, que correspondia al gen que codifica para
la proteina adhesina del operon flIf de A. paragallinarum cepa 5, el alineamiento con el gen de
referencia de la cepa Avpg 2015 mostré 98 % de identidad.
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Figura 24. Alineamiento de secuencias de DNA de genes que codifican para proteina adhesina del
operon fif.

Alineamiento entre secuencia de gen que codifica para la proteina adhesina del operdn flf de A.
paragallinarum 2015 y secuencia clonada de A. paragallinarum 5 (construccion Nathalie). Las
posiciones idénticas estan resaltadas en gris.



Mapas de Construcciones en el vector pBluescriptll KS (-)

Los mapas de las construcciones fueron realizados en el programa SnapGeneR Viewer GSL
Biotech LLC, Chicago, EU, utilizando la secuencia del plasmido de clonacion pBluescriptll KS (-
), asi como las secuencias obtenidas de los resultados de secuenciacion de dichas construcciones
(Figura 25 -30).

Mapa de la construccion con el inserto clonado correspondiente a la proteina estructural

En la Figura 25 se muestra el mapa de la construccion Megan, el inserto clonado fue de 493
pb, y corresponde al gen que codifica para la proteina estructural del operdn flf3 de G. anatis cepa
ESV34.

Konl (657)

KS primer)
Hindlll (689)
Hndlll (698)

TGTAAATAGIGCCGIGITGG ATCGATACCGICGACCIC

Figura 25. A) Mapa de la construccion Megan en pBluescriptll KS (-). B) Secuencia de 493 pb que proviene del gen que
codifica para la proteina estructural del operdn fIf3 de la cepa ESV 34 de G. anatis.

En la Figura 26 se muestra el mapa de la construccion Zuky, el inserto clonado fue de 399
pb, y corresponde al gen que codifica para la proteina estructural del operdn flf1 de G. anatis cepa
ESV34.
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A)

(33e9) Ind

Start (0)

Kpal (637)
KS primer
MGl (649)
Bamid (99)

Mgl (1100)
Bamed (1120)
X prenar

L operator

CAP bndng ske

TGTAATCGAATTCCTGCAGCCC
CTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAARTTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC
GCGCTCACTGGCCGTICGTITTTACAACGTCGTGACTGGGAARACCCTGGCGTTACCCAACTTAAT

Figura 26. A) Mapa de la construccion Zuky en pBluescriptll KS (-). B) Secuencia de 399 pb que proviene
del gen que codifica para la proteina estructural del operdn fIf1 de la cepa ESV 34 de G. anatis.

En la Figura 27 se muestra el mapa de la construccion Samanta, el inserto clonado fue de
cepa F149T.

Mapa de la construccion con el inserto clonado correspondiente a la proteina adhesina
745 pb, y corresponde al gen que codifica para la proteina adhesina del operdn flf3 de G. anatis

Kpnl (657)
HindIII (689)
HindIIl (698)

Samanta

3715 bp

anatis.

Figura 27. Mapa de la construccion Samanta en pBluescriptll KS (-). B) Secuencia de 745 pb
proveniente del gen que codifica para la proteina adhesina del operdn flf3 de la cepa F149" de G.
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En la Figura 28 se muestra el mapa de la construccion Tuti, el inserto clonado fue de 745
pb, y corresponde al gen que codifica para la proteina adhesina del operoén flf3 de G. anatis cepa
ESV34.

Kpnl (657)
Hindlll (689)
HindlIl (698)

AGCGIGCCIGTATIIGAT

Figura 28. Mapa de la construccion Tuti en pBluescriptll KS (-). B) Secuencia de 745 pb clonada a
partir del gen que codifica para la proteina adhesina del operdn fIf3 de la cepa ESV34 de G. anatis.

En la Figura 29 se muestra el mapa de la construccién Angeline, el inserto clonado fue de
1137 pb, y corresponde al gen que codifica para la proteina estructural del operon flf de A.

paragallinarum cepa 6.

[ A) 'w:l\—%
/
R promote; > MI3Twg
T AN e
639
5/ /& A
e g
Angeline
4095 bp
W
|
/ \ \\\ EcoRI (1838)
BamHI (1856)
| (SKprimen)
\ AP binding site W,

Figura 29. Mapa de la construccion Angeline en pBluescriptll KS (-). B) Secuencia de 1137 pb que
proviene del gen que codifica para la proteina adhesina del operon flf de la cepa 6 de A. paragallinarum.
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En la Figura 30 se muestra el mapa de la construccion Nathalie, el inserto clonado fue de 1137 pb,
y corresponde al gen que codifica para la proteina estructural del operdn flf de A. paragallinarum

cepa 5.

KpnI (657
Hind1IIX (4

Nathalie

& W M3 Y
\ € bromoter 113

N : |[»“:i°\ = /

EcoRI (1843)
BamMI (1261)

A AP bindng k¢ facoperator)

Figura 30. Mapa de la construccién Nathalie en pBluescriptll KS (-). B) Secuencia de 1137pb se obtuvo
del gen que codifica para la proteina adhesina del operon flf de la cepa 5 de A. paragallinarum.



Analisis de expresion de proteinas recombinantes estructural y adhesina de fimbrias F17 de
G. anatis en E. coli

Se obtuvieron 2 construcciones en el vector de expresion pQE30, una (Megan2) que

codificaba parte de la proteina estructural y otra (Samanta2) que codifica parte de la adhesina,

ambas originarias de G. anatis (tabla 10).

Tabla 10. Construcciones para la expresion de las proteinas Estructural y Adhesina de G. anatis.

Nombredela  Fragmento Tamafio Tamario de la Cepa Operdn Tamarfio
construccion del Gen delgen  Construccién en esperado en

en pb pb kDa de la

proteina

inducida

Megan2 proteina 493 pb 3936 pb G. anatis ESV34 flf3 18.2 kDa
estructural

Samanta2 proteina 745 pb 4188 pb G. anatis F1497 fIf3 27.6 kDa
adhesina

Mapas de construcciones en pQE-30

Los mapas de las construcciones fueron realizados en el programa SnapGeneR Viewer GSL
Biotech LLC, Chicago, EU. utilizando las secuencias del plasmido de expresion pQE-30 y las
obtenidas de los resultados de secuenciacion de dichas construcciones.

En la Figura 31 se muestra el mapa de la construccion Megan2, el inserto subclonado fue de 493pb,
proviene del gen que codifica para la proteina estructural del operén flf3 de G. anatis cepa ESV34,
el andlisis bioinformatico de la secuencia clonada da certeza del tipo de transformante para este
gen, también se muestran los elementos como el codon de inicio ATG, secuencia de histidinas

6XHis, oligonucledtidos, gen de interés y el coddn de paro.



A) exHis
KpnI (167)

HindIII (662)

megan pQE-30
3936 bp

TGGACTCCIGITGATA

GATCCAGTAATGACCTCAGATGCATCAG

Figura 31. A) Mapa de la construccién Megan en el plasmido pQE-30.

B) Secuencia de 493 pb que contiene parte del gen que codifica para la proteina estructural del operdn
flf3 de la cepa ESV34 de G. anatis, asi como elementos: ATG cod6n de inicio, oligonucledtidos,

secuencia del gen y codon de paro.

La construccion Samanta2 (Figura 32) en el vector de expresion pQE-30 contiene al inserto
clonado de 745 pb, proveniente del gen que codifica para la proteina adhesina del operon flf3 de

G. anatis cepa F149".

A) 6xHis.

B)
w 10 * 20 " 30 * 40 * o 60 ®
1lctcgagaaatcataaaaaattratttgCtttgtyagCeggataacaattaTaAATagATTCARTIILY
gaggagaaattaactjiiea cgcatcac

HindIII (914)

gcttggactcctgttgatagatccagtaatgacctcagaactecatctggatttgtcaga

Figura 32. A) Mapa de la construccion Samanta2 en el plasmido pQE-30.

B) Secuencia de 745 pb contiene parte del gen que codifica para la proteina estructural del operén
flf3 de la cepa F1497 de G. anatis, asi como elementos: ATG codén de inicio, oligonucleétidos,

secuencia del gen y codon de paro.
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Induccidn de la expresién de genes que codifican para proteina estructural y adhesina.

Cinética de induccion de la expresion del gen que codifica para proteina estructural de 18.2
kDa

Las clonas recombinantes de E. coli M15 transformadas con las construcciones de Megan2
y Samanta2, fueron inducidas con IPTG para sobreexpresar las proteinas recombinantes, el tamafio
de las proteinas esperadas fue de 18.2 kDa y 27.5 kDa para la proteina estructural y proteina
adhesina respectivamente.
A partir de las células transformadas con las construcciones Megan2 (gen que codifica para la
proteina estructural) y Samanta2 (gen que codifica para la proteina adhesina), se prepararon
cultivos y a partir de una D.O 600 =0.6 se evaluaron mediante inducciones con IPTG (1 mM), las
inducciones se monitorearon durante 5 horas continuas y a las 24 horas. Se realizo6 la colecta de
células, la ruptura celular y una separacion electroforética de proteinas en geles SDS-PAGE al 10
% comparando cultivos inducidos con IPTG o no inducidos (Figura 25 y 26). Se tomaron muestras
cada hora durante 5 horas continuas, la toma de muestra final fue a las 24 horas. Se puede observar
que la sobreexpresion de la proteina estructural de 18.2 kDa se inicia desde la primera hora (Figura
25 A, carril 8y 9), y conforme aumenta el tiempo la intensidad de la banda va incrementando. En
el tiempo cero antes de comenzar la induccién con IPTG (1mM), se puede apreciar una banda que
tienen el tamafio de la proteina esperada inducida Figura 26 A, carril 2 a 7. Esta banda se mantiene
a lo largo del tiempo de induccion, por lo que se encuentra una proteina semejante en el fondo
genético de la cepa de E coli M15, o quizas exista escape de la represion de su expresion.
Finalmente podemos observar que la induccion de la proteina estructural a las 24 horas es clara en
el fondo genético de la cepa de E coli M15.

B)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 ka 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 33. Cinética de induccidn de la expresion del gen que codifica para proteina estructural del operon flf3 en el
fondo genético de cepa de E. coli M15.

La flecha azul indica la zona de la induccidn de la proteina esperada de 18.2 kDa

Perfil de proteinas obtenidas por SDS-PAGE al 10 %.

A) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 0 h de
induccion; 6: E. coli M15 sin plasmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona33; 9: clona 25, a 1 hora de induccion.
B) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 2 h de
induccion; 6: E. coli M15 sin plasmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona33; 9: clona 25, a 3 hora de induccion.
C) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 4 h de
induccion; 6: E. coli M15 sin plasmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona33; 9: clona 25, a 5 hora de induccion.
D) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 33; 5: clona 25, a 24 h de
induccidn;

Cinética de induccidn de la expresion del gen que codifica para proteina adhesina de 27.6
kDa

La induccion de la proteina adhesina de 27.6 kDa inici6 claramente desde la primera hora
de contacto de bacterias con IPTG (Figura 26 A, carril 8 y 9) y conforme avanz6 el tiempo en las
siguientes 5 horas, la intensidad de la banda se increment6 gradualmente. También se observo una
banda arriba de la banda de proteina recombinante inducida después de la induccion, sin embargo,
es evidente el aumento de intensidad en la banda de la proteina recombinante, por lo que puede
diferenciarse de la banda de la proteina nativa presente en el fondo genético de la cepa de E. coli
M15. El seguimiento de la induccién hasta las 24 hrs mostr6 que la proteina se expresa
establemente, aunque, se distingue mejor en tiempos cortos.
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Figura 34. Cinética de induccion de la expresion del gen que codifica para proteina adhesina del operon fIf3 en el
fondo genético de la cepa de E. coli M15.

La flecha roja indica la zona de la induccion de la proteina esperada de 27.5 kDa

Perfil de proteinas obtenidas por SDS-PAGE al 10 %.

A) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 0 h de
induccidn; 6: E. coli M15 sin plasmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona 18; 9: clona 19, a 1 hora de induccion.
B)_carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 2 h de
induccidn; 6: E. coli M15 sin plasmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona 18; 9: clona 19, a 3 hora de induccion.
C) carril 1;: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 4 h de
induccion; 6: E. coli M15 sin plasmido; 7: E. coli M15 con pQE-30; 8: clona 18; 9: clona 19, a 5 hora de induccion.
C) carril 1: M.P.M; 2: E. coli M15 sin plasmido;3: E. coli M15 con pQE-30; 4: clona 18; 5: clona 19, a 24 h de
induccion.
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Purificacion de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad.

Con la certeza de que ocurria la induccion de la expresion de los genes que codifican para
las proteinas recombinantes estructural y adhesina, a partir de las construcciones respectivas en las
transformantes de E. coli M15, se establecié el tiempo de induccién de 3 horas, ya que a esa hora
se observo una cantidad suficiente de proteina y no presentaba mucha variacion respecto a la que
se obtenia varias horas después de la induccion. Y se continué con la purificacion de las proteinas

recombinantes.

La purificacion de proteinas se hizo por afinidad a niquel y elucion por gradiente de concentracion
de imidazol en condiciones desnaturalizantes con urea 8 M en todos los buffers. En la figura 35 y
28 se muestra la separacion de las proteinas en gel SDS-PAGE al 10 % obtenidas del proceso de
purificacién de la proteina recombinante estructural de G. anatis, cepa ESV34, la fraccion
enriquecida con proteina de 18.2 kDa se observa en los carriles del 7 al 9. En la figura 36 se observa
el resultado del proceso de purificacion de la adhesina de G. anatis, cepa F149", la fraccion

enriquecida con proteina de 27.6 kDa se observa en los carriles del 7 al 9.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 ka 1 2 3 4 5 6 7 8 9

KDa

Figura 35. Purificacion en condiciones desnaturalizantes Figura 36. Purificacion en condiciones desnaturalizantes
de la proteina estructural recombinante de la fimbria F17 de de la proteina adhesina recombinante de la fimbria F17
G. anatis ESV/34, con peso molecular de 18.2 kiDa. de G. anatis F1497, con peso molecular de 27.6 kDa.

Geles de poliacrilamida donde se observa la separacion electroforética de las proteinas contenidas en las muestras obtenidas de los
diferentes pasos de la purificacion por afinidad a columnas cargadas con niquel de las proteinas fimbriales-F17 recombinantes A)
Alicuotas con proteina estructural; carril 1: M.P.M; 2: muestra de extracto de proteinas con buffer de unién desnaturalizante urea
8 M pH 8 retenido en columna; 3: sobrenadante que paso por la columna de afinidad, 4: Lavado desnaturalizante urea 8 M pH 6.3;
5-9: elusiones con urea 8 M pH 4.5

B) Alicuotas con proteina adhesina; carril 1: M.P.M; 2: proteinas totales de la colonia transformante sin inducir, 3: extracto de
proteinas totales de la colonia transformante inducida; 4: muestra de extracto de proteinas con buffer de unién desnaturalizante
urea 8 M pH 8 retenido en columna; 5: sobrenadante que paso por la columna de afinidad; 6: Lavado desnaturalizante urea 8 M
pH 6.3; 7-9: elusiones con urea 8 M pH 4.5



Dialisis de proteinas recombinantes purificadas en condiciones desnaturalizantes.

Las proteinas recombinantes obtenidas por afinidad a columnas de niquel estaban disueltas
en una solucion de urea 8 M e imidazol 250 mM, por lo que para ser administradas a conejos e
inducir la produccion de anticuerpos, fue necesario dializarlas de manera independiente en PBS
pH 7.5, y asi evitar efectos secundarios a los animales por urea e imidazol. En la figura 37 se
muestra la separacion electroforética la de proteina recombinante del tipo 6His-estructural y 6His-
adhesina, después de ser dializadas. Estas proteinas se utilizaron posteriormente para inmunizar

conejos y obtener anticuerpos policlonales.

Figura 37. Electroforesis de proteinas recombinantes
purificadas y dializadas con PBS pH=7.5.

Gel de poliacrilamida al 15%. Carril 1: M.P.M, 2y 3: Proteina
6His-estructural; 4 y 5: Proteina 6His-adhesina.

o1



Deteccidn de las proteinas recombinantes por Western blot

Se hizo la separacion electroforética de las proteinas recombinantes de la fimbria F17 de G.
anatis purificadas y dializadas (Figura 38 A) y luego se transfirieron electroforéticamente a una
membrana de nitrocelulosa. La deteccidn de la proteina recombinante se hizo de manera indirecta,
utilizando una dilucion (1:500) del anticuerpo primario generado por inmunizacion de conejos,
antiestructural o antiadhesina segun fuera el caso (Elaborado por el Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores lztacala de la UNAM) y un anticuerpo anti-conejo acoplado a fosfatasa
alcalina (1:5000) de SIGMA -ALDRICH. (A4312. SIGMA-ALDRICH, Misuri, EU)

El resultado del inmuno-reconocimiento por western blot muestra una banda tenue a la altura de
las proteinas esperadas, de 18.2 kDa para la proteina estructural recombinante y de 27.6 kDa para
la proteina adhesina recombinante. El reconocimiento de los anticuerpos anti-proteina-estructural

y anti-proteina-adhesina fue pobre posiblemente por un bajo titulo de anticuerpos (Figura 30 B).
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Figura 38. Western blot de proteinas de fimbrias F17 recombinantes sobreexpresadas, purificadas por cromatografia de
afinidad y dializadas en PBS.

A). Gel de poliacrilamida al 15% para la separacién de proteinas. Carril 1: M.P.M; 2: Proteina Estructural purificada y
dializada de 18.2 kDa; 3: Proteina Adhesina purificada y dializada de 27.5 kDa. B) Western blot especifico 1: inmuno
reconocimiento de proteina estructural de 18.2 kDa usando suero anti-proteina estructural 1:500; 2: inmuno reconocimiento
de proteina adhesina de 27.5 kDa usando suero anti-proteina adhesina 1:500. C) Western blot para visualizar reactividad
cruzada 1: ausencia de inmuno reconocimiento de proteina estructural de 18.2 kDa usando suero anti-proteina adhesina
1:500; 2: ausencia de inmuno reconocimiento de proteina adhesina de 27.5 kDa usando suero anti-proteina estructural 1:500.
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El resultado del western blot muestra que las proteinas recombinantes estructural y adhesina
indujeron una respuesta inmune que produjo anticuerpos tras la inmunizacion experimental en
conejos (Figura 38 B). Cuando se realizd la prueba de reactividad cruzada colocando como blanco
la proteina estructural con los sueros anti-proteina-adhesina y viceversa, no se observé
reconocimiento en la prueba western blot (Figura 38 C), por lo que el reconocimiento inmune fue
especifico para cada una de las proteinas probadas con el titulo de anticuerpos utilizados en esta

investigacion.



DISCUSION

En general los factores de virulencia de las bacterias, les permiten la colonizacion, invasion
y el crecimiento en diferentes tejidos del hospedero. Esta capacidad de adaptacion de un medio a
otro con relativa facilidad es motivo de interés cientifico, especialmente del relacionado con la
posibilidad de reducir o evitar la produccién de dafio en el hospedero (Soutourina O, et al., 2001;
Adler J, 1996). La expresion de genes que codifican factores de virulencia estd estrictamente
regulada y responde a estimulos ambientales tales como la temperatura, el pH y la disponibilidad
de nutrientes, entre otros. Esta regulacion permite la expresion oportuna de proteinas requeridas
para el crecimiento y supervivencia de un microorganismo dentro de su hospedero, el cual esta
dispuesto a rechazar la invasion microbiana (Mekalanos J, 1992).
En las Gltimas dos décadas se han estudiado intensamente a dos bacterias patdgenas de aves G.
anatis y A. paragallinarum. Las infecciones por estas bacterias son importantes y a nivel industrial
ocasionan pérdidas econdmicas significativas. Las bacterias mencionadas poseen alta diversidad
antigénica y contienen varios factores de virulencia, entre los que se encuentran las fimbrias. En
diversos microorganismos la expresion de fimbrias es muy importante, ya que son las estructuras
que participan en el proceso de adherencia a los tejidos del hospedero. La adherencia de G. anatis
y A. paragallinarum. se ha propuesto como un paso critico en la colonizacién microbiana y en la
invasion de los tejidos de la mucosa, por lo cual la prevencion de la adherencia; es una estrategia
de intervencion atractiva para contrarrestar las infecciones que producen estas bacterias (Klemm P,
etal., 2010).
En este trabajo se realizd la deteccidn y clonacion de los genes que codifican para las proteinas
estructurales, Usher y adhesina de fimbrias F17, de cepas de campo de G. anatis y A.
paragallinarum. Al realizar las amplificaciones por PCR utilizando el DNA genomico de las
diferentes cepas aisladas de campo como DNA molde y los oligonucleétidos disefiados en base a
las secuencias de los genes que codifican para fimbrias F17 de la cepa de G. anatis UMN179
(Acceso No. CP002667), los resultados muestran amplificacion de secuencias de los genes de
interés en algunas de las cepas generando un solo producto especifico, como consecuencia de la
combinacion de DNA genomico y oligonucle6tidos utilizados. Lo cual esta relacionado con lo
descrito por Johnson, et al., 2013, que identificaron varios grupos de genes (cluster) que participan
en la biosintesis de fimbrias en G. anatis UMN179 las cuales pertenecen al tipo F17. En el estudio
hecho por Kudirkiené, et al., 2014, usando varias cepas de G. anatis, se realizo la agrupacion de

los genes en 5 diferentes grupos (operones): flf, flf1, flf2, flf3, flf4; de acuerdo a la secuencia



aminoacidica de las proteinas estructurales presente en cada grupo, designada como FIfA. Asi
mismo se determind que las cepas de G. anatis cuentan con 1-3 grupos fimbriales de los 5 descritos.
En el presente estudio los oligonucledtidos disefiados correspondieron a los genes fimbriales flf,
flf1 y flf3, y resultaron ser especificos para la amplificacion de estos genes, por lo cual evidenciaron
la presenciay distribucidn de estos en las diferentes cepas de G. anatis estudiadas. En el caso donde
los oligonucledtidos que no amplificaron se podria inferir que existe la posibilidad de que estas
cepas estén posean un grupo fimbrial diferente o los genes estén ausentes. Ademas, ninguno de los
perfiles de amplificacion obtenidos en las cepas de Gallibacterium utilizadas en este estudio,
corresponde al que presenta la cepa de G. anatis UMN 179, la cual cuenta con los grupos de genes
fIf, fIf1 y fIf3 (Kudirkiené, et al., 2014, por lo tanto, fimbrialmente las cepas son diferentes a G.
anatis UMN179.

En el caso de A. paragallinarum, los resultados de deteccidn por PCR de los genes codificantes
para las fimbrias F17 en ADN gendmico de las cepas CL, CT, 5y 6, mostraron varios amplificados
incluyendo el amplificado esperado. Este resultado corrobora la evidencia encontrada en los
resultados del andlisis bioinformatico del genoma de la cepa CL (Horta, 2015), en el que se ha
detectado la presencia de varios elementos genéticos repetidos. Por lo cual es posible sugerir que
la cepa CL contiene un arreglo del operdn fimbrial diferente al reportado para G. anatis (Johnson,
et al., 2013). Sin embargo, es necesario realizar mas estudios experimentales que sustenten mejor
estas dos evidencias, ya que otros estudios en otros microorganismos han reportado la existencia
de diferentes arreglos en operones fimbriales (Zav’yalov, et al., 2010).

Para lograr la sobrexpresion de probables antigenos fimbriales fue necesario clonar y subclonar los
productos de PCR producidos en este trabajo; al final se logré esto con segmentos de dos genes,
uno que codifica una proteina estructural y otro que codifica una adhesina de las fimbrias de G.
anatis. La literatura reporta que estas proteinas poseen la capacidad de inducir una respuesta
inmunogénica (Bager, et al., 2013). Asimismo, se ha demostrado que es posible obtener anticuerpos
policlonales para otras proteinas de fimbrias de otros microorganismos relacionados con las
infecciones en aves (Mortezaei, et al., 2013) y que es posible utilizarlos como herramienta de
diagnostico en el area veterinaria (Pardo, et al., 2008).

El cluster genético fimbrial mas frecuente reportado en las cepas de Gallibacterium incluye un gen
predicho que codifica para una proteina de la subunidad fimbrial de 20.5 kDa designada FIfA

(GenBank No. de acceso JX855927), que mostrd similitud de secuencia con el precursor de la



proteina fimbrial semejante a F17 identificado en Escherichia coli patogénica extraintestinal
(EXPEC) Cepa 536 (Dobrindt, et al., 2002).

La proteina estructural recombinante obtenida en este trabajo, corresponde a un fragmento del gen
que codifica para la proteina estructural del operdn flf3 de la cepa de G. anatis ESV34, el tamafio
obtenido de esta proteina es de 18.2 kDa y es similar en tamafio a la proteina estructural
recombinante de FIfA de la cepa de G. anatis 12656-12 de 20.5 kDa reportada por (Bager, et al.,
2013). La proteina obtenida por Bojesen fue purificada y utilizada para inmunizar y obtener
anticuerpos policlonales en conejos, posteriormente se demostro la deteccién de esta proteina
mediante Western Blot. En el estudio de Bojesen también se generd una cepa mutante de G. anatis
del tipo AfIfA, que mostrd una disminucion de la capacidad causar lesiones in vivo. Ademas, la
inmunizacion de pollos con la proteina FIfA recombinante resulté en la disminucion significativa
de lesiones por desafios posteriores a la inmunizacion. Apoyando asi la hipotesis del papel de las
fimbrias F17 como un importante factor de virulencia en la adhesion tisular y patogénesis de G.
anatis en aves.

La proteina estructural purificada por afinidad en columna con resina cargada con niquel y
dializada contra PBS e inyectada para inmunizar conejos, produjo anticuerpos lo que indica que es
antigénica al ser visualizada la reaccidn antigeno anticuerpo en el ensayo Western Blot utilizando
anticuerpos anti-conejo (A4312. SIGMA-ALDRICH, Misuri, EU) acoplados a fosfatasa alcalina,
sugiriéndose a esta proteina como un prospecto para mayores estudios inmunoldgicos en aves.

En el presente trabajo también se sobreexpresé un fragmento de la proteina adhesina recombinante
del operdn flf3 y se obtuvieron anticuerpos de conejo contra ésta. Esta proteina es similar a la
contenida en la cepa F149" de G. anatis. Hasta el momento no hay reportes de estudios similares,
por lo que es relevante la obtencidn de esta proteina recombinante y posibilita a realizar en un corto
plazo evaluaciones in vivo para determinar el efecto de proteccion de dichas proteinas con fines de
inmunizacion en aves.

Los resultados del analisis por Western Blot mostraron que los anticuerpos policlonales de conejo
fueron especificos al utilizar ambas proteinas recombinantes como blanco cruzado, entre la
proteina estructural y la proteina adhesina, al menos bajo las condiciones ensayadas en este trabajo.
Se han utilizado fragmentos de proteinas recombinantes, para desafios en aves tal y como lo
describe (Pors, et al., 2016) induciendo una proteccion parcial.

Una perspectiva de investigacion con respecto a los resultados obtenidos en este trabajo, seria el
realizar experimentos utilizando los extractos de las proteinas totales de otras cepas de G. anatis y

A. paragallinarum y determinar si es posible detectar reactividad cruzada entre las proteinas



estructurales y adhesinas de fimbrias F17 en diferentes cepas. Ademas, se abre la posibilidad de
efectuar desafios con aves para analizar si la inmunizacion producida por componentes de las
fimbrias tipo F17 es apropiada para proteger de infecciones posteriores producidas por bacterias

especificas u homologas.



CONCLUSIONES

El estudio informatico mostro la diversidad de secuencias de genes codificantes de fimbrias
tipo F17 presentes en Gallibacterium anatis y su distribucion en el parental Avibacterium
paragallinarum.

Se confirm6 por PCR la presencia de genes que codifican para fimbrias F17 en las
diferentes cepas estudiadas en este trabajo.

En A. paragallinarum, la deteccidn por PCR de secuencias codificantes para las proteinas
de las fimbrias F17 mostr6 amplificaciones de varios fragmentos reiterados para las
secuencias estudiadas sugiriendo un posible arreglo en tandem.

Se obtuvieron dos proteinas recombinantes de fimbrias F17, una correspondiente a un
fragmento de la proteina estructural y la otra a un fragmento de la proteina adhesina de la
cepa ESV34 y F149" de G. anatis, las cuales son inmunogénicas y podrian servir como
antigenos para mejorar las vacunas existentes contra la gallibacteriosis. Estas proteinas no

mostraron reactividad inmunolodgica cruzada en las condiciones usadas para su estudio.



ANEXOS

Extraccion de DNA genomico de Gallibacterium anatis y Avibacterium paragallinarum

Los microorganismos G. anatis y A. paragallinarum fueron sembrados en placa de agar
medio gelosa sangre y fueron incubados 18 ha 37 °C, a partir de estos cultivos, se tomd una colonia
aislada y se inocul6 en 5 ml de medio BHI (Brain Heart Infusion). Se incubd con agitacion
constante a 200 rpm y 37 °C durante 18h.

El cultivo se dividio en 2 tubos eppendorf de 1.5 ml y fue centrifugado a 13000 rpm durante 5 min,
se descartd el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 500 uL de buffer de lisis, se les
adiciond lisozima y se incubaron por 10 min a 37 °C, para completar la lisis se adicionaron 40 pL
de SDS al 1% y se homogeneizaron manualmente. Posteriormente se agrego 1 Vol. de fenol-Tris
pH 8 a cada tubo y se agitaron en vortex, los tubos fueron centrifugados por 10 min a 13000 rpm,
posteriormente la fase acuosa fue transferida a otros tubos a los cual se le agregd 1 Vol. de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), cada uno se agit6 en vortex y se centrifugd a 13000 rpm
durante 10 min. Para cada tubo se tomo la fase acuosa y se pasé a otro tubo, al cual se volvi6 a
adicionar 1 Vol. fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, se centrifugo a 13000 rpm durante 10 min,
para separar la fase acuosa, nuevamente se transfirié a otro tubo, al cual se adicion6 1 Vol. de
cloroformo para retirar el fenol, se agité en vortex y se centrifugé 10 min a 13000 rpm, la fase
acuosa fue transferida y se agregaron 2 Vol. de etanol absoluto frio y 0.1 vol. de acetato de sodio
3M pH 7, el cual se homogeneiz6 manualmente y se dejé precipitar a -20 °C durante 40 min.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min, se decanto el sobrenadante y
la pastilla fue lavada con etanol frio al 70 %, el tubo fue centrifugado durante 5 min a 13000 rpm,
se decantd el sobrenadante y la pastilla se dejo secar a temperatura ambiente. La pastilla seca fue

resuspendida en 100 ul de agua pisa estéril y se almacené a -20 °C para su posterior uso.

Extraccion de DNA plasmidico de E. coli Método de lisis alcalina

Para la obtencion del vector de clonacion pBluescriptll KS (-) (Stratagene) y el vector de
expresion pQE-30 (Qiagen), a partir de una placa de LB (Luria Bertani con ampicilina (LB-amp)
10 g de peptona de caseina, 10 g de cloruro de sodio, 5 g de extracto de levadura pH 7 + 100ug/ml
de ampicilina) con los cultivos crecidos de E. coli que contenian los plasmido correspondiente, se

tomo una colonia aislada de cada una y se inoculé en 50 ml de medio LB (LB + amp), los cultivos



fueron incubados con agitacion constante a 200 rpm y 37 °C durante 18 h, posteriormente el cultivo
se centrifugd 15 min a 3500 rpm, se desechd el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 3 ml
de solucidn Birnboim I (Glucosa 50 mM, Tris HCI 25 mM y EDTA 10 mM pH 8), posteriormente
se agregaron 6 ml de solucion Birnboim 1l (NaOH 0.2 N y SDS 1%) y se mezcld. Para finalizar se
agregaron 4ml de solucion Birnboim 111 (acetato de potasio 5 M y acido acético glacial 10 %) y se
mezcld, posteriormente se centrifugaron los tubos 15min a 3500 rpm. El sobrenadante de cada uno
se trasfirid a un tubo falcon de 50 ml, con ayuda de una gasa estéril para evitar los restos celulares,
al sobrenadante se agregaron 0.6 voliumenes de isopropanol y se dejé a -20 °C para precipitar. Esto
se centrifugd 15 min a 3500 rpm, se retiro el sobrenadante y la pastilla al fondo del tubo se dejo
secar y se resuspendio en 200 pl de agua inyectable PiSA®. Las muestras extraidas de ADN
plasmidico fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa a 0.9% para verificar la
extraccion. Posteriormente los plasmidos se trataron con RNasa y se purificaron por fenolizacion,

el proceso fue verificado mediante electroforesis y las muestras fueron almacenadas a -20 °C.

Digestion de vector de clonacion pBluescriptll KS-

Para el caso del plasmido de clonacion pBluescriptll KS (-) se realizaron digestiones con la
enzima de restriccion EcoRV (Fermentas®), colocando en un tubo eppendorf estéril 3 ul de buffer
10X (EcoRV buffer 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgClz, 100 mM KClI, 0.1 mg/mL BSA.),
aproximadamente 1 ug de DNA plasmidico y agua inyectable PiSA® estéril para un volumen final
de 30 pl. Se coloco 2 pl de enzima EcoRV, se homogeneizo suavemente y se incub6 a 37 °C durante
3 horas.

La digestidn del vector de clonacién se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa a 0.8 %,

el gel de agarosa fue tefiido con Bromuro de etidio.

Obtencion de fragmentos con extremos romos mediante amplificacion por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa.

En un tubo de 200 pl para PCR se agreg6 agua PiSA® estéril, buffer 10X para Taq DNA
Polimerasa/Pfx, MgCl (50 mM) /MgSOa4 (50 mM), mix de dNTP’s (10 mM), oligonucleotidos
directo (10 uM), oligonucleotido reverso (10 M), DNA genomico de G. anatis/A. paragallinarum
(100 ng y enzima Taq DNA polimerasa/Pfx (0.5/0.2ul), se mezclaron suavemente y se colocaron

en termociclador (Biorad®), las condiciones del programa de amplificacion fueron las siguientes:



un ciclo a 95 °C durante 01:30 minutos; 30 ciclos a 94 °C durante 30 segundos (desnaturalizacion).
La temperatura de alineamiento depende de la TM de cada par de primer a utilizar y el tiempo fue
01:30 minutos, 72 °C por 02:00 minutos (extension); y un ciclo final a 72 °C por 4 minutos. La
reaccion se realizo en un termociclador Biorad T100. Los productos de PCR amplificados fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa en concentracion de 0.8 % a 100 V durante
aproximadamente 45 min en una camara de electroforesis (Biorad®). El gel de agarosa se tifié con
Bromuro de etidio y se visualizé mediante transiluminador UV (UVP®).

Ligacion de los fragmentos de interés al vector de clonacion.

Los diferentes productos de PCR reamplificados con DNA polimerasa Pfx (Invitrogene®)
se ligaron al vector pBluescriptll KS (-) previamente digerido con la enzima de restriccion ECORV,
la reaccidn de ligacion contenia: 3 ul de Buffer T4 ligasa (T4 ligasa Buffer 400 mM Tris-HCI, 100
mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP (pH 7.8 at 25 °C), 1 ul de enzima T4-DNA ligasa (5 U/ul),
100 ng de inserto y 300 ng de plasmido. En los experimentos de ligacion, la proporcion vector:
inserto utilizada fue de 1:3. La reaccion de ligacién se llevd a cabo a 37 °C durante 2 horas y
posteriormente se dejé a 16 °C durante aproximadamente 18 h, posteriormente se realizé el

protocolo de transformacion por choque térmico en células competentes de E. coli DH5a.

Obtencion de células competentes de E coli por cloruro de rubidio y trasformacion por
choque térmico.

De una placa con cultivo fresco (18 horas), se tomé una colonia aislada y se inocul6 en 5
ml de medio LB (10 g de Peptona de caseina, 10 g de Cloruro de Sodio, 5 g de Extracto de Levadura
pH 7.0) se dejé crecer toda la noche a 37 °C en agitacion constante, estos precultivos se usaron
para inocular matraces con 250 ml de medio LB, los cultivos fueron incubados con agitacion
contante a 37 °C, hasta alcanzar una D.O.e00=0.6 (aproximadamente 3 horas). Los cultivos fueron
centrifugados a 4 °C 4000 rpm durante 10 min, se retird el sobrenadante, la pastilla se resuspendio
en solucion reguladora | (10 mM de RbCl, 45 mM MnCl;, 88 mM KAC, 10 mM CaClz, 0.5 mM
LiCl, 15 % de glicerol pH 5.8), se dejo reposar 15 min en hielo y se centrifugo durante 10 min a
3000 rpm a 4 °C, se retir0 el sobrenadante y se agregaron 2 ml de solucién reguladora 11 (10 mM
MOPS, 75 mM CaClz, 10 mM RbCl y 15 % de glicerol pH 7.0). Se disolvio la pastilla suavemente



y se dispuso en alicuotas de 200 pl en tubos eppendorf, las cuales se almacenaron a -70 °C hasta
Su posterior uso.

Para la transformacién de E. coli DH5a, se comenz6 descongelando un vial de células
competentes almacenado a -70 °C, manteniéndolos en hielo aproximadamente 3 min, tras los cuales
se afiadieron 3 pl de producto de ligacion (productos amplificados con DNA polimerasa Pfx y
plasmido pBluescriptll KS (-) digerido con enzima de restriccion EcoRV) y se homogeniz6
suavemente. Se dejo reposar los tubos durante 30 min en hielo y a continuacién se sometio a las
células a un choque térmico de 10 min a 37 °C, posteriormente se agregé 1 ml de medio LB sin
antibidtico y se dejé incubando durante 1 hora. El cultivo se centrifugd y se decanto el
sobrenadante, la pastilla se resuspendi6 en 100ul y se sembraron en placas de agar LB
suplementadas con ampicilina (100 ng/ul), 40 ul de X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactosidasa) 20 mg/ml y 4 ul de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido) 1 mM y se

incubaron toda la noche a 37 °C y se prosiguié a seleccionar clonas recombinantes.

Seleccion de Clonas Recombinantes

Las células transformadas fueron inoculadas en medio LB s6lido con ampicilina (100ng/pul),

40ul de X-Gal 20mg/ml y 4ul de IPTG 1mM, fueron incubadas durante 24 h a 37 °C. Se
seleccionaron aquellas que no fueron capaces de llevar a cabo la a-complementacion de la B-
galactosidasa, es decir colonias blancas, ya que estaban constituidas por clonas recombinantes en
las cuales el amplicén se habia insertado correctamente en la zona de clonacién multiple del vector
interrumpiendo asi el gen lacZ y la expresion de la enzima [3-galactosidasa. Estas colonias fueron
sembradas en otra placa de LB de las mismas caracteristicas que las anteriores, para comprobar el
fenotipo de las transformantes. Las colonias transformantes fueron también sembradas en tubo
falcon con 5ml de caldo LB suplementado con ampicilina (100ng/ul), fueron incubados con
agitacion a 37°C durante 18 horas. Transcurrido este tiempo se extrajo el DNA plasmidico de las
posibles transformantes seleccionadas.
Para comprobar la presencia del inserto se realizaron digestiones de DNA plasmidico con enzima
de restriccion EcoRlI para linearizar los plasmidos, para la visualizacion de los diferentes tamafios
obtenidos tras la digestion se realizd una electroforesis en gel de agarosa en concentracion de 0.8%
y se corrio a 100 V durante aproximadamente 45 min en una camara de electroforesis (Biorad®).
El gel de agarosa se tifidé con Bromuro de etidio y se visualizé mediante transiluminador UV
(UVP®).



Digestion de construcciones en pBluescriptll KS (-)

Para liberar los productos clonados en el vector pBluescriptll KS(-), fue necesario extraer
DNA plasmidico de las cepas transformantes de E. coli DH5a que contenian el producto de interés,
posteriormente se llevaron a cabo digestiones dobles de los pldsmidos de interes de manera
independiente y por separado, colocando en un tubo eppendorf estéril 15ul de buffer 10X
dependiendo del buffer a utilizar (Kpnl buffer 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 0.02 % Tritdn
X-100, 0.1 mg/mL BSA.; Hindlll buffer 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgCl,, 100 mM KClI, 0.1
mg/mL BSA.; BamHI buffer 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0.02 % Triton X-100,
0.1 mg/mL BSA.), aproximadamente 1 pg de DNA plasmidico y agua inyectable PiSA® estéril, para
un volumen final de 150 pl. Se coloc6 2ul de enzima Kpnl, Hindlll y BamHI, se homogeneizo
suavemente y se incubo a 37 °C durante 3 horas, al terminar el tiempo de incubacion de la primera
digestion, el DNA se precipitdé con etanol absoluto y acetato de sodio 3 M pH 7 a -20 °C, se
centrifugd 5 min a 13000 rpm y se lavo 3 veces con etanol al 70 %, posteriormente se dejo secar el
DNA y se resuspendié en un volumen final de 135 pl con agua PiSA® estéril. A continuacion, se
repitieron las condiciones de digestion, agregando el buffer y la enzima de restriccion
complementaria para la liberacion del inserto.
La digestion del vector de clonacién, asi como la liberacion de los insertos se verifico mediante
electroforesis en gel de agarosa a 0.8%, el gel de agarosa se tifi6 con Bromuro de etidio y se
visualiz6 mediante transiluminador UV. Se cort6 la banda de interés para purificar el DNA liberado
que corresponde al inserto, el DNA fue purificado por el método freeze & squeeze (Anal Biochem.
1983) y tras concluir la purificacion del DNA digerido, se corrié una electroforesis para verificar
dicha purificaciéon. Finalmente, el DNA se almacen a -20 °C para experimentos de ligacion

posteriores.

Digestion de vector de expresion pQE-30

Las digestiones del vector de expresion, se realizaron por separado con mezclas de dos
enzimas de restriccion Kpnl/HindIll y BamHI/Hindl1l (Fermentas®) dependiendo la construccion
adigerir. 1ug de DNA plasmidico se digirieron con 2pl de las enzimas Kpnl, Hindlll y BamHI Las
digestiones se realizaron de manera independiente y por separado colocando en un tubo eppendorf
estéril 3 pl de buffer 10X (Kpnl buffer 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 0.02 % Tritén X-100,

0.1 mg/mL BSA.; HindIll buffer 10 mM Tris-HCI (pH 8.5), 10 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0.1 mg/mL BSA;
BamHI buffer 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0.02 % Triton X-100, 0.1 mg/mL



BSA.), aproximadamente 1gu de DNA plasmidico y agua inyectable PiSA® estéril. Se colocaron
2ul de las enzimas Kpnl, Hindlll y BamHI, se homogeneizo suavemente y se incub6 a 37 °C
durante 3 horas.

La digestion del vector de clonacidn se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa a 0.8%,

el gel de agarosa se tifio con Bromuro de etidio y se visualizé mediante transiluminador UV.

Ligacion de productos digeridos al vector de expresion pQE-30

ElI DNA liberado y purificado por fenolizacion a partir del vector de clonacion pBluescriptl|
KS (-) con las enzimas de restriccion Kpnl/Hindl11'y BamHI/HindlIl11, se ligo al vector de expresion
PQE-30 previamente digerido con las mismas combinaciones de enzimas de restriccion. Las

condiciones de ligacién fueron las mismas descritas en el apartado de clonacion y ligacion.

Induccion y Expresion de Proteinas recombinantes

Las transformantes de E. coli que contenian el plasmido con la secuencia del gen de interés,
fueron cultivadas en 5 ml de caldo LB adicionado con ampicilina (100 pug/ml) y kanamicina (50
pg/ml). Los cultivos fueron incubados durante 18 h a 37 °C en agitacién. Se inocularon 500 ul de
la muestra en 30 ml de caldo LB adicionado con ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (50 pg/ml)
y se incub0 a 37 °C en agitacion durante 3 horas para obtener un crecimiento celular de una D.
Osoonm de 0.6, una vez alcanzada la D. O, se tom0 una muestra de 1 ml y se guardé como tiempo
cero sin inducir. A continuacion, se agregd IPTG (1 mM/ml) y se incub0 el cultivo durante 24 h a
37 °C en agitacion.
Se realizd una cinética de induccion, se tomaron muestras de 1 ml cada hora durante las primeras
cinco horas de induccion y a las 24 horas como tiempo final y se colocé en tubo eppendorf, los
tubos fueron centrifugados 2 min a 13000 rpm para bajar pastilla, se decanté el sobrenadante y se
retird el exceso, finalmente se guardé el tubo con la pastilla a -20 °C para su posterior analisis
La expresion de las proteinas recombinantes fue evaluada y analizada mediante SDS-PAGE frente
a un marcador de peso molecular Biorad dual color de 10-250 KD, se utilizaron como controles
cultivos de E. coli cepa M15 sin transformar y un cultivo de E. coli M15 transformadas con el
plasmido pQE-30 vacio.



Obtencidn de proteinas totales

Las pastillas obtenidas se resuspendieron en 50 ul de buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.5y
lisozima (1 mg/ml) (en frio), esta mezcla se dejo incubando durante 20 min a 37 °C, transcurrido
el tiempo los tubos se colocaron en hielo y se agregaron 50 pl de buffer 2X de carga con -
mercaptoetanol (5 %), para posteriormente hervirlos durante 5 min, al concluir el tiempo los tubos

se depositaron en hielo para su posterior analisis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

Purificacion de proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad

Las proteinas recombinantes obtenidas en este trabajo, fueron inducidas utilizando IPTG (1
mM) y el vector de expresion pQE-30, el cual tiene una etiqueta de histidinas en el mismo marco
de lectura que la proteina clonada, la cual se adiciona en la regién amino terminal de la proteina,
lo cual fue util en el proceso de purificacion por afinidad en una columna de resina de sefarosa
cargada con Ni?* los cuales interacttian con los nitrogenos de los anillos imidazolicos de los
residuos de histidina.

En los siguientes apartados se describe la forma en la que se obtienen las fracciones solubles
de lisados de células bajo condiciones nativas y desnaturalizantes, los cuales se utilizaran para

realizar la purificacion de proteinas.

Fraccionamiento de Proteinas solubles

Cultivos de 30 ml que fueron inducidos con IPTG (1 mM/ml), se dividieron en tres y se
centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min, se decant6 el sobrenadante y se almacenaron las pastillas
(fraccion celular) a -20 °C para su posterior uso.

La pastilla correspondiente a 10 ml se resuspendi6 en 1 ml de buffer de union nativo (fosfato de
sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 10 mM y Triton X-100 al 0.03 %). Se
agito la mezcla durante 10 min a temperatura ambiente. Se sonicaron las muestras en hielo con 60
pulsos durante 2 min en intervalos de 10 segundos. Por Gltimo, la muestra se centrifugé 5 min a
13000 rpm. De esta manera, las proteinas contenidas en la fraccion soluble se separaron de los
restos celulares contenidos en el pellet (fraccion insoluble). EI sobrenadante se transfirié a un tubo

eppendorf nuevo, la fraccion insoluble se resuspendié en Buffer de Union condiciones



desnaturalizantes (urea 8 M, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 10 mM Ajustado a

pH 8), de ambas fracciones se tomaron 50 pl para su analisis en SDS-PAGE.

Obtencion de Fraccion solubles de lisados de células bajo condiciones nativas (Qiagen)

Se resuspendio la pastilla correspondiente a 10 ml de muestra en 1 ml de Buffer de union
nativo, mezclado con lisozima (1 mg/ml), se agit6 la mezcla durante 10 min a temperatura
ambiente, el volumen se dividio en 3 tubos eppendorf (1 ml en cada tubo) y se sonicaron las
muestras en hielo con 60 pulsaciones durante 2 min en intervalos de 10 segundos. Por ultimo, la
muestra se centrifugd 5 min a 13000 rpm. De esta manera, las proteinas contenidas en la fraccién
soluble se separaron de los restos celulares contenidos en la pastilla celular (fraccion insoluble). El
sobrenadante se transfirio a un tubo eppendorf nuevo y se tomé una alicuota de 50 pl para su

andlisis en SDS-PAGE, el resto se purific6 mediante columna de afinidad.

Obtencion de Fraccion solubles de lisados de células bajo condiciones desnaturalizantes
(Qiagen)

Se resuspendié la pastilla correspondiente a 10 ml de muestra en 1 ml de buffer de union
desnaturalizante (urea 8 M, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 10 mM pH 8). Se
agito la mezcla durante 10 min a temperatura ambiente, el volumen se dividio6 en 3 tubos eppendorf
(1 ml en cada tubo) y se sonicaron las muestras en hielo 60 pulsaciones durante 2 min en intervalos
de 10 segundos. Por ultimo, la muestra se centrifugd 5 min a 13000 rpm. El sobrenadante se
transfiridé a un tubo eppendorf nuevo y del sobrenadante se tomé una alicuota de 50 ul para su

analisis en SDS-PAGE, el resto se purific6 mediante columna de afinidad.

Purificacion de proteinas recombinantes bajo condiciones nativas (Qiagen)

Se prepar6 la columna de purificacion con 1 ml de resina NTA-Niquel (Qiagen®) y se dejo
sedimentar por gravedad, posteriormente a la columna de purificacion NTA-Niquel, se le adiciono
1 ml de sobrenadante obtenido a partir de la lisis de bacterias en condiciones nativas, dejando un
tiempo de retencidn para que la muestra interactie con el Niquel de 20 min, transcurrido este
tiempo se colecto la fraccion liquida no retenida y se almacenado a 4 °C para su posterior analisis
en SDS-PAGE.



A la columna con la muestra de proteina retenida se le adicionaron 4 ml de buffer de lavado (fosfato
de sodio 50 mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 50 mM y Tritén X-100 al 0.03 %), se
colecto la fraccion liquida obtenida, la cual se mantuvo 4 °C para su analisis en SDS-PAGE.

Para finalizar se adicionaron a la columna 4 veces 0.5 ml de Buffer de elucion (fosfato de sodio 50
mM pH 7.7, cloruro de sodio 300 mM, imidazol 250 mM) y se colectaron fracciones de 0.5 ml, las

muestras fueron almacenadas a 4 °C para su analisis en SDS-PAGE.

Purificacion de proteinas recombinantes bajo condiciones desnaturalizantes (Qiagen)

Se prepar6 la columna de purificacion con 1 ml de resina NTA-Niquel (Qiagen®) y se dejo
sedimentar, posteriormente a la columna de purificacion NTA-Niquel, se le adiciond 1 ml de
sobrenadante obtenido a partir de la lisis de bacterias en condiciones desnaturalizantes, dejando un
tiempo de retencion para que la muestra interactie con el Niquel de 20 min, transcurrido este
tiempo se colecto la fraccion liquida no retenida y se almacenado a 4 °C para su posterior analisis
en SDS-PAGE.

A la columna con la muestra de proteina retenida se le adicionaron 4 ml de buffer de lavado (8M
urea, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 50 mM ajustado a pH 6.3), se colecté la
fraccion liquida obtenida, la cual se mantuvo 4 °C para su analisis en SDS-PAGE.

Para finalizar se adicionaron a la columna 4 veces 0.5 ml de buffer de elucion desnaturalizante (8M
urea, fosfato de sodio 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 250 mM ajustado a pH 4.5) y se colectaron

fracciones de 0.5 ml, las muestras fueron almacenadas a 4 °C para su analisis en SDS-PAGE.

Dialisis de las proteinas purificadas

Los sacos de dialisis empleados fueron de Membrana tubular de celulosa regenerada (Cellu
Sep T2®), tienen un tamafio de poro de 28 pm y tienen un corte de peso molecular (MWCO) de
6000 a 8000 kDa, son planos de 10 mm y su capacidad de didlisis es de 0.32 ml Vol/cm.
Se realizaron dialisis individuales de las proteinas purificadas, por los que se prepararon sacos de
dialisis de 25 cm para cada proteina los cuales se cortaron y se hirvieron durante 10 min en una
solucion de bicarbonato de sodio al 2 % y EDTA 1 mM pH 8, posteriormente los tubos se
enjuagaron con agua destilada y se hirvieron nuevamente durante 10 min en solucién de EDTA 1

mM pH 8 Los tubos de dialisis se dejaron enfriar y se almacenaron a 4 °C hasta su posterior uso.



Para la dialisis de las proteinas estructurales y adhesinas purificadas, primero se sell6 un extremo
del saco de diélisis, se asegurd que no presentara fuga, se colocd 5 ml de cada proteina purificada,
a continuacion, se sell6 el otro extremo del saco de didlisis y se asegurd que no tuviera fuga. El
saco de didlisis con la proteina purificada se dejo dializando en PBS (NaCl, KCI, NaHPO4 y
KH2POj4) a 4 °C en agitacion durante 6 horas, realizando un cambio de PBS cada 2 horas.

Al finalizar la didlisis, los sacos de dialisis se pusieron en contacto con sacarosa comercial para
disminuir el volumen y concentrar la proteina, para finalizar las muestras se colectaron en

fracciones de 0.5 ml y se almacenaron a -20 °C para su analisis en SDS-PAGE.

SDS-Page (Sambrook, et al., 1989)

Los ensayos de expresion, purificacion y dialisis se evaluaron mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida (PAGE) en condiciones desnaturalizantes (dodecil sulfato de sodio -SDS-),
utilizando geles discontinuos: un gel concentrador y uno separador
Las muestras se prepararon con Buffer de carga SDS 2X (Tris-Cl 100 mM pH 6.8, SDS 4 %,
Bromofenol Blue 0.2 %, Glicerol 20 % y B-mercaptoetanol 5 %)

Se prepararon geles de SDS-PAGE al 10 % (30 %de acrilamida, 1.5 M tris-Cl pH 8.8, SDS 10 %,
persulfato de amonio al 10 % y TEMED). Se cargaron 20 pl de cada muestra tratada como se
menciond anteriormente en cada pozo. El gel se corri6 a 80 volts durante 2 horas, el gel fue tefiido
con azul de Coomassie por 3 horas en agitacién, posteriormente se retird el colorante y de agregd

solucion destefiidora por 3 horas aproximadamente (acido acético glacial 10%)

Transferencia de Proteinas a Membrana de Nitrocelulosa (Sambrook, et al., 1989)

Las proteinas fueron transferidas electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa,
donde quedaron inmovilizadas para permitir la deteccion con un anticuerpo.
Se agreg6 buffer de transferencia (39 mM de Glicina, 48 mM de Tris, 0.037 % de SDS y 20 % de
metanol ajustado a pH 8.3) a la camara de electroforesis, donde se colocé el cassette que contenia
el gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa, en medio de dos piezas de papel filtro,
seguido de dos esponjas. Todo esto se colocé evitando dejar burbujas entre cada pieza. Finalmente

se cerrd el cassette y se monto en el aparato de transferencia evitando la formacion de burbujas. La



camara se coloco en hielo y se corrié a 0.3 Amperes durante 1.5 horas, al finalizar, la membrana
se colocd en solucion bloqueadora (Leche en polvo sin grasa al 5 %, TBS-Tween 20 0.1 % pH 7.4)
y el gel fue tefiido con azul de Coomassie para verificar que se realiz6 una eficiente transferencia

de las proteinas.

Western Blot (con anticuerpos acoplados a fosfatasa alcalina) (Sambrook, et al.,1989)

Se corri6 un gel SDS-PAGE al 15 %, se realiz6 la transferencia a membrana de
nitrocelulosa. La membrana se blogue6 toda la noche en agitacion con 15 ml de solucién
bloqueadora (Leche en polvo sin grasa al 5 %, TBS-Tween 20 0.1 % pH 7.4). Al finalizar el tiempo
de bloqueo, la membrana fue transferida a otro recipiente donde se incubé nuevamente con
solucién de blogueo y con el anticuerpo primario en dilucion 1:500 durante 2 horas en agitacion
constante. Concluido el tiempo se realizaron 3 lavados con TBS (8 g NaCl, 0.2 g KCI, 3 g Tris)
por 10 minutos cada uno, transcurrido el tiempo la membrana se trasfirio a otro recipiente y se
incub6 con solucion de bloqueo con el anticuerpo secundario Anti-lgG de conejo acoplado a
fosfatasa alcalina en dilucion 1:5000 durante 1 hora en agitacion constante. Tras finalizar este
tiempo, se realizaron 3 lavados con TBS por 10 minutos cada uno. Las membranas se incubaron
en Buffer para Fosfatasa Alcalina (0.1 M Tris, 0.05 M MgCL>, 0.1 M pH9.5) durante 5 min y se
reveld con 66 pl de NBT (Nitro Blue Tetrazolium) y 33 ul de BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate) en 10 ml de buffer (0.1 M Tris, 0.05 M MgCL>, 0.1 M NaCl pH 9.5).
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