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RESUMEN

RESPUESTA A ESTRES POR HIERRO EN Gallibacterium anatis.
Juan Ismael Rea-Hernandez
Facultad de Estudios Superiores Iztacala

Guilty rea@hotmail.com 2011

El Hierro es un elemento esencial para casi todos los microorganismos. Gallibacterium
anatis es un cocobacilo Gram (-) perteneciente a la familia Pasteurellaceae que
afecta el aparato reproductor de las gallinas, produciendo grandes pérdidas
economicas debido a que reduce la postura de huevo. Muchos organismos de la
familia Pasteurellaceae obtienen el hierro directamente de las proteinas del hospedero, o
por mecanismos dependientes de los sideroforos. En G. anatis no han sido estudiados
los mecanismos de respuesta a estrés por bajo hierro ni las proteinas inducidas en estas
condiciones. G. anatis crecida en presencia del agente quelante de hierro Dipyridyl,
presenté un menor crecimiento que el mismo cultivo bacteriano en ausencia de dipyridyl.
una densidad oOptica menor que el control, indicando wuna inhibicibn en su
crecimiento, y expresaron diferencialmente OMP’s, las OMP’s diferenciales fueron
reconocidas por el suero de aves infectadas con G. anatis o Avibacterium
paragallinarum, sugiriendo que su estructura es similar a las proteinas inducidas por
estrés por hierro en A.
paragallinarum y que es expresada in vivo. Una OMP de ~70K que se expresaba
diferencialmente fue analizada mediante MALDI-TOF, dando homologia con una proteina
CirA involucrada en la adquisicion del Fe. Asi mismo se observo la presencia de un
compuesto quelante de Fe secretado al medio, posiblemente un sideréforo. La baja
concentracion del Fe produce la expresion diferencial de proteinas que podrian estar

participando en el proceso de patogenicidad

Palabras clave: Hierro, sideroforo, Pasteurellaceae, OMP’s, Gallibacterium

anatis
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INTRODUCCION.

El Hierro (Fe) es un elemento esencial para casi todos los microorganismos esto
se debe a sus propiedades quimicas que lo hacen un elemento idéneo para
participar en el transporte de electrones durante procesos inherentes al
metabolismo celular al poder actuar como un catalizador. Durante los procesos
metabolicos (Hider y Kong, 2010) sirve como cofactor de numerosas enzimas, tales

como nitrogenasas, peroxidasas y catalasas, por mencionar algunas.

Sus propiedades son explicables gracias a la capacidad que posee el Fe para
formar iones con estado de oxidacion +3 o +2 (De la Garza y Vaca Eds., 2010), estos
estados energéticos son lo suficientemente estables para permitirle al Fe participar
en procesos bioldgicos que requieren transferencia de electrones, ademas de que
implican un bajo gasto energético para transferir electrones hacia estos estados de

oxidacion, no importando si vienen de sustratos reductores u oxidantes.

El Fe es el 4° elemento en abundancia en la corteza terrestre, existe en un
equilibrio dinamico entre la forma ferroso (Fe*?) y férrico (Fe**), dependiendo de su
entorno, de manera que a pH &cido o en condiciones anaerdbicas, el equilibrio se
desplaza hacia la forma soluble (Fe*?) (Aisen, 1976). No obstante cuando este se
encuentra en presencia de oxigeno pasa a su estado oxidado o férrico (Fe*?), que
en condiciones de solucion acuosa a pH alcalino o neutro forma un precipitado

insoluble (Litwin y Calderwood, 1993) volviéndose inaccesible a los organismos.

Es por la limitada biodisponibilidad del Fe, que el proceso evolutivo favorecié a
aquellos organismos que desarrollaron mecanismos para su adquisicion del
medio. A la par de esto se desarrollaron mecanismos que protegieran a la célula
de la toxicidad potencial del Fe debida a una excesiva acumulacién intracelular
gue podria desencadenar la formacién de radicales de oxhidrilo altamente
oxidantes debido a la reaccién producida de la interaccidon de Fe con perdxido de

hidrogeno.



Los mecanismos de adquisicion de Fe estan involucrados con el proceso de
patogenicidad bacteriana, los microorganismo que sean mas eficientes en la
obtencion del Fe tendrdn mayores probabilidades de lograr la colonizacién del
hospedero. En contraste los hospederos, como mecanismo de defensa, utilizan la
respuesta del sistema inmune asi como una disminucion de nutrientes disponibles
para el patdégeno, incluido el Fe, el cual es secuestrado por moléculas producidas
por el hospedero y/o limitado en su biodisponibilidad, lo que restringe el
crecimiento bacteriano (Payne, 1993). Lo que conlleva a la restriccion del

crecimiento bacteriano (Ratledge y Dover, 2000; Weinberg, 2000).

La mayor parte del Fe presente en el hospedero se encuentra unido a proteinas,
de forma que su concentracién en el medio acuoso suele ubicarse en 10%*M
(Palyada et al, 2004) valor muy por debajo de los requerimientos de las bacterias
para su desarrollo 6ptimo, concentracién que oscila entre 10°M y 10®M (Prade et
al., 2000). Por ejemplo, el Fe en el suero humano se encuentra en una
concentraciéon aproximada de 107®M (Bullen et al., 1978), esta concentracién
contrasta con el minimo requerido por las bacterias para crecer. Por lo que se
puede considerar que se produce un estado de hipoferremia como respuesta
inmunoldgica a la infeccién bacteriana. Este hecho ha sido comprobado en
numerosos estudios donde dietas deficientes en Fe provocan un incremento en la
resistencia a infecciones, esta situacion es reversible cuando se restauran los
niveles de Fe en suero (Bullen et al., 1978; Hart et al., 1982; Andrews et al., 2003).



1. EL HIERRO EN LAS BACTERIAS

1.1.Homeostasis bacteriana del Fe
Las bacterias han desarrollado mecanismos para satisfacer sus necesidades de
Fe asi como para la regulacion de la concentracion intracelular de este metal.. Los

mecanismos de homeostasis se pueden resumir en 5 grandes grupos:

e Transporte de Fe desde el entorno por mecanismos con gran afinidad por
esta molécula.

e Almacenamiento Fe en el espacio intracelular para disponer de estas
reservas cuando las fuentes externas se agoten.

e El empleo de sistemas Redox en contra del estrés oxidativo.

e Control de la concentracion mediante la regulacion de la expresion de
proteinas involucradas en el transporte de Fe bajo condiciones de baja o
alta disponibilidad.

e Un sistema regulador de Fe que coordina la expresion de la maquinaria de
transporte en relacion a la disponibilidad en el entorno.

Aunque estas 5 estrategias forman, en general, los mecanismos involucrados en
la homeostasis del Fe, la manera en que estés funcionan varia considerablemente
de un organismo a otro (Andrews et al., 2003). Bajo determinadas situaciones, los
microorganismos tienen la capacidad para captar directamente el Fe del ambiente
y transportarlo a su interior, sin embargo la mayoria de las bacterias Gram-
negativas requieren de receptores especificos, en la membrana externa,
dependientes del sistema TonB para su transporte, que internalizan el Fe hacia el
periplasma, y una vez que el Fe se localiza en el periplasma, entra en funcién un
sistema de transporte tipo ABC (también presente en las bacterias Gram-positivas)

gue transporta el hierro hacia el citoplasma.

1.2.Sideroforos.
Uno de los mecanismo mas distribuidos entre los seres vivos para la adquisicion

de Fe es la secrecion de compuestos de bajo peso molecular denominados
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sideréforos que acttan a modo de quelantes y son utilizados por las

monocotiledéneas, los hongos y las bacterias (Hider y Kong, 2010).

Estas moléculas de bajo peso (<1 KDa) tienen como caracteristica una alta
afinidad por el i6n Fe** La sintesis de sideréforos aumenta cuando el organismo
se encuentra en entornos con una baja biodisponibilidad de Fe (Ratledge, 2000). La
gran mayoria son polipéptidos que poseen grupos funcionales con una alta
afinidad por los iones de Fe. La secrecion de sideréforos ha conllevado, en las
bacterias Gram-negativas, a la evolucion de diferentes mecanismos de transporte
a través de las dos membranas, asi como de diferentes estrategias (Fig. 1), estos

sistemas pueden o no permitir la reutilizacion de los sideréforos secretados.
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Figura 1.- Sistemas de transporte de sideréforos de E. coli y otras enterobacterias. Se observa la presencia de 3 elementos
comunes, un componente en la membrana externa que une al sider6foro, una proteina que transporta el Fe a través del

espacio periplasmico y un tercer componente que internaliza el Fe.

(Hider y Kong, 2010).

1.3. Transporte de Hierro.

El sistema mas importante de transporte de Fe en vertebrados, y algunos
invertebrados son las transferrinas (Tf). Es un sistema de regulacion, donde las Tf
se unen al Fe proveniente de la hemoglobina (ya sea por la hidrolisis de la
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hemoglobina o la lisis de los eritrocitos) o de las ferritinas, estas ultimas el principal

mecanismo de almacenamiento de Fe.

Las transferrinas se clasifican en 3 categorias: Tf sérica (serotranferrinas),
lactoferrinas (Lf) también llamadas lactotransferrinas (presentes en los fluidos
extracelulares) y Ovotransferrinas. Las transferrinas son glicoproteinas que
poseen un peso molecular aproximado de 80 KDa y su particularidad es la
presencia de dos sitios no idénticos de unién al Fe asi como su elevado
coeficiente de afinidad por ese i6n. Su funcidn fisioldgica consiste en el transporte
y/o captacion del Fe. Posterior a su captacion y transporte intracelular liberan el Fe
cuando se localizan en el interior de endosomas acidos (pH <5.5). Posteriormente

la proteina es externalizada, ocurriendo asi su reciclamiento.

Las ovotransferrinas, presentes en aves cumplen el doble papel de captacion y
liberacion de Fe (Abdallah y EIl hage Chahine, 1999).

1.4. Transporte transmembranal.
ATP Binding Cassette o ABC son sistemas de transportadores que utilizan la
energia proveniente de la hidrdlisis del ATP. ComlUnmente, estos sistemas son
especificos para ligandos como iones inorganicos, aminoacidos, glucidos o
polipéptidos, entre otros (Higgins, 1992). Estos sistemas se encuentran tan
ampliamente distribuido, que conforma una de las familias mas grandes de

proteinas conocidas.

En los organismos procariontes se han identificado centenares de sistemas de
transportadores ABC (Fig. 2). Estos sistemas ABC comparten caracteristicas muy
similares siguiendo un patron que presenta al menos una proteina periplasmica
de unién al ligando y una que sirve como translocador del ligando hacia el
citoplasma. Este ultimo componente esta formado por una regién asociada a la
membrana citoplasmética del lado interno donde posee un dominio de unién al
ATP, cuya hidrélisis suministra de energia para el proceso de internalizacion (Fath
y Kolter, 1993).



Figura 2.- Transportador ABC, mostrando en rojo las a-hélices que atraviesan la membrana citoplasmatica, y en verde la
region que une ATP necesario para el proceso de translocacion.

(Oberai et al., 2006).

El componente translocador presenta multiples a-hélices, que se distribuyen
transmembranalmente y las a-hélices constituyen el canal a través del cual las
sustancias transportadas atraviesan la membrana citoplasmatica (Higgins, 1992).
En las bacterias es comun encontrar homodimeros de moléculas que poseen un

dominio transmenbranal y un dominio de unién al ATP.

En el espacio periplasmico de las bacterias Gram negativas se encuentran
proteinas solubles, conocidas como Substrate Binding Proteins (SBP) (Fig. 3), que
interact(an con el sistema ABC. Estas funcionan al asociarse al ligando de interés
y presentarlo al sistema ABC. Sin embargo, las SBP pueden encontrarse ancladas
a la membrana (Ames, 1986). Las SBP obtienen el ligando de las proteinas de
membrana externa (OMP) y lo transfieren al componente transmembranal
correspondiente. Este complejo interacciona con el translocador de la membrana

citoplasmatica.
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Figura 3.- Esquema simplificado del proceso de ingreso de un soluto desde el medio extracelular hasta el citosol. Se detalla la

participacion de las SBP en el proceso de transporte desde la membrana externa hacia la membrana interna. Tomado de Albert’s et

al., 2002.

1.5. Participacion del Fe en la patogenicidad.
Ante una infeccién bacteriana, el proceso de secuestro de Fe es un importante
mecanismo de defensa del hospedero, y por consiguiente la capacidad de
obtenerlo es un factor de virulencia de los diversos patdgenos (Ratledge y Dover,
2000).

Los organismos patdégenos deben de percibir su entorno de manera adecuada y
responder con alteraciones coordinadas de la expresion de sus genes.
Determinados factores ambientales; pH, osmolaridad, temperatura y concentracion
de aminoacidos, regulan de manera coordinada la expresion de genes de
virulencia. Entornos con baja concentracion de Fe son una sefal para los
patdgenos para la induccién de genes de virulencia. (Tabla 1) (Tabla 2) (Litwin et

al., 1993).



Tabla 1.- Ejemplos de factores de virulencia regulados por Fe. Se observa la expresion de proteinas involucradas en la
adquisicion de Fe en diferentes microorganismos, las proteinas pueden o no ser secretadas al medio, su funcién radica en
regular la homeostasis bacteriana del Fe.

Tomado de Litwin et al., 1993.

Organism Virulence determinant|s)

Escherichia coli Aerobactin
SLT-1
a-Hemolysin

Shigella dvsenteriae type 1 Shiga toxin

Serratia marcescens Hemolysin
Vibrio cholerae Iron-regulated gene A (ingd)
Fibrio anguillarum Anguibactin
Yersinia spp. Iron-regulated outer membrane proteins
Neilsseria gonormhoeae Transferrin-binding protein 1 (TBFP1)
Transferrin-binding protein 2 (TBFZ)
Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A
Elastase

Alkaline proteasc
Corvnehactenium diphtheriae Diphtheria toxin

Uno de los factores que desempefia un papel fundamental en la colonizacion
bacteriana es la adquisicién del Fe. Durante la infeccién bacteriana se puede
adquirir Fe directamente de algunas de las proteinas del hospedero. Estas son
secuestradas por receptores en la membrana externa para después utilizar los

iones Fe que transportan.

Se han identificado receptores para proteinas transportadoras de Fe, transferrina
y lactoferrina, en la membrana externa de diferentes miembros de la familia
Pasteurellaceae, entre ellos Actinobacillus pleuropneumoniae para el cual se han
descrito diferentes mecanismos de adquisicion de Fe (Jaques, 2004) estos
mecanismos se manifiestan durante la infeccion. A. pleuropneumoniae posee
receptores para transferrina (Gerlach et al., 1992; Gonzales et al., 1995; Wilke et al.,
1997) y hemoglobina (Deener y Potter, 1989; Bélanger et al., 1995; Archambault, et al.,
1999) ademas de la capacidad para utilizar sideréforos exdgenos. En otros
miembros de la familia, como la cepa PM70 de Pasteurella multocida, se ha
demostrado que una gran porcion de su genoma (alrededor del 2.5%) codifica
para 53 proteinas con secuencias similares a otras proteinas descritas para la

homeostasis del Fe (May et al., 2001). Crecimientos diferenciales de P. multocida
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en medios ricos y pobres en Fe demostraron que diferentes proteinas de
membrana de alto peso molecular se encuentran reguladas por los niveles de Fe
(Snipes et al., 1988; Choi-Kim et al., 1991).

Tabla 2.- Genes regulados por FE. El Fe actia como co-represor de la proteina represora Fur (Ferric uptake regulator).
Cuando la concentracion de Fe es alta, se forma el complejo Fe-Fur, el cual se une a los operadores adyacentes a los
promotores de los genes cuyos productos estan involucrados en la adquisicion de hierro, impidiendo su transcripcién. En

condiciones de bajo Fe no se forma el complejo Fe-Fur y los genes antes reprimidos son transcritos.

Tomado de Litwin et al., 1993.

Genels) Location (min) Function
Jfhid (tond) 3 Outer membrane receptor, ferric hydroxamate siderophores
fhuBCD 3 Transport, ferric hydroxamate siderophores
feecA 6 Outer membrane receptor, ferric dicitrate
fecBCDE 6 Ferric dicitrate transport
entABCDEF 13 Enterobactin biosynthesis
fepA 13 Outer membrane receptor, ferric enterobactin
fepBCDEG 13 Ferric enterobactin transport
Sfes 13 Ferric enterobactin esterase (reductase)
fur 16 Repressor, ferric uptake regulation
JhuE 16 Outer membrane receptor, coprogen and ferric rhodotorulate
fiu 18 Unknown
tonB 27 Transport of ferric siderophores, vitamin B,;, and lethal agents
cir 43 Colicin I transport
exbBC 6 Transport of ferric siderophores, vitamin B,;, and lethal agents
fueA pColV Outer membrane receptor, ferric aerobactin
iucABCD (aerDBCA, respectively) pColV Aerobactin biosynthesis
sle-I Phage H-19B Shiga-like toxin T

2. DESCRIPCION DEL ORGANISMO.

La taxonomia de organismos previamente reportados como Actinobacillus
salpingitidis, Pasteurella haemolityca o Pasteurella anatis fue revisada y se
concluy6 en la creaciéon de un nuevo género: Gallibacterium (Christensen, et al
2003).

2.1Descripcion del género Gallibacterium.
Del latin gallus: gallina y bacterium: barra. Gallibacterium; Bacteria de la gallina.
Miembro de la familia Pasteurellaceae (Pohl, 1979) que Pohl en 1981 incluyé en el
complejo aviar (P. haemolytica)-A. salpingitidis-P. anatis. La descripcion fenotipica
(Tabla 3) est4 fundamentada en Bisgaard 1982 asi como en la caracterizacion de

los subsecuentes aislados.

G. anatis es una bacteria Gram-negativa, tradicionalmente considerada inmovil

(aunque trabajos realizados en el laboratorio demuestran su capacidad de
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movimiento), en forma de barra o pleomoérfica que se encuentra como célula
aislada o en pares. Las colonias en agar con sangre bovina muestran una
marcada hemodlisis Beta (Fig. 4), son grisdceas, no transparentes, pero
eventualmente translicidas en la periferia, con una consistencia butirosa, lisa y
delgada, circulares, elevadas con un margen entero de 1 a 2 mm después de 24-
48 horas de crecimiento a 37 grados centigrados. No forma endosporas. Su

crecimiento es mesofiico y es anaerobia facultativa o microaerofilica.

Figura 4.- Colonias de G. anatis cultivadas en agar con sangre caprina después de 24 horas de crecimiento a 37° C en

presencia de bidxido de carbono. Se observa una marcada hemdlisis beta.

2.2 Propiedades bioquimicas
Las propiedades bioquimicas fueron calificadas (Christensen et al., 2003; Bisgaard et
al., 2009) con: +, 290% de las cepas result6 positiva en 1-2 dias; (+), 290% de las
cepas dio positivo en 3-14 dias; -, <10% de las cepas resultd positiva tras 14 dias;

d, 11-89% de las cepas dio positivo.

Es Catalasa -, oxidasa — y fosfatasa +. Reductora de nitrato. La reaccién en Huigh-
Leifson fue media con fermentacion de (+) D-glucosa. Prueba de aminopeptidasas
para porfirina y alanina positiva. Presenta formacion de acido sin gas de: glicerol,
(-) D-ribosa, (+) D-Xilosa, (-) D.manitol, (-) D-fructosa, (+) D-galactosa, (+) D-
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glucosa, (+) D-manosa, sucrosa y rafinosa. Prueba de: o-nitrofenil alfa-D-
glucopiranosida (ONPG) p-nitrofenil alfa-D-glucopiranosida (PNPG) positivas.
Negativa en crecimiento simbiotico, citrato de Simmons, Acido-Mucato, base
malonato, H,S/triple azucar Fe (TSI), crecimiento en presencia de KCN, Voges-

Proskauer a 37° y ureasa.

Da resultados negativos con las pruebas de arginina deshidrolasa, lisina
descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, fenilalanina deaminasa, indol, gelatinasa y
Tween 20 y 80. No forma pigmentos. No produce &cido con m-erytritol, adonitol,
(+) D-arabitol, xilitol, (-) L-xilosa, dulcitol, (+) D-fucosa, (+) L-rhanmnosa, (-) L-
sorbosa, celobiosa, (+) D-melobiosa, (+) D-melezitosa, (+) D-glicogen, inulina,
aesculina, amidalin, arbutin, gentobiosa, salicin, (+) D-turanosa o [-N-CHs-

glucosamida.

Las reacciones de p-nitrofenil B-D-glucopiranosida (NPG), o-nitrofenil a-L-
fucopiranosida (ONPF), a-galactosidasa, acido p-nitrofenil B-glucopiranosiduréico
(PGUA), a.manosidasa y o-nitrofenil B-D- xilanopiranosida (ONPX) también dan
resultados negativos. Se observan variaciones en la reaccion de rojo de metilo a
37°C, crece en agar MacConkey y produce acido a partir de (+) L-arabinosa, (-) D-
arabinosa, m-inositol, (-) D-sorbitol, (-) L-fucosa, lactosa, maltosa, trehalosa vy
dextrina. La especie tipo es G. anatis. (Christensen et al., 2003)

2.3Descripcién de G. anatis.
Los aislados son B hemoliticos, (-) D-arabinosa y (-) L-fucosa-positiva (el biovar
hemolitico, esta conformado por los biovares 1, 3, 4, 11, 12, 15, 17-20, 22, 24 de
las aves. O no hemoliticos, positivos para trehalosa y (-) D-arabinosa-,
(-) L-fucosa-, maltosa-, y negativos para dextrina (biovar anatis, anteriormente P.
anatis) (Christensen et al., 2003).
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La cepa de estudio 12656-12 liver fue aislada de pollo en Dinamarca, se encontrd
en un caso de septicemia, pertenece al biovar hemolitico y se incluye en el Biovar
4. (Bojensen et al., 2007).

Tabla 3.- Caracteristicas fenotipicas diacriticas del género Gallibacterium. Biovar (bv) haemolytica representa los biovares
1, 4, 11, 12, 15, 17-20, 22 y 24 del complejo (P. haemolityca)- A. salpingitis. Genomospecies 1 representa los biovares 5y
8 y Genomospecies 2 representa los biovares 8 y 9. Las caracteristicas fueron evaluadas con: +, 290% de las cepas resultd
positiva en 1-2 dias; (+), 290% de las cepas dio positivo en 3-14 dias; -, <10% de las cepas result6 positiva tras 14 dias; d,

11-89% de las cepas dio positivo.

Tomada de Christensen et al., 2003.

Character G. anatis G. anatis Gallibacterium Gallibacterium

bv. haemolytica bv. anatis genomospecies 1 genomospecies 2

Haemolysis 4 - " N

Production of acid from:

{—)D-Arabinose (+) _ (+) d
[ +)L-Arabinose - _ d 4
m-lnositol d d _ 1
{— )D-Sorbitol d d _ -
{—)L-Fucose (+] _ H+) q
Maltose d _ N N
Trehalose d N N 1
Dextrin d _ HH+) N

3 PATOLOGIA

Este microorganismo ha sido relacionado con diferentes patologias de aves,
incluidas septicemia, ooporitis, degeneracidén folicular, salpingitis, peritonitis,
enteritis y diferentes lesiones del tracto respiratorio (Kjos-Hansesen, 1950; Kobhlert,
1968; Mraz et al., 1976; Gerlach, 1977; Matthes y Hanschke, 1977; Mushin et al., 1980;
Bisgaard y Dam, 1981; Shaw et al., 1990; Mirle et al., 1991; Bojensen et al., 2003a;
Bojensen et al., 2003b;B Jordan et al., 2005; Vazquez et al., 2006). Aungque también ha
sido aislado de aves sanas (Harry, 1962; Bisgaard 1977; Mushin et al., 1980; Bojensen

et al., 2003). Su potencial patogénico no esta aun comprendido.

Su presencia en aves sanas nos supone su existencia en la flora bacteriana

normal, y es probable que el desarrollo patégeno se dé solo bajo determinadas
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circunstancias. O que se trata de una bacteria oportunista, capaz de iniciar la

enfermedad cuando el sistema inmune se encuentra deprimido.

4 EPIDEMIOLOGIA.

4.1 Distribucién en el mundo.
En el mundo se ha identificado a G. anatis en avifauna local y en gallinas
ponedoras en 16 paises en casi todos los continentes. Se ha encontrado como

flora indigena asi como en casos que presentan patologia (Fig. 5).

Gallibacterium World Distrubution

Estados Unidos de Amearica Awstralia Israal Suecia

Méedco Tawan Siria Alsmania
FPanama Japdn MNoruega Republica Chaca
Colombia Migaria Inglaterra Dimamarca

J
Figura 5. Distribucion Mundial de G.anatis (hasta 2006). Se enlistan los 16 paises donde ha sido reportado.
http://www.qallibacterium-anatis.com.mx

Sonora
Biovar 4,11

Coahuila
Biowar 4

Muevo Ledn
Biovar 1,4,10,11,12,13 22 24 27

Apguascelientes
Biovar 11

Yucaian
Biovar4,7,12 13,26

Weracruz
Biovar 4 Biowar 4,11

dalizco
Biowar4,11,12.13,
16,18,19,25

20% Biowar 4
= Queraiaro
2an: Biowar 13 Biowar 4 Pushbla
B — AT Y
i ) Charas Edo. ds Méxco
9.7% Biowar 12 Biowvar4, 12
5.4% Biowar 1

A

Figura 6.- Distribucion de G. anatis en México. Se ha identificado en 11 estados. En los estados de Puebla y Nuevo Le6n
se ha identificado el mayor nimero de biovares

. http://www.gallibacterium-anatis.com.mx
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4.2 Distribucién en México.
En México se ha detectado la presencia de 15 diferentes biovares (Fig. 6) de los
24 identificados, a su vez se incluyeron 3 nuevos biovares a la clasificacion
original, se les asign6 como biovares 25, 26 y 27, Unicamente reportados en
México. De los biovares identificados, los 3 mas predominantes son: el Biovar 13
presente en el 23% de los casos; el Biovar 4 (cabe recordar que la cepa 12656-12
liver pertenece a este biovar) presente en un 20% de los casos y el biovar 13

presente en el 17% (Fig. 6).
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5 ANTECEDENTES.

No hay trabajos previos en la bibliografia que estudien la respuesta a estrés por
hierro en G. anatis. Sin embargo hay trabajos que abordan diferentes factores de

virulencia de esta bacteria:

Garcia-Gomez et al., 2005. Obtuvieron y caracterizaron diferentes
metaloproteasas secretadas al sobrenadante del cultivo por cepas de campo y de
referencia de G. anatis; observaron proteinas de mas de 100kDa de peso
molecular que presentaron actividad proteolitica. Su actividad se observaba en pH
alcalino y se veia inhibida en presencia de EDTA. Su actividad fue estable hasta
los 50°C, las proteasas eran capaces de degradar IgG de pollo tras 24 horas de
incubacion. Las metaloproteasas secretadas podrian jugar un rol importante en el

proceso de colonizacidn bacteriana y el posterior desarrollo de una patogenia.

Zepeda et al., 2009. Determinaron la actividad hemoaglutinante de 7 cepas de
referencia, 9 cepas mexicanas y 3 aislamientos daneses de Gallibacterium,
mediante el uso de eritrocitos frescos de diferentes especies: pollo (de engorda,
gallos y gallinas de postura), pavo, paloma, codorniz, pato, halcon Harris
(Parabuteo unicinctus), gorrion (Carpodarcus mexicanus) bovino, oveja, caballo,
perro, conejo, cerdo y humano (grupos A, B, AB, y O, Rh"). Sus resultados
indicaron que algunas cepas de Gallibacterium son capaces de aglutinar eritrocitos
de ave, de mamifero o ambos. Sin embargo los mecanismos y estructuras

inherentes a este proceso no se conocen.

Bojensen et al., 2011. Identificaron y caracterizaron la resistencia a tetraciclina
en 22 cepas de G. anatis usando primers especificos para tet (A, B, C, D, E, G, H,
K, L, My O), observando la prevalencia de tet (B) en las cepas mexicanas y
danesas. Sin embargo, cerca del 41% de las cepas que presentan resistencia no
pudieron ser asignadas a algun genotipo del gen tet. Se comprobd que tet es
comun en G. anatis aisladas de pollos de diferentes sistemas de produccion y

localidades.
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Kristensen et al., 2010. Caracterizaron la produccién de citotoxinas activas
contra diferentes variedades de células de pollo, como los macréfagos (HD11),
describiendo una toxina que denominaron GtxA y determinaron su homologia con
toxinas RTX presentes en otros miembros de la familia Pasteurellaceae. Hay que
destacar que la cepa utilizada en este estudio fue 12656-12 liver, y la presencia de

esta citotoxina fue asociada con su capacidad hemolitica.

Kristensen et al., 2011 (en prensa). Investigaron las bases de la variacion en la
actividad hemolitica entre las diferentes especies de Gallibacterium y sus cepas.
Usando PCR vy Blotting encontraron que GtxA esta ausente en las cepas no
hemoliticas. Sin embargo en G. anatis se observl su presencia en los biovares
hemoliticos y no hemoliticos. Sin embargo en las variantes no hemoliticas gtxA
esta interrumpido por la insercion de otra secuencia. También se observo la
existencia de un nuevo sistema de secrecidn necesaria para la exportacion de
GtxA. Comprobando asi que las diferencias en las propiedades hemoliticas de las
cepas pueden explicarse por las diferencias genotipicas y su expresion
diferencial.

Vaca et al.,, (2011) Evaluaron la capacidad de G. anatis para adherirse a
superficies inertes como posible mecanismo para la formacion de una biopelicula,
asi como la participacion de proteinas en el proceso de formacion de la

biopelicula.
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6 JUSTIFICACION.

La industria avicola genera en México aproximadamente 1 millon 140 mil empleos,
de los cuales 190 mil son directos y 950 mil indirectos, con una amplia distribucion
en las zonas rurales; sin embargo, estos datos solo representan a la industria
formalmente establecida, no hay datos exactos acerca de los productores que no
se encuentran en el padron de la Asociacion Nacional de Avicultores, asi como de

la practica avicola para el autoconsumo.

En Meéxico la produccion avicola en el afio 2009 fue de: 2,354 millones de
toneladas de huevo; 2,789 millones de toneladas de carne de pollo y 11 mil 422
toneladas de carne de pavo, este sector industrial aporta el 63.5% del PIB del

sector pecuario y este a su vez participa con el 38.5% del PIB nacional.

Por lo que las enfermedades que afecten a las aves representan una seria
amenaza para este sector. Por ejemplo; durante la produccion de huevo (del que
México es el quinto productor mundial) la aparicion de una patologia causada por
G. anatis aun en estado subclinico afecta a las aves disminuyendo la postura de
huevo de un 12 a un 70%, lo que equivaldria, si suponemos una afectacién de
solo el 10% de la industria una pérdida de 230 millones de toneladas de huevo.
Es de sumo interés proteger actividades que participan de manera directa en la
produccion de alimentos de la canasta bésica: en México se calcula que el
consumo per capita de huevo es de 22.19 Kg al afio. Por consiguiente es
necesario obtener informacion de organismos patdégenos que representan una

fuerte amenaza a la industria avicola.

La deficiencia de Hierro puede iniciar la expresion de diferentes factores de
virulencia en las bacterias tales como receptores de membrana externa o la
secrecion de toxinas por mencionar algunos. En G. anatis no ha sido estudiada la
respuesta a estrés por Fe, por lo que se tiene como objetivo caracterizar los

cambios subsecuentes a la deficiencia por Fe.
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7 OBJETIVOS.

Objetivo general:

» Caracterizar la respuesta a estrés por Fe en G. anatis.

Objetivos particulares:

Determinar el efecto de la deficiencia de Fe en el crecimiento bacteriano.

Observar las diferencias entre los patrones proteicos de cultivos en

condiciones normales y cultivos con deficiencia de Fe.

Identificar la presencia de proteinas involucradas en la adquisicion de Fe

realizando pruebas de Inmunoreconocimiento.

Corroborar la expresion in vivo de las proteinas de membrana externa

mediante pruebas de inmunoreconocimiento.

Determinar la identidad de alguna(as) de la(as) proteina(s) inducidas por
estrés por Fe mediante el analisis de fragmentos obtenidos por analisis
MALDI-TOF.

Determinar la posible secrecién de compuestos quelantes (posiblemente

sideréforos) al medio de cultivo restringido en hierro.
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8 MATERIALES Y METODOS.

8.1 Bacteria.
Se trabajo con G. anatis 1265612-liver (Biovar 4) aislada de pollo con signos
clinicos de septicemia en Dinamarca (Bojensen et al., 2003a), forma parte del
cepario del laboratorio. Como control positivo en la prueba de sideroforos se utilizé

a Pseudomonas aeruginosa del cepario del laboratorio.,

8.2 Material.
Para eliminar el exceso de hierro en el material a emplear, éste se sumergio
durante toda la noche (TN) en un recipiente con una solucion de
Ethylnediaminetetraacetic acid trisodium salt (EDTA) al 0.5%. Posteriormente el

material se enjuago con H,O desionizada. (Zhao et al., 1995).

8.3 Crecimiento de la bacteria.
Para el crecimiento de la bacteria se prepar6 medio Infusion Cerebro Corazon
(BHI) con H,O desionizada en el material previamente tratado con EDTA. Se
realizo un precultivo de la bacteria en un tubo de ensaye con 10ml de BHI y se
dejo creciendo en agitacién (200 rpm) a 37°C durante 24 horas. Este precultivo se
utilizo para inocular (1% inoculo) matraces (tratados con EDTA) con 100-250ml de
BHI.

8.4 Cinética de crecimiento bacteriano.
Matraces tratados con EDTA y con BHI se inocularon con un cultivo de TN al 1%.
Se incubaron en agitacion a 200 rpm y 37°C. Se obtuvieron las densidades opticas
cada hora. Cuando se alcanzo una densidad Optica de 0.06-0.09¢00 Se agrego al
cultivo bacteriano el quelante de hierro 2,2-Bipyridil para una concentracion final
de 0.25mM (Larios, 2006). Las mediciones se realizaron a partir de las 2 horas

hasta las 12 horas, adicionalmente se midié también a las 24 horas.
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Un cultivo bacteriano al que no se le agrego 2,2-Bipyridil se uso como control. Los
cultivos de 24 horas de crecimiento se centrifugaron a 11000 rpm durante 20
minutos para obtener la pastilla celular. Las células empastilladas se
resuspendieron en un volumen adecuado de Tris-HCI 20mM pH 7.5 para su uso
inmediato. O se guardaron sin liquido en congelacion a -4°C para su

almacenamiento.

8.5 Obtencion de proteinas de membrana externa (OMP’s)
Una vez obtenidas las células se resuspendieron en 1ml de HEPES 10mM pH 7.4
adicionado con lisozima (0.5mg/ml). Se incubaron 15 minutos a 37°C a 200 rpm.
Posteriormente las células se sonicaron durante 8 ciclos (10 segundos de
sonicaciéon y 10 segundos de pausa) todo el tiempo en hielo. Después de la
sonicacion las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm durante 2 minutos para
desechar las células que no se rompieron. El sobrenadante se centrifugo a 14000
rpm durante 30 minutos. La pastilla se resuspendié en 200ul de HEPES 10mM y
se agrego 200 pl de HEPES 10mM con 2% de Triton X-100, las muestras se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 30 minutos. Se lavaron sin resuspender en
500 ul de HEPES, nuevamente se centrifugo 2 minutos a 14000 rpm, la pastilla se

guardo en congelacion sin liquido. (Blackall et al., 1990).

8.6 Obtencion de proteinas secretadas.
El sobrenadante libre de células obtenido tras 24 horas de crecimiento se
precipito utilizando Sulfato de amonio al 70% de saturacion, se mantuvo en
refrigeracion a 4°C minimo 2 horas o durante TN (Deneer y Potter, 1989b). Las
proteinas que se precipitaron, se recuperaron por centrifugacion a 11 000 rpm
durante 10 minutos, la pastilla se resuspendié en un volumen minimo de Tris-Hcl
20mM pH 7.5.

8.7 Electroforesis.
Para visualizar las OMP’s que se expresan diferencialmente se realizaron

electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
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al 10% bajo condiciones desnaturalizantes desarrollada por Laemmli en 1970. La
técnica se uso con geles separadores al 10% (Tabla 4), cargando en cada pozo
20-25 pl de muestra, dejando un carril para el marcador de peso molecular (10-
250 kDa). Se afiadio 5ul de buffer de muestra y 1.5 pl de B-mercaptoetanol, se
procedié a mezclar y se coloco en bafio Maria durante 5 minutos a partir de que el
agua entro a ebullicion. La electroforesis se realizo en una camara vertical a 90-95

volts durante 2 horas y media.

Tabla 4. Gel de poliacrilamida.

Gel separador 10% Ml
Agua destilada 4.0
Acrilamida 30%, bis-acrilamida 2.7% 3.3
Tris-HCI 1.5M, pH 8.8 25
SDS 10% 0.1
NaCl 20% 0.2
PSA 0.04
TEMED 0.01

Gel concentrador

Agua destilada 1.4
Acrilamida 30%, bis-acrilamida 2.7% 0.33
Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 0.25
SDS 10% 0.02
PSA 0.02
TEMED 0.01

Al término de la electroforesis los geles se tifieron con una solucién de Azul de
Coomasie R-250 0.1%, metanol 40% y acido acético 10% hasta observar una
coloracién uniforme y consistente, posteriormente el exceso de colorante se

elimino utilizando una solucién de acido acético al 10 %.
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8.8 Analisis mediante Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
(MALDI-TOF)

Se realizaron geles de poliacrilamida al 12% usando las muestras de OMP's de

cultivos adicionados con quelante. La banda de interés fue cortada y electroeluida,

posteriormente se realizo una digestidbn con tripsina, los polipéptidos fueron

sometidos a andlisis MALDI-TOF en el Instituto de Salud Publica de Cuernavaca,

Morelos.

8.9 Inmunoreconocimiento.
Para determinar si las proteinas que se expresan por estrés por hierro eran
inmunogenicas se separaron electroforéticamente en 2 geles de poliacrilamida
SDS-PAGE al 10%. Uno de los geles se tifio con el colorante de Coomassie
utilizandose para observar el patron de proteinas, el otro se transfiri6 a una
membrana de nitrocelulosa a 100V, 270mA constantes por 120 minutos. Una vez
transferidas la proteinas, las membranas se bloquearon con PBS-Tween con 2.5%
de leche durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacién, o guardados en
refrigeracion a 4°C durante TN. Posteriormente las membranas se lavaron con
PBS-Tween 3 veces durante 10 minutos en agitacion. Después de haber sido
lavadas se incubaron con diferentes antisueros primarios; (Tabla 5) durante 2
horas en agitacion, o en refrigeracion TN, en seguida se lavo la membrana de la
misma manera con PBS-Tween, y se agrego el 2° anticuerpo (Tabla 6) marcado

con peroxidasa. Se incubo en agitacion 2 horas o TN en refrigeracion.

La reaccion antigeno-anticuerpo se puso en evidencia usando una solucion de
10ml de Acido fosférico con pH 7.4 con diamino benzidina y 500ul de solucion
Cloruro de Niquel/Cloruro de Cobalto. La membrana se colocé en esta solucion y
se agrego 20ul de Peroxido de Hidrogeno. Se coloco en agitacion hasta que se
observo la reaccion. Se detuvo la reaccion secando las membranas (Towbin et al.,
1979).
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Tabla 5. Listado de antisueros primarios utilizados.

Antisueros primarios Concentracion
Suero de aves infectadas con Avibacterium
] 1:1000
paragallinarum
Suero de aves infectadas con G. anatis 1:1000
(Donado por el Dr. Victor M. Pérez Marquez, BIOVETSA, Tehuacan, Puebla.)
Anti-TbpB de Av. paragallinarum 1:1000
Anti-TbpA de Av. paragallinarum 1:1000
Anti-68KDa implicada en transporte de Fe 1:1000
Anti-ThpB soluble de 60KDa Awv.
) 1:1000
paragallinarum
Tabla 6. Listado de antisueros secundarios utilizados.
Antisueros secundarios Concentracién
IgG anti-pollo acoplado con peroxidasa 1:1000
IgG anti-rata acoplado con peroxidasa 1:1000

8.10  Detecciodn de sideroforos por espectrofotometria.
8.10.1 Crecimiento en Medio Minimo.

Para la deteccion de sideroforos se requirio crecer a las bacterias, G. anatis y
Pseudomonas aeruginosa, en un medio minimo, para esto se utilizo el medio M9
y se adecuo para el crecimiento de la bacteria. (Tabla 7). Se prepararon tubos de
ensaye con 5y 10ml de medio M9 modificado. EIl material recibio el tratamiento
anteriormente descrito para la eliminacién de Fe. Se utilizo un precultivo en BHI de
TN para inocular (inoculo al 1%) los tubos. Se incubo en agitaciéon a 200 rpm a
37°C durante 48 horas.

Se utilizo a P. aeruginosa como control positivo, y como control negativo se utilizo
un tubo con adicién del quelante a 0.25mM de concentracion final. El quelante 2,2-
Bipyridil fue adicionado una vez que los cultivos alcanzaron las condiciones

previamente descritas.
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Tabla 7. Medio minimo M9 modificado, cantidades para preparar 100ml, la glucosa y los casaminoécidos se esterilizaron

por separado.

Reactivos gr
K;HPO, 0.7
KH,POs 0.3

NasCitrato 0.1

MgSO,-7H,O 0.01

(NH,).SO, 0.2
Polipeptona 0.1
Glucosa 0.2
Casaminoacidos 0.15

Se realizaron 6 cultivos;

e Blanco: se sometié a las mismas condiciones que los demas, pero no se
agrego ningun inoculo,

e P. aeruginosa control: con un inoculo al 1% pero sin la adicion del quelante.

e P. aeruginosa con quelante: se agrego el quelante a una concentracion final
de 0.25mM.

e G. anatis control: con un inoculo al 1% pero sin la adicion del quelante.

e G. anatis con quelante: se agrego el quelante a una concentracion final de
0.25mM.

8.10.2 Prueba de FeCl; para detectar sideréforos.

Se obtuvieron los sobrenadantes libres de células. Las células se eliminaron por
centrifugacion a 14000 rpm durante 5 minutos, adicionalmente se filtro el
sobrenadante utilizando filtros de nitrocelulosa con una apertura de 0.45 um. 2ml
de este sobrenadante fue mezclado con 2ml de solucion de FeCl; al 2% (p/v).
Posteriormente se realizaron lecturas en un espectrofotdmetro modelo GENOME
de la marca Jenway desde los 400nm hasta los 600 nm midiendo cada 10 nm
(Neilands, 1981).

24



8.11 Ensayo de OMP’s que unen hemoglobina de Gallus gallus.
8.11.1 Obtencidn de la sangre de Pollo (Gallus gallus)
Se obtuvo sangre por puncién en la arteria yugular o en la arteria femoral. Como
anticoagulante se utilizo Citrato de Sodio dihidratado a una concentracion final de
0.5%.

8.11.2 Purificacion de Hemoglobina.
La hemoglobina se purifico utilizando la metodologia descrita por Drabkin en 1946.
Se adiciono NaCl a la sangre hasta obtener una concentracion de 0.9% y se

centrifugo por 5 minutos a 2000 rpm Yy se retiro el sobrenadante.

La pastilla celular se resuspendié en una solucion de NaCl al 1.2% y AICl3
0.0025M. Se centrifugo por 5 minutos a 2000 rpm y se retiro el sobrenadante. Se

repitié el procedimiento 3 veces para finalmente obtener la pastilla de eritrocitos.

La eritrocitos sé lisaron resuspendiendolos en 2 volimenes de H,O destilada
durante toda la noche en refrigeracion. Se eliminaron las membranas celulares
mediante centrifugacion durante 5 minutos a 2000 rpm y se recupero el

sobrenadante a un tubo nuevo.

Se realizo un fraccionamiento del sobrenadante obtenido utilizando Sulfato de
amonio. Para esto se agrego sulfato de amonio hasta llegar a 35% de saturacion,
se almaceno en refrigeracion toda la noche. Las proteinas que precipitaron se
eliminaron por centrifugacion a 11 000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante
se recupero y le fue adicionado sulfato de amonio hasta alcanzar una
concentracion de 50% de saturacion y se almaceno en refrigeracion toda la noche.
Se repitié el procedimiento hasta alcanzar una concentracion final de 70% de
saturacion. Las proteinas que precipitaron a 70% de saturacion se colectaron por
centrifugacion a 11 000 rpm durante 10 minutos. Se recupero esta fraccion de
proteinas y se guardo en congelacién a -20°C, posteriormente se liofilizaron para

su almacenamiento y transporte.
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8.11.3 Ensayo de adhesion de OMP's a hemoglobina de G. gallus.

Se diluyo hemoglobina de pollo en buffer de carbonato 0.1M a pH 9.6 hasta
obtener una concentracién final de 50ug en 100ul. Esta solucion se utilizé para
acoplar 2 cajas de ELISA, exceptuando las 2 primeras filas a las que solo se
agrego buffer de carbonato 0.1M pH 9.6 sirviendo como control negativo. Las

placas se incubaron en refrigeracion a 4°C durante TN.

Se retiro la solucion de hemoglobina y las placas se lavaron con 200 ul de PBS
tres veces para eliminar la hemoglobina que no se unié. Posteriormente se afiadio
una solucion de caseina al 5% para bloquear y se incubo por una hora a 37°C. Se
elimino la caseina excedente lavando 5 veces con PBS. 200 pl de las OMP’s de
interés fueron diluidas en 10ml de PBS, agregandose 50 ul de esta solucion a
cada pozo. Se incubo por 3 horas a 37°C. Posteriormente se lavo 5 veces con

PBS para remover cualquier OMP que no se hubiera acoplado a la hemoglobina.

Para liberar las OMP adheridas a hemoglobina se afiadié a cada pozo 100 ul de
SDS al 1% en PBS. Las filas que fungieron como control negativo fueron
colectadas por separado. Las OMP’s recuperadas se concentraron por
precipitacion con Acido tricloroacetico al 10% durante toda la noche. Las OMP’s
gue precipitaron se colectaron por centrifugacién a 11000 rpm durante 30 minutos.
La pastilla se lavo con acetona fria para remover el acido tricloroacetico. Se
centrifugo 10 minutos a 11000 rpm (Lo et al.,, 2007). Se seco la pastilla a
temperatura ambiente. Se resuspendidé en un volumen minimo de Tris-HCI 20mM
pH 7.5 y se almaceno en congelacion hasta su uso. Para observar las proteinas
gue se unieron a la hemoglobina se corri6 una muestra en un gel SDS Page al
10%.
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9 RESULTADOS.

9.1 Cinética de crecimiento bacteriano.
La adicion del quelante de hierro tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento de
G. anatis (Grafica 1). El medio de cultivo utilizado como control mostré >75% mas
de crecimiento con respecto al cultivo que fue suplementado con el quelante

después de 24 horas de incubacion.
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Grafica 1. Cinética de crecimiento bacteriano en concentraciones normales (control) o niveles bajos de hierro (quelante) por

presencia del agente quelante de Fe 2,2-Bipyridil.

9.2 Proteinas de membrana externay proteinas secretadas.
Al crecer G. anatis en presencia del agente quelante se observo la disminucién en
la expresion en dos OMP’s de 25 y 36 kDa (Fig. 7, carril 2 'y 3). Y la expresion se
vio suprimida en OMP’s de 37 y 23kDa (Fig. 7, carril 2 y 3) obtenidas de cultivos
con gquelante. De forma evidente una OMP de 13kDa (Fig. 7, carril 2 y 3) no
mostré cambio alguno en su expresion pese a la adicion del quelante. Asi mismo
se observo la expresion de una OMP de 70kDa (Fig. 7, carril 3) que no se

visualizaba en condiciones normales de hierro.
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Los cambios en la expresion diferencial entre proteinas secretadas y OMP’s
fueron mas evidentes en las primeras (Fig. 7). En las proteinas secretadas se
pudo observar la supresion, en cultivos suplementados con el quelante, de la
expresion en proteinas de 39 (Fig. 7, carril 4 y 5). Contrariamente proteinas
secretadas de 76, 58 y 22kDa incrementaron su expresion (Fig. 7, carril 4 y 5).
Muchas proteinas secretadas no mostraron cambios evidentes en su expresion, tal
es el caso de las proteinas de 40 y 25kDa (Fig. 7, carril 4 y 5). Adicionalmente se
observo la expresion de una proteina de 30kDa (Fig. 7, carril 5) que no se

presenta en las proteinas secretadas del cultivo control.
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Figura 7. Patron de proteinas de membrana externa (OMP’s) de G. anatis 12656-12 liver en gel de Poliacrilamida-SDS al
10%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2 OMP’s del control, carril 3 OMP’s del cultivo bacteriano crecido en
presencia de 2,2-Bipyridil, carril 4 proteinas secretadas del control y carril 5 proteinas secretadas del cultivo bacteriano

crecido en presencia de 2,2-Bipyridil.
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9.3 Inmunoreconocimiento

Al emplear sueros de aves desafiadas con G. anatis se observo reconocimiento de
OMP’s (Fig. 8, carril 1 y 2) en ambos grupos: Control y quelante. Adicionalmente
en las OMP’s obtenidas del cultivo bacteriano crecido en presencia del quelante
se pudo observar el reconocimiento de una OMP de 70kDa (Fig. 8, carril 2) tal
reconocimiento no es observado en las OMP’s del cultivo control. Empleando el
mismo suero en las proteinas secretadas se observo el reconocimiento de
proteinas de 30, 25, 17 y 15kDa en muestras del cultivo control y con quelante.
(Fig. 8, carril 3y 4.) No se observaron diferencias en proteinas secretadas.

150KDa
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37 KDa
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A

Figura 8. Inmunoreconocimiento de las OMP’s y proteinas secretadas expresadas diferencialmente debido a estrés por

hierro, usando suero de aves infectadas con G. anatis (A); 1) OMP’s del cultivo control sin 2,2-Bipyridil, 2) OMP’s del cultivo
con 2,2-Dipyridil, 3) proteinas secretadas del control sin quelante, 4) proteinas secretadas del cultivo con quelante y Mp:
marcador de peso molecular.

29



Se emplearon sueros anti TbpA (Fig. 9, B) y anti TbpB (Fig. 9, C) en OMP’s del
grupo control 'y OMP’s del cultivo con 2,2-Dipyridil, observandose
inmunoreconocimiento, sin embargo ninguna de las bandas observadas

corresponde a los pesos moleculares reportados para TbpA 'y TbpB.

Al emplear suero contra una proteina de 68KDa (Fig. 9, D) de Av. paragallinarum
involucrada en el transporte de Fe se observo reconocimiento diferencial en una
OMP de 70kDa (Fig. 9, D: carril 2) obtenida de cultivos adicionados con el
guelante de Fe ademas de el reconocimiento en otras OMP’s de 30 y 13 kDa en
ambas muestras de OMP’s (Fig. 9, D: carril 1y 2).

Mp 1 2 1 2 1 2

250 KDa3y»
150 KDa3y»

100 KDa?
75KDa 2

50KDa
37KDa

25KDa »

20KDa

15KDa 3

B C D

Figura 9. Inmunorecononocimiento de las OMP's expresadas diferencialmente debido a estrés por hierro, utilizando suero
anti-TbpB (B), anti-TBPA(C) y suero contra una proteina de 68kDa secretada que participa en la captacion de Fe (D), todos
sueros derivados de Av. paragallinarum. 1) OMP’s del cultivo control sin 2,2-Bipyridil, 2) OMP’s del cultivo con 2,2-Dipyridil
y Mp: marcador de peso molecular.
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Al utilizar anti suero contra ThpB soluble de Av. Paragallinarum (Fig. 10, A) se
observé el reconocimiento diferencial de una banda de aproximadamente 70kDa
en las OMP’s (Fig. 10, A: carril 2) obtenidas del cultivo adicionado con quelante de
Fe, también hubo reconocimiento en OMP’s de 30 kDa y 2 OMP’s menores a
25kDa (Fig. 10 A: carril 1 y 2). Ademéas una OMP de aproximadamente 29kDa solo
fue reconocida en las OMP’s del grupo control. (Fig. 10. B: carril 2)

Mp 1 2 1 2 1 2

A B C

Figura 10. Inmunoreconocimiento de las OMP’s expresadas diferencialmente debido a estrés por Fe: utilizando suero
contra TbpB soluble de Av. paragallinarum (A), suero contra Gallibacterium anatis (B) y suero contra Av. paragallinarum (C).
1: OMP’s del cultivo control sin 2,2-Dipyridil, 2: OMP’s del cultivo con 2,2-Bipyridil

Al emplear sueros de aves infectadas con G. anatis (Fig. 10, B) y Aw.
paragallinarum (Fig. 10, C), se observo reaccién cruzada para OMP’s de 70, 40 Y
30kDa en muestras del cultivo con quelante (Fig. 10, B y C: carril 2). La OMP de
70kDa (Fig. 10, B y C: carril 2) solo fue reconocida en OMP’s del cultivo con

guelante
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9.4 MALDI-TOF

La OMP de aproximadamente 70kDa que se sobre expresaba por estrés por

deficiencia de hierro y que fue reconocida por los anti sueros de una proteina de

60kDa de Av. paragallinarum involucrada en el transporte de Fe, anti suero contra

ThbpB soluble de Av. paragallinarum y sueros de aves infectadas con G. anatis y

Av. paragallinarum, fue sometida a un andlisis tipo MALDI-TOF para conocer su

identidad. Los fragmentos tripticos obtenidos (Tabla 8) fueron ingresados a una

base de datos donde indicaron similitud con la proteina CirA de Manheimia

succiniproducens (Fig. 11) 4 de los fragmentos tripticos secuenciados de la

proteina de 70 kDa (Tabla 8) cubren el 8% de la secuencia de residuos de la
proteina CirA (Fig. 11).
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Figura 11. Secuencia de residuos de la proteina CirA de M.a succiniproducens en la que se muestran en rojo los

fragmentos peptidicos identificados por MALDI-TOF a partir de la OMP de 70kDa sobreexpresada por estrés por Fe.

Tabla 8. Secuencia de aminoacidos de los fragmentos tripticos de la OMP de 70KDa expresada diferencialmente en

cultivos de G. anatis adicionados con el quelante 2,2-Dipyridil.

Masa mono isotrépica( Da) | Posicion del aminoacido | Secuencia peptidica
442.6923 63-71 PGVNVNGAR
798.3784 81-95 GVSEEYLNVTVDGAR
540.2457 208-216 GHLSNYLFK
545.7786 430-439 GPDAGEIYLR
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9.5Deteccion de posibles sideréforos.
La presencia de un posible sideréforo en el sobrenadante de cultivo de G. anatis
se puede deducir mediante la absorbancia presentada por el sobrenadante
adicionado con FeCl; (Grafica 2) de manera similar a como es observado en P.
aeruginosa (Grafica 3). En los sobrenadantes de cultivo de G. anatis adicionados
con el quelante (Grafica 2, c/Dypiridil) se observo una mayor absorbancia, en
comparacién los que no contenian dypiridyl, indicando la posible presencia de

sideroforo(s).
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—— Dipyridil s/inoculo G.anatis c/Dipyridil

Grafica 2. Deteccién de sider6foros por espectrofotometria. Curva de absorbancia de 400 a 600nm de los sobrenadantes
de cultivos de G. anatis crecida en presencia/ausencia del quelante 2,2-Bipyridyl. Como control negativo se utilizé un cultivo

sin inoculo con 2,2-Bypiridyl.
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Grafica 3. Deteccion de sider6foros por espectrofotometria. Curva de absorbancia de 400 a 600nm de los sobrenadantes
de cultivos de P. aeruginosa crecida en presencia/ausencia del quelante 2,2-Bipyridyl, Como control negativo se utiliz6 un

cultivo sin inoculo con 2,2-Bypiridyl.
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Se descarto que el incremento en la absorbancia fuese producido por la adicién
del quelante utilizando medio de cultivo sin inoculo y con 2,2-Bypiridil. Su

presencia no interfiriere con la metodologia (Grafica 2 y 3, Dypiridil s/inoculo).

9.6 Proteinas de Membrana externa que unen hemoglobina.
Una OMP de aproximadamente 50kDa fue observada en geles de poliacrilamida al
10% (Fig. 12, Carril B) después del ensayo de purificacion con hemoglobina.
Debido a que no se purifico el control, no es posible saber si esta proteina también
se expresa en condiciones normales. Sin embargo en los inmunoreconocimientos
fue observada de manera muy tenue utilizando el suero de aves infectadas con G.

anatis (Fig. 10, B: carril 1) proveniente de los cultivos adicionados con el quelante.
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Figura 12. Gel de poliacrilamida al 10% en el que se observa una proteina purificada de ~50kDa por unién a hemoglobina
de pollo a partir de OMP’s expresadas diferencialmente debido a estrés por Fe. Control negativo (A) y proteina purificada

(B), marcador de peso molecular: Mp.
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10 Discusioén.

Los factores de virulencia, como ya se abordo antes, permiten la colonizacion y
crecimiento de las bacterias en diferentes tejidos del hospedero. Entre los factores
de virulencia encontramos la adquisicion de nutrientes. El patégeno puede adquirir
todos sus nutrientes que necesita de los tejidos del hospedero, excepto uno, el Fe
(Ratlegde y Dover 2000). Este cation no se encuentra de manera libre sino que esta
asociado a proteinas de transporte y almacenamiento. Por esta razon es que los
mecanismos utilizados para obtener hierro por un microorganismo patégeno son

considerados un mecanismo de virulencia.

Las bacterias poseen reservas de Fe, que en el caso de E. coli, se han podido
cuantificar en rangos que oscilan entre 10°-10° atomos de Fe por célula (Abdul-
Tehrani et al, 1999). También se ha documentado que los niveles internos de Fe

son mayores al 1.8% del peso seco de una bacteria (Rouf, 1964).

A excepcion de algunos lactobacilos todos los microorganismos requieren de Fe
para su crecimiento. Cuando G. anatis fue sometido a condiciones de estrés por
falta de hierro presentd una disminucién en su crecimiento, esto fue observado
después de una hora de la adicion del quelante. Después de 24 horas de
crecimiento el cultivo mantenido en condiciones normales presentaba un 75% mas
de crecimiento. El tiempo de respuesta al cambio de las condiciones ambientales,
en este caso por deficiencia de Fe, ha sido evaluado en otros miembros de la
familia Pasteurellaceae; Pulchalski, et al., en 2010 reporté la induccion de nuevas
proteinas en P. multocida serotipo A3 después de 30 minutos de la adicion del
agente quelante 2,2-Bipyridil y Roehrig et al., en 2007 observaron la expresion de
diferentes genes en Manheimia haemolityca a los 15, 30 y 60 minutos después del
establecimiento de las condiciones de estrés por deficiencia de Fe, algunos de
estos genes expresan OMP’s que fungen como receptores de transferrina,

hemoglobina y sideroforos.
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La expresion de diferentes proteinas se realiza en funcion de las necesidades de
la bacteria asi como en respuesta a cambios en su entorno. Los factores
ambientales podrian estar regulando la expresion de OMP’s. En G. anatis se
observo el cambio en la expresion de OMP’s de 70, 37, 36, 25 y 23kDa. En otros
miembros de la familia Pasteurellaceae sometidos a condiciones de estrés por
deficiencia de Fe también ha sido observado cambios en la expresion de OMP’s;
Abascal et al., en 2009 observaron la expresion diferencial de OMP’s de 60, 68 y
90kDa en Av. paragallinarum, Pulchalski et al en 2011 describieron 18 nuevas
proteinas en P. multocida con pesos entre 30 y 160kDa, ademas centraron su
estudio en las proteinas de 68, 75 y 86 kDa, asignandoles una participacion activa
en la adquisicion del Fe del hospedero. Deener y Potter en 1989 describieron 2
proteinas en A. pleuropneumoniae de 105 y 76kDa respectivamente que asociaron
como posibles receptores para complejos quelantes de Fe secretados por la
bacteria o la otra alternativa era su participacion directa como receptores de
transportadores de Fe del hospedero. El cambio en la expresion de OMP’s podria
indicarnos que se encuentran regidas por la disponibilidad de Fe. De las OMP’s
observadas, solo la OMP de 70kDa se expresaba Unicamente en condiciones de
deficiencia de Fe. Litwin, et al., en 1993 ya habian sefialado que ambientes con

una baja concentracion de Fe fungen como inductores de genes de virulencia.

Los organismos patdgenos responden con alteraciones coordinadas en la
expresion de sus genes a cambios en los factores ambientales (Ratledge y Dover,
2000). En G. anatis se observa como posible respuesta a la deficiencia de Fe el
cese de la expresion de las proteinas secretadas de ~37 y ~23 kDa, ademas se
observo el incremento en la secrecion de una proteina de 58kDa, coincidiendo con
una proteina del mismo peso molecular de Av. paragallinarum descrita en el
laboratorio, esta proteina ya esta caracterizada como un receptor de transferrina
catalogada como TbpB soluble e igualmente es secretada al medio de cultivo

(datos no publicados).
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Ante una infeccion bacteriana, el proceso de secuestro de Fe es un importante
mecanismo de defensa del hospedero (Ratledge y Dover, 2000). La expresion de
OMP’s para la adquisicion de Fe y su consiguiente exposicién en la membrana las
hacen blanco de los anticuerpos generados por el sistema inmune del hospedero.
Las OMP’s de los cultivos sometidos a estrés por Fe fueron reconocidas por los
sueros de aves infectadas con G. anatis lo cual nos sugiere que también se
presentan en condiciones in vivo. Asi mismo el suero de aves infectadas con Av.
paragallinarum tuvo reaccién cruzada con OMP’s de G. anatis, sugiriendo

homologia entre las OMP’s.

Se observo que la OMP de 70 kDa solo presento reconocimiento por parte del
suero contra Av. paragallinarum en las OMP’s obtenidas bajo condiciones de
estrés. Pero al utilizarse suero de aves infectadas con G. anatis se observo un
incremento en su reconocimiento en condiciones de estrés por Fe. Esto nos indica
gue se sobreexpresa en condiciones de deficiencia por Fe, y que ademas se
encuentra en la membrana externa en condiciones normales. Boyce y Adler en
2006 establecieron en P. multocida que los genes que se encuentran involucrados
en la adquisicion de Fe durante la infeccion podrian expresarse de manera
constitutiva y su regulacion solo se daria durante las etapas iniciales de la
infeccion o en su defecto cuando los niveles del nutriente disminuyeran mas alla
de los limites de su deteccion. Esto explicaria la presencia de OMP’s que
participan en la adquisicion de Fe en condiciones favorables de disponibilidad. Sin
embargo esto conllevaria a pensar en una saturacion de iones de Fe en el interior
celular provocando asi toxicidad por formacion de radicales libre mediante la
reaccion de Fenton (Ratledge y Dover 2000). Al contrario de lo que ocurre con otros
iones, es escasa la informacion acerca de la expulsion de hierro hacia el exterior

celular y de las condiciones ambientales en las que esta tiene lugar (Grass, 2006).

No hubo inmunoreconocimiento de OMP’s en los pesos moleculares reportados
para TbpA y TbpB por parte de los sueros anti TbpA y TbpB de Av.

paragallinarum.
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Ademas de la expresion de mecanismos de captacion de hierro en la membrana
externa, se necesitan proteinas en el espacio periplasmatico involucradas en la
internalizacion del Fe que trabajan en conjunto con proteinas de la membrana
interna, comdnmente estos mecanismos son de tipo ABC (Higgins, 1992). Se
observo el reconocimiento de una OMP de ~70kDa al utilizar suero contra la
proteina de 68kDa implicada en el transporte Fe (ya descrita en Av.
paragallinarum, datos no publicados), el reconocimiento nos sugiere homologia
entre la OMP de 68kDa de G. anatis y la OMP descrita en Av. paragallinarum.
Esto sugiere que los mecanismos involucrados en el transporte de Fe son
compartidos. En Manheimia haemolytica Roehrig et al., en 2007 reportaron la
expresion de genes que codifican para transportadores tipo ABC que participaban
con receptores de transferrina, hemoglobina y sider6foros durante el crecimiento

en condiciones limitantes de Fe.

Los receptores que unen la glicoproteina Transferrina (Transferrin binding protein
o Tbp) estan ampliamente distribuidos en las familias Neisseriaceae vy
Pasteurellaceae (Calmettes et al 2011). Alguno de los ejemplos en la familia
Pasteurellaceae son: Pasteurella haemolytica (Deener y Potter, 1989b), P.
multocida (Zhao et al 1995) y A. pleuropneumoniae (Deneer y Potter, 1989a). Asi
mismo la TbpB es un elemento que posee una estructura conservada en los
organismos que la presentan. Se ha descrito que hay una correlacién entre la
severidad de la infeccion presente con el genotipo presente de Tbp, tal como lo

observaron Danilowicz et al en 2010 en A. pleuropneumoniae

En el caso de las proteinas secretadas se observo el reconocimiento de una OMP
de 68kDa por los sueros contra G. anatis y Av. paragallinarum que asimismo
reacciono a un suero anti TbpB soluble (descrita para Av. paragallinarum por
Abascal et al., en 2009) lo cual sugiere su expresion in vivo. A diferencia de la

OMP de 70kDa, la proteina secretada de 68kDa solo se observo en los
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sobrenadantes de los cultivos sometidos a la accién del quelante. Lo cual nos

sugiere que su expresion esta regulada por la concentracion de Fe.

El andlisis in silico de la secuencia de los fragmentos tripticos de la OMP de
70kDa demostré6 homologia con una proteina Cir A (grupo de proteinas
involucradas en la adquisicion de Fe) de M. succiniproducens (Hong, et al., 2004),
donde funge como receptora de sideréforos, lo cual conlleva a suponer que G.
anatis tiene la capacidad de secretar sideréforos, o en su defecto la capacidad
para utilizarlos. Ya ha sido descrita la produccién de sideréforos en la familia
Pasteurellaceae; Hu, et al., en 1986 describieron la produccion de sideréforos en
P. multocida, en A. pleuropneumoniae Klitgaard et al., en 2010 describieron un
gen putativo con una secuencia similar a los genes Cir Ay ademas documentaron
gue su expresion se vio alterada en respuesta a condiciones limitantes de Fe;
adicionalmente Archambault, et al., en 1999 observaron en A. pleuropneumoniae

la capacidad para utilizar sideroforos exogenos.

La expresion de sideroforos se ve suprimida cuando en el medio hay cantidades
suficientes de Fe (Hider y Kong 2009). En el caso de G. anatis no ha sido publicado
ningun estudio sobre la produccion de sideréforos o la capacidad para utilizarlos.
El ensayo realizado para la deteccion de sideréforos por espectrofotometria
mostré que existia un compuesto capaz de unirse a Fe, la secrecion de este
compuesto fue mayor en condiciones de ausencia de Fe, también se constato que
el uso del quelante 2,2-Bipyridl no interferia. Estos resultados proponen que la
secrecion de este compuesto quelante se encuentra regulada por la
biodisponibilidad del hierro. En Haemophilus influenzae se ha descrito por Morton
et al.,, en 2010 la capacidad para utilizar sider6foros/hemoforos producidos por
otros microorganismos, ademas describieron la presencia de un locus reprimible
por Fe responsable de esa capacidad. También denotaron que H. influenzae
carece de los genes que codifican para las proteinas involucradas en la sintesis de

sideroforos.
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Se observo que una de las OMP’s expresadas en deficiencia de Fe puede unirse
a hemoglobina de G. gallus, esta OMP de 50kDa aun no ha sido confirmada
debido a que no se observa su expresion en los Geles y es muy tenue su
reconocimiento en los Western blots. Pero al igual que los mecanismos de
adquisicién de Fe no ha sido descrito en G. anatis la capacidad de utilizar el grupo
hemo y su ion Fe como fuente de Hierro. Hay que destacar que el biovar utilizado
es beta hemolitico, lo cual nos lleva a pensar en la posibilidad de que G. anatis
podria utilizar la hemoglobina como fuente de Fe. En otros miembros de la familia
Pasteurellaceae han sido descritos genes involucrados en la expresion de
receptores de hemoglobina, en A. pleuropneumoniae Klitgaard et al en 2010
describieron 3 genes que presentan homologia con el gen hmbR catalogado como
receptor de hemoglobina de Neisseria meningitigis. Y en el caso de M.
haemolytica (Roehrig et al en 2007) describen la presencia de los genes hmbR1 y
hmbR2, asi como la expresion de hmbR2 en P. multocida. Asociado a la expresion
de hmbR2 en ambos organismos, se observo la induccion de genes involucrados
en los sistemas de transporte de Fe en el espacio periplasmatico; los sistemas
yfeABCD y fbpABC. La expresion de estos genes fue observada cuando los
organismos (P. multocida y M. haemolytica) fueron crecidos en condiciones

limitantes de Fe. (Roehrig et al en 2007)

La produccion in vivo y la posibilidad de la expresion in vitro de la OMP de 70 kDa
y la proteina secretada de 68kDa hacen a estas proteinas, que podrian estar
participando participan en la adquisicién de Fe, excelentes candidatos para ser el
objetivo de una vacuna que se desarrolle por la induccion de anticuerpos para
prevenir la adquisicion de Fe de G. anatis (Abascal et al, 2009). En el caso de la
OMP de 70kDa podria ser un buen candidato debido a sus caracteristicas; tales
como su exposicién en la membrana celular asi como su sobreexpresion en el
proceso de colonizacion El conocimiento de estas proteinas de membrana externa
nos permite la seleccion de blancos para el desarrollo de vacunas (Alteri et al.,
2009).
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11 CONCLUSION.

Gallibacterium anatis induce la expresion diferencial de proteinas implicadas

en la captacion de Fe cuando se crece en condiciones de bajo hierro.
El reconocimiento cruzado por parte de otros sueros nos indica la presencia
de epitopos conservados en las proteinas inducidas en miembros de la

familia Pasteuralleaceae.

Los péptidos obtenidos de la proteina de 70kDa que se analizo por MALDI-

TOF presentaron similitud con un receptor de sideroforos.

Gallibacterium anatis puede poseer mas de un mecanismo para la

adquisicion de Fe.
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