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Resumen

La Mannheimia haemolytica A1 es un agente oportunista causal de la
manheimiosis en el ganado, ocasionando pérdidas importantes en la produccién
ganadera por neumonia; esta bacteria tiene una Adhesina con capacidad
hemaglutinante asociada a los mecanismos de patogenicidad que adn se
encuentran en estudio. En el presente trabajo se hace un analisis de los métodos
de purificacion para la obtencion de la Adhesina de M. haemolytica Al, con el
objeto de identificar las mejores condiciones para su purificacién y
caracterizacion. La bacteria se cultivo a diferentes temperaturas y se determind su
capacidad de hemaglutinacion, frente a eritrocitos de diferentes especies. En el
sobrenadante de cultivo, la temperatura mas favorable fue de 41 °C y la mejor
capacidad de hemaglutinacion se obtuvo frente a eritrocitos de conejo. Por
precipitacion fraccionada con sulfato de amonio (SA) se observé que la fraccion
precipitada con SA al 75% de concentracion, presentdé la mayor actividad

hemaglutinante.

Se probaron 3 matrices para purificar la adhesina por cromatografia de
afinidad: mucina, fetuina y estroma de conejo, el mayor rendimiento fue el
obtenido empleando estroma de conejo como matriz. Se determind la secuencia
de aminoéacidos por degradacion de EDMAN la secuencia obtenida muestra
identidad, con 18 proteinas de membrana externa A (OMP A), cercanas a la

region amino terminal de éstas.

El peso molecular de la adhesina es de 45 kDa. En la composicion de los
aminoacidos los mas frecuentes fueron Glicina, Serina, Isoleucina, Acido
glutamico, Alanina y Metionina; la Adhesina se inhibié con N-acetil-D-glucosamina
(GIcNACc) y en menor proporcién con mucina y fetuina.
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Los resultados sugieren que la adhesina podria participar en la patogenia
de la infeccion mediante interacciones especificas con receptores glicosilados.

1. Introduccion

La produccion de ganado bovino en México representa una importante
fuente de ingresos al pais. En 2012, Estados Unidos de Norteamérica import6 2.3
millones de animales vivos, el 65 % provenia de México; dicha cantidad fue 8.5%
mayor que en 2011, segun The United States International Trade Commission
(USITC). Si bien, las exportaciones mexicanas de ganado bovino representan un
namero importante para Estados Unidos, el crecimiento del volumen exportado
fue solo 4.4% mayor que en el 2011. Es decir, las exportaciones mexicanas

crecieron a un menor ritmo que las importaciones de Estados Unidos.

De acuerdo con informacién de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (Sagarpa), entre el 2008 y el 2012, 99.1%
de las exportaciones mexicanas de ganado bovino en pie tuvo como destino
Estados Unidos. México tiene una ventaja competitiva, principalmente para los
estados del norte, los cuales se han visto beneficiados por las exportaciones que
en el 2012 generaron ingresos por 665.1 millones de dolares.

Cabe destacar que el comercio internacional de animales vivos requiere de
puntos de cuarentena ubicados cerca de la frontera del pais exportador o del
importador, en dichas instalaciones se revisan las caracteristicas del ganado,
principalmente peso, fisiologia y ausencia de virus o enfermedades que pongan
en riesgo al pais importador, su poblacién y fauna.

La fiebre de embarque (Mannheimiosis) es la enfermedad de bovinos con
mayor impacto econémico a nivel mundial en la produccion de ganado de carne y
re-cria (Lekeu, 1996), es una de las enfermedades mas costosas que afecta al
ganado bovino productor de leche o productor de carne, se considera la
enfermedad con mayor impacto econdmico y la segunda, después de las

-5-
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enfermedades gastrointestinales, en becerros lecheros, (Katsuda, 2007). Desde el
afno de 1950 se reportaron por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos de Norteamérica, pérdidas anuales de 25 millones de délares (mas de 250
millones de pesos; Shina, Abinanti, 1962). Esta enfermedad esta relacionada con
pérdidas econdmicas por mas de mil millones de pesos anuales y los costos por la
enfermedad en la industria ganadera de los E.E.U.U. son de, al menos 640
millones de ddlares anuales. (Highlander, 2001; Jaramillo-Arango, cols., 2009).

En los Estados Unidos, las pérdidas anuales en la industria ganadera se
estiman desde un billon hasta 3 billones de délares por concepto de tratamientos,
medicina preventiva, baja conversion alimenticia, pobre desempefio de animales
con enfermedad crénica y muerte (Griffin, 1997; Snowder, cols. 2007). Los costos
asociados con la prevencion, tratamiento, morbilidad y mortalidad han sido
estimados de $13.90 (Snowder, cols., 2007) a $15.57 (Faber, cols., 1999),
dolares/cabeza de animal.

En el afio 2010 de acuerdo con informacion de los E.E.U.U. a través del
United States Department of Agriculture, (USDA, 2011), se han reportado
alrededor de 450 mil muertes por fiebre de embarque, que representaron el 26.5%
del total de muertes de ganado bovino registradas en ese afio. En México no se
cuenta con informacion actual al respecto, sin embargo, Trigo, (1987) reporto
8.7% de muertes de becerros Holstein por neumonia.

Se estima que las neumonias causan aproximadamente 75% en la
incidencia de casos clinicos provocando de 45 - 55% de mortalidad; los costos de
los tratamientos representan el 8% del costo de produccion (Zecchinon, cols.,
2005; Jaramillo, cols., 2009).

Mannheimia haemolytica biotipo 1 (Mh) es un patégeno oportunista
considerado como el principal agente etiolégico de esta enfermedad. Mh produce
enfermedades, denominadas genéricamente pasteurelosis, principalmente en
ovejas y vacas, también denominada neumonia por fiebre de embarque;

enfermedad respiratoria y se caracteriza por una pleuroneumonia fibrinosa grave,
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gque afecta principalmente a animales menores de un afio recientemente
transportados, con una mayor incidencia en becerros de 1 a 5 meses de edad
nacidos durante otofio e invierno (Trigo, 1987; Murphy, cols., 1993; Pijoan, 1999;
Lo, 2001), cuyos cuadros clinicos incluyen: septicemias hemorragicas,
neumonias, enfermedades sistémicas, infecciones locales y mastitis, siendo las
dos primeras las mas importantes desde el punto de vista econémico. En general
el desarrollo de estas enfermedades esta siempre asociado a situaciones de
estrés como pueden ser ciertas condiciones climéaticas. Los animales presentan
sintomas de la enfermedad durante épocas de tension, y cuando se compromete
el sistema inmune; estos acontecimientos se presentan durante el destete,

alojamiento, transporte y cambios alimenticios (Cole, 1996).

Los mecanismos de defensa inmunolégicos inducidos por la bacteria no
inducen efectos protectores en el huésped, sin embargo, los mediadores
producidos por la activacion de las células del sistema inmune innato son
responsables de la destruccion y dafio tisular que se presentan en los animales
afectados (ver mas adelante). Las investigaciones en este rubro se han orientado
a dilucidar la respuesta inmunoldgica de bovinos contra Mh, conocimiento de vital
importancia para prevenir el desarrollo de la enfermedad y la mortalidad en
bovinos afectados (Jaramillo, cols., 2009).

Mannheimia haemolytica (biotipo 1) es una bacteria gram negativa con
actividad hemolitica y miembro de la familia Pasteurellaceae, es un microrganismo
con estructura de cocobacilo, con ligero pleomorfismo, no moévil, no esporulado,
aerobio y anaerobio facultativo, oxidasa y catalasa positivas, e indol negativa, esta
bacteria produce distintos factores de virulencia que participan en la patogénesis
de la pasteurolosis bovina. Es capaz de fermentar D-sorbitol, D-xilosa, maltosa y
dextrina; no fermentan arabinosa o glucosidos, y son negativas a la ornitina
descarboxilasa y nitrofenil-B-D-glucésido NPG (B-glucosidasa), pero positivas a
3S,4R,5R,6S)-6-metiloxano-2,3,4,5-tetrol ONPF (a-fucosidasa). La presencia de
capsula con propiedades de superficie antifagociticas la hacen parcialmente
resistente a la fagocitosis (Jaramillo y cols., 2009). M. haemolytica normalmente
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se localiza en la cavidad nasofaringea sin causar dafio; pero, bajo condiciones de
estrés fisico asociado con la manipulacibn de los animales, el transporte
prolongado, cambios climaticos, infecciones concurrentes etc., favorece su
proliferacién en este sitio. A este nivel, la respuesta inflamatoria puede evitar la
colonizacion e invasion al tejido pulmonar; sin embargo, la bacteria puede evadir
las defensas del hospedero y amplificar el proceso inflamatorio fundamentalmente
debido a la secrecion y produccion de lipopolisacaridos (LPS) y leucotoxinas (Lkt),
principales componentes bacterianos asociados con la patogenia de la
enfermedad (Angen, cols., 1999; Highlander, 2001).

1.1 Cuadro Clinico y Anatomia Patoldgica.

Los sintomas clinicos de la enfermedad se presentan un mes después del
destete/comercializacién. La Mannheimiosis se caracteriza clinicamente en una
fase temprana por depresion, pérdida de apetito, y ojos embotados (Duff,
Gaylean, 2007; Perino, Apley, 1998; Noffsinger, Locatelli, 2004).La temperatura
arriba de 40 °C indica la presencia de esta enfermedad. Los sintomas clinicos en
el curso de la enfermedad incluyen aumento en la frecuencia respiratoria, oidos
caidos, tos, diarrea, congestionamiento nasal y en casos severos muerte (Duff,
Gaylean, 2007; Bleul, 2009). Se considera que el aumento en la temperatura
correlaciona con el grado y la severidad de los signos clinicos y mas aun con la
consolidacion pulmonar observada en la necropsia. La fiebre de embarque es
causada por una bacteria oportunista que se encuentra en el tracto respiratorio
gue por inmunosupresion del huésped ocasionada por factores que causan estrés,
como: transporte, cambio de clima, destete, afecta sus mecanismos de defensa lo
gue permite que la bacteria se establezca y reproduzca rapidamente y penetre a
los pulmones durante la inhalacién e inicie una infeccion aguda del epitelio
alveolar, de tipo fibrinosa (Jaramillo, cols., 2009). Macroscopicamente se observan

areas de consolidacion con necrosis central y hemorragia en la periferia de estas
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areas, asi como una pleuritis fibrinosa. Histologicamente se presentan mdultiples
areas de bronconeumonia fibrino-hemorragica aguda con necrosis, e intensa
infiltracion de neutrofilos polimorfonucleares, que no proporcionan un mecanismo
de defensa efectivo en la respuesta del huésped, y de hecho, son consideradas
las principales células que contribuyen a la destruccion del tejido y a la severidad
del cuadro clinico.

1.2 Factores de Virulencia.

Entre los factores producidos por Mh que participan en la colonizacion e
induccion de la respuesta inmunitaria se encuentran: la capsula, las fimbrias,
lipopolisacéaridos, la neuroaminidasa, la sialoglicoproteinasa, las proteinas de
membrana externa. Los factores de virulencia de Mh mejor estudiados son la Lkt,
el LPS, y la adhesina bacteriana de Mh.

1.3 Lipopolisacérido de Mannheimia haemolytica. El LPS es
estructuralmente similar al de una bacteria Gram negativa tipica, tiene las
actividades propias de las endotoxinas Gram negativas: pirogénicas, activan
macroéfagos, inducen al factor de necrosis tumoral, activan la cascada de la
coagulacién, la agregacion de plaquetas e inducen el choque endotéxico
(Zecchinon, 2005; Paulsen, cols., 1989 y Confer, cols., 1990).

La administracion intrabronquial de LPS purificado de Mh en bovinos causa
la exudacion de fibrina y neutrdfilos, edema pulmonar y agregacion de plaquetas,
implicando al LPS como la principal causa de necrosis microvascular y trombosis.
(Boyce, cols., 2004). ElI LPS de Mh Al es capaz de causar dafo directo in vitro
sobre las células del endotelio de las arterias pulmonares; demostrando la funcién
potencial de las endotoxinas en la patogénesis de la lesion vascular en la
manheimiosis de bovino (Paulsen, cols. 1989 y Confer, cols. 1990).

Estudios realizados con LPS de Mh cepa 12296, demostraron que los

macroéfagos alveolares aumentan la expresion de la enzima oxido nitrico sintetasa
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con la consecuente produccion de 6xido nitrico (Zecchinon, 2005; Boyce y cols.,
2004) efecto que aumenta por la adicion de interferon gamma (IFN-y, también
llamado interferén inmunitario o de tipo Il, tipo de citocina producida por los
linfocitos T y células asesinas naturales (“Natural Killer’, NK)), el oxido nitrico
generado causa dafio por citotoxicidad en las células endoteliales vasculares
pulmonares de manera dosis-dependiente (Yoo, cols., 1995; Jaramillo, cols.,
2009). Mh participa en el proceso inflamatorio y en el dafio tisular induciendo la
sintesis de citocinas proinflamatorias en leucocitos de bovino. El LPS y la Lkt de
Mh estimulan la liberacion de interleucina-1 beta (IL-1pB, citocina generada por
macrofagos alveolares activados, producida en grandes cantidades como
respuesta a infecciones o cualquier tipo de lesion o estrés) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa, citocina que estimula la fase aguda de la reaccion
inflamatoria), estas citocinas proinflamatorias inducen la expresion de la molécula
asociada a la funcién del leucocito-1 (LFA-1, por sus siglas en inglés Lymphocyte
function-associated antigen 1,) en leucocitos, expresion regulada positivamente

por IFN-y (Dileepan, cols., 2005).

Por otra parte, algunas evidencias experimentales apoyan un posible papel
del LPS de Mh en la produccion de citocinas proinflamatorias, una de las
caracteristicas patolégicas de Mannheimiosis bovina es u mayor concentracion
de neutréfilos en los espacios alveolares. Esta afluencia sugiere la induccién
indirecta de la quimiotaxis de los neutrofilos al estimular la produccion de
interleucina-8 (IL-8, citocina proinflamatoria). Los macréfago alveolares del pulmén
al parecer son los principales productores de IL-8, (citocina proinflamatoria)
(Lafleur y cols. 1998; Lafleur, cols. 2001). La IL-8 exhibe un papel importante
como mediador quimiotactico para neutréfilos, el RNAmM de esta citocina esta
elevado en macrofagos y neutrofilos residentes en el tejido pulmonar afectado, de
esta forma se explica el infiltrado inflamatorio de neutréfilos presente en la
Manheimiosis. Por otra parte, durante la respuesta inflamatoria inicial, los
neutrofilos atraviesan rapidamente la matriz extracelular de bronquios vy

bronquiolos con participacion de la molécula de adhesion conocida como CD18,
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gue les permite llegar de forma eficaz al lumen de estas vias aéreas (Gopinath,
cols., 2005).

1.4 Toxina de Mannheimia haemolytica. Mannheimia haemolytica
produce una Lkt de 104 kDa miembro de la familia RTX de exotoxinas de
bacterias gram negativas con reconocimiento exclusivo hacia leucocitos de
rumiantes, que induce activacion y/o muerte celular dependiendo de Ila

concentracién de la toxina.

La LFA-1 es un receptor para Lkt en leucocitos de bovinos también
implicado en los efectos biolégicos inducidos por la leukotoxina. Lkt crea poros en
la membrana celular en leucocitos de bovinos que conduce a la hinchazoén celular
y lisis. En estudios anteriores utilizando leucocitos de bovino se han identificado a
dos interleucinas como receptores de LktA. Las dos interleucinas tienen en comun
una subunidad que asocia la CD18 con cuatro distintas subunidades de CD11,
que son: CD11a/CD18, también conocido como LFA-1, esta subunidad
interacciona con el domino de union para esta leucotoxina situado entre los
aminoacidos 1-121 de CD18 en la membrana plasmatica de leucocitos. Esta
toxina es considerada un importante factor de virulencia debido a los distintos
efectos biol6gicos que desencadena en las células del sistema inmune. En
neutrofilos polimorfonucleares estimula la produccién de leucotrieno By (LTBy)
considerado como un importante agente quimiotactico responsable del influjo de
neutrofilos dentro del pulmén infectado; estimula la apoptésis, ocasionando
alteraciones en la membrana plasmatica y lisis del neutrofilo. Los efectos
biolégicos de la Lkt son mediados por la interaccion con LFA-1 (CD11a/CD18) en
la membrana plasmatica de leucocitos, de tal forma que estimula la liberacion de

productos reactivos del oxigeno y de elastasa.

La leucotoxina A (LktA) interactia con macrofagos alveolares causando
oncosis y/o apoptosis. El dafio a estas células permite a la bacteria escapar de los
mecanismos de defensa del huésped, prolongando su supervivencia e
incrementando la severidad de la enfermedad (Dileepan, cols., 2005)
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1.5 Proteinas de Membrana Externa. Las proteinas de membrana externa
(OMP por sus siglas en inglés Outer membrane protein) permiten evadir la
respuesta inmune del huésped. Mh produce dos proteinas de membrana externa
OMP A de 32 kDa y OMP B de 35 kDa ambas con actividad de porina en la bicapa
lipidica, con capacidad de destruir las células blanco. En cuanto a las
lipoproteinas de superficie se ha identificado una lipoproteina util en la induccién
de la inmunidad hacia este patégeno, es una lipoproteina de membrana externa
de 45 kDa en M. haemolytica ST1 (PIpE), con un dominio inmunodominante
localizado entre los residuos 26 y 76 del aminoterminal, que consiste en una
region de ocho repeticiones de un hexapéptido (QVQMAP). La fabricacion de una
proteina recombinante para este antigeno (rPIpE) y su posterior utilizaciéon como
vacuna, demostro resistencia de los bovinos experimentalmente inmunizados con

el antigeno (Confer, cols., 1990 y 1997; Hounsome, cols., 2011).

1.6 Adhesinas. El estudio de las adhesinas bacterianas ha aportado
nuevos conocimientos en los mecanismos de colonizacion e invasion de tejidos
asi como su papel en la respuesta inmunitaria. Las adhesinas son consideradas
estructuras bacterianas que se localizan en la membrana. Entre otras funciones,
se les asocia en la infeccion intestinal y extraintestinal en humanos por la bacteria
Aeromonas caviae (Rocha-De-Souza, cols., 2001), la adhesina superficial de M.
leprae, facilita la entrada en las células de Schwann (Shimoiji, cols., 1999),
también se propone que la interaccion de la adhesina Fn de Pasteurella multocida
pueda desempefiar un papel en la adherencia de la bacteria a las células huésped
(Dabo, cols., 2005) asimismo, se han identificado varias adhesinas que tienen

diferentes caracteristicas y funciones (Tabla 1).
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Tabla 1. Principales adhesinas identificadas en bacterias

Especie Adhesina PM /PI Funciones Referencia
Helicobacter HSBP (Heparin 66.2 kDapl 5.4 Responsable de la Interaccion con la Ruiz-Bustos, cols.,
pylori sulfato) 71.5 kDa pl 5.0 mucosa de estbmago humano en varias | (2001).*

enfermedades.
42.2 kDa OMP
OMP-HSBP
Aeromonas Adhesina 43 kDa OMP Adhesina asociada en la infeccién Rocha-De-Souza,
caviae A6-HAG intestinal y extraintestinal en humanos. cols., (2001)
Mycobacterium ML-LBP21 21 kDa Sugieren que puede funcionar como Shimaoji, cols.,
leprae adhesina superficial y facilita la entrada (1999)
en células de Schwann.
Mycoplasma Adhesina 110 kDa (dos Se adhiere al epitelio traqueal porcino y Chen, cols.,
hyopneumoniae subunidades de se sigue estudiando su funcion. (1998)
54y 28 KDa
cada una)
Streptococcus Adhesina 34 kDa Actualmente esta bajo investigacion De, cols., (2000)
pneumoniae superficial de como un componente potencial en las
pneumococo formulaciones de vacuna
antineumocdcica de tercera generacion.
APsaA
Pasteurella Fibronectina 30 kDa Adherencia de la bacteria a las células Dabo, cols.,
multocida En huésped. (2005)
Prevotella Adp B. 29 kDa Mediador de la adherencia en la Yu, cols. (2006)
intermedia 17 gingivitis y periodontitis.
Pseudomonas PA-IL 12,763 kDa Asociadas con la virulencia cito toxica. Gilboa-Garber y
inosa Katcoj, (2000)
aeruginosa PA-IIL 11,132 kDa
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En Mh se ha identificado una adhesina de 68 kDa expresada durante la
fase exponencial del crecimiento bacteriano. La adhesina interacciona en la
superficie celular a través de residuos de acido siadlico y N acetil glucosamina
(GIcNACc) lo que indica que el receptor al que reconoce es una glicoproteina
(Jaramillo y cols., 1999). Se ha demostrado que la adhesina participa en la
adhesién de Mh a células epiteliales de la traquea. De la Mora, cols., (2006)
reportaron que la adhesina de Mh reconoce neutréfilos de bovino e induce la
activacion del estallido respiratorio, por lo que se considera que este factor de
virulencia participa como molécula de adhesion en la colonizacion del epitelio

ocasionando dafio tisular por la produccion de radicales libres.

Objetivo

Determinar el mejor método para la obtencién y purificacion de una
adhesina de la Mannheimia haemolytica, y caracterizarla parcialmente.

Hipotesis
La obtencién de la adhesina de Mannheimia haemolytica se modifica con la
temperatura de cultivo bacteriano y del ligando empleado en la cromatografia de

afinidad, el rendimiento difiere cuando se utiliza mucina, fetuina o estroma de

conejo.

Material y Métodos
Obtencion y manejo de la cepa de Mannheimia haemolytica
Bacteria

La cepa de Mannheimia haemolytica A1 (Mh) fue donada por el Dr.
Francisco Suarez Guemes de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
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la UNAM. Las bacterias se sembraron en agar sangre, manteniéndolas a 37° C
durante 24 h. Posteriormente, la bacteria de Mh se resembr6 en 250 ml de medio
de cultivo liquido BHI e incubd por 24 h a 37°C, con agitacion constante. El
procedimiento se repitid variando la temperatura en la segunda incubacién a 39° C
y 41°C respectivamente. Posterior al cultivo, se separ6 la biomasa obtenida en
cada temperatura, por centrifugacion a 15,000 x g a 4°C por 20 min, y el
sobrenadante se concentroé por el sistema Amicon (con membrana de corte PM

10000) y se conservo a 4°C hasta su posterior uso.

4.1 Obtencién de la Adhesina de Mh.

El material obtenido en cada una de las 3 diferentes temperaturas (37, 39 y
41° C) se centrifugd a 12,000 x g por 20 minutos a 4 °C, y el sobrenadante se
precipité en forma fraccionada al 25%, 50%, 75% y 100% con sulfato de amonio.

El sobrenadante se concentrd con el sistema de Amicon y se conservo a

4°C hasta su uso.

4.2 Actividad de hemaglutinante con eritrocitos de diferentes especies

animales.

Se realizaron pruebas de hemaglutinacion, por el método de doble dilucién
seriada de los diferentes sobrenadantes, del medio y de la biomasa de Mh, frente
a eritrocitos de diferentes especies animales, obtenidas del bioterio de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM (conejo, cuyo, rata, caballo, bovino), y
eritrocitos de sangre humana (Tipos A, B, O) que se obtuvieron de donadores
sanos de la Facultad de Medicina, UNAM, de la siguiente manera: En placas de
microtitulacién con fondo en “U”, se colocaron 25 ul de solucién salina isotonica
(SSI, NaCl 0.85%) por pozo, posteriormente, se agregaron 25 ul del extracto de
Mannheimia a estudiar, al primer pozo, diluyéndolo de forma seriada. En seguida
se agregaron 25 ul de la suspension de eritrocitos al 2%, se mezclo

cuidadosamente, se incub6 a 4°C por 2 h y la lectura se tomd por observaciéon
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directa. Los resultados se presentan como actividad especifica (titulo de la
hemaglutinacién/concentracion de proteina) de acuerdo al método descrito por
Véazquez y cols., (1993).

4.3 Determinacion del peso molecular de la adhesina.

El peso molecular y el grado de homogeneidad de la adhesina purificada
por cromatografia de afinidad se determind por electroforesis de acuerdo al
método descrito por Laemmli (1970). Se realizaron geles de poliacrilamida al 10%
y SDS, en condiciones reductoras, las muestras conteniendo 10-20 pg de
proteina, se precipitaron con acetona y resuspendieron en amortiguador de
muestra (Tris-HCI 75 mM, glicerol 10%, SDS 2%, (MSH 2%, azul de bromofenol
0.001%, pH 8.8).

Las muestras en el amortiguador, se sometieron a ebullicion en bafio seco
por 10 min. Se utilizaron estandares de peso molecular de amplio rango de 6.5 a
200 kDa para tincion con azul de Coomassie (BioRad). La migracion
electroforética se realiz6 aplicando un voltaje constante de 80V y 200mA, en
amortiguador de corrida (Tris 0.025 M, glicina 0.192 M y SDS 0.1%, pH8.3). Se
calcularon los Rfs de los estandares con la formula: Rf= Distancia de migracién de
la proteina/Distancia de migracion del colorante. Los pesos moleculares fueron
calculados en la gréfica de PM vs. Rfs, interpolando los valores del Rf de la lectina
en la grafica de los Rf de los estdndares de pesos moleculares.

Precipitacion fraccionada:

Se efectud la precipitacion fraccionada con Sulfato de Amonio a diferentes
concentraciones: 25, 50, 75 y 100% de saturacion. Se separ6 el precipitado de
cada concentracion de la precipitacion fraccionada por centrifugacion a 12,000 x
g, por 20 min. Cada uno de los botones se resuspendié en solucién salina al 0.9%,

y dializ6 contra SSI y amortiguador salino de fosfatos (PBS, Na;HPO,4, NaH,POy,,
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NaCl, 0.15mM, pH 7.2); posteriormente, se determiné la actividad hemaglutinante
con eritrocitos de conejo, especie con mejor actividad hemaglutinante. Las

fracciones con actividad hemaglutinante se utilizaron para purificar la adhesina.

4.4 Purificaciéon de la adhesina

Para la purificacién, se usaron los extractos de las fracciones precipitadas
gque presentaron actividad hemaglutinante, el extracto concentrado y el
sobrenadante de la biomasa obtenidos, por los procedimientos que a continuaciéon
se detallan.

a) Cromatografia de afinidad en estroma de conejo. Se prepar6 una
columna de cromatografia de afinidad con estroma de eritrocitos de conejo
tratados con glutaraldehido, de la siguiente manera: se obtuvo sangre de conejo
en amortiguador salino de citratos (citrato de sodio dihidratado 4 g y NaCl 0.15 M,
en proporcién 1:1), a continuacion se lavaron en solucién salina isoténica (SSI,
0.85%) 300 x g/ 10 min, 4 veces, en seguida, los eritrocitos se rompieron por
choque hipotdnico con agua destilada fria (4°C), y se pusieron en agitacién por 20
min. Las membranas de eritrocitos (o0 estroma), se lavaron 6 veces, con agua
destilada, por centrifugacion a 3,500 x g por 20 minutos, el boton se resuspendi6
en agua con una varilla de vidrio. Después de la ultima lavada, el boton se
resuspendié con glutaraldehido al 2% y se coloc6 en agitacion por 24 h a 4°C.
Posteriormente, el estroma se lavé con agua y se bloquearon los sitios reactivos
con glicina 1 M por 12 horas a 4°C. Finalmente se mont6 la columna usando
Sephadex G25 como soporte y se equilibré con CaCl210 mM en SSI.

Se aplicaron diferentes cantidades de material, dependiendo de la
procedencia de la muestra, la columna previamente equilibrada con PBS y un flujo
de 10 ml/h, se lavd con PBS, para eliminar el material no retenido hasta tener una

absorbancia < 0.001 a 280 nm. La adhesina se eluyd con &cido acético al 3% y el
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pH &cido se neutralizé hasta 6.0 con NaOH1M. A cada fraccion colectada de 2ml,
se le midi6 la absorbancia a 280nm vy la actividad hemaglutinante en presencia de
eritrocitos de conejo al 2% en PBS. Las fracciones eluidas de la columna de
afinidad se concentraron por ultrafiltracion en una camara Amicon (Amicon
Colexington, Mass.) utilizando membranas PM/10 (limite de filtracién de 10 kDa).
La adhesina se conservo a -70°C hasta su uso.

Preparacién de las matrices de Sepharose CL-4B con fetuina y mucina:

La Sepharose 4B-CL (5 ml para fetuina) y (5 ml para mucina), cada una se
lavo con agua MilliQ (millipore) para eliminar el conservador y se mezcl6 con 10 ml
de carbonato de potasio (K,CO3) 0.1 My 0.5 ml de bromuro de ciandégeno disuelto
en acetonitrilo (1g/ml) en agitacion constante por 20 min. a 4°C, se lavo la
Sepharose activada con 3 L de agua MilliQ fria, y un lavado final de cloruro de
sodio 0.5M, bicarbonato de sodio 0.5 M, pH 9, por ultimo se afiadio la fetuina (5
mg de fetuina/ml de Sepharose) y la mucina (5 mg de mucina/ml de Sepharose)
en solucién y se mantuvo en agitacion constante por 24 h a 4°C. Una vez
acopladas las glicoproteinas a la Sepharose, se bloquearon los sitios reactivos
con glicina 1 M por 12 h a 4°C; finalmente se lavdé la Sepharose-mucina y
Sepharose-fetuina con PBS, se colocd en una columna y se equilibr6 con PBS
hasta que se estabilizé el pH a 7.

b) Para la purificacion de la adhesina, por cromatografia de afinidad en
Sepharose-fetuina, se afiadié a la columna el sobrenadante del los cultivos de M.
haemolytica, la columna se lavdé con PBS para eliminar el material no retenido
hasta tener una absorbancia < a 0.001 a 280 nm. La adhesina se eluy6 con &cido
acético al 3% y el pH se neutralizé hasta 6.0 con NaOH 1M, cada fracciéon
colectada de 1 ml, se le midi6 la absorbancia a 280 nm y la actividad
hemaglutinante en presencia con eritrocitos de conejo al 2% en SSI-Ca. Las
fracciones eluidas de la columna de afinidad fueron concentradas por
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ultrafiltracion en una camara Amicon (Amicon Colexington, Mass.) utilizando
membranas PM/10 (limite de filtracion de 10 kDa). La adhesina se conservo a una
temperatura de -70°C hasta su uso.

c) Para la purificacion de la adhesina, por cromatografia de afinidad en
Sepharose-mucina, se afiadio a la columna el sobrenadante del los cultivos de M.
haemolytica, la columna se lavé con PBS, para eliminar el material no retenido
hasta tener una absorbancia menor a 0.001 a 280 nm. La adhesina se eluyé con
acido acético al 3% y el pH se neutralizd hasta 6.0 con NaOH 1M. A cada fraccion
colectada de 1ml, se le midié absorbancia a 280 nm y actividad hemaglutinante
con eritrocitos de conejo al 2% en PBS. Las fracciones eluidas de la columna de
afinidad fueron concentradas por ultrafiltracion en una camara Amicon (Amicon
Colexington, Mass.) utilizando membranas PM/10 (limite de filtracion de 10 kDa).
La adhesina se conservo a —70°C hasta su uso.

4.5 Procedimientos analiticos
Cuantificacion de proteina

Para la determinacién de la concentracién de proteina de las muestras, se
emple6 el método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como
estandar.

Composicién de aminoécidos

La composicion de aminoacidos se determind utilizando 100 pg de
adhesina pura en 30 ul de fenol al 0.3%, para prevenir la degradacion de los
residuos de tirosina, la mezcla se sometio a hidrolisis con 2 ml de HCI 6N a 110°C
por 24 h con vacio. La composicion de aminoacidos se determind en un
analizador de aminoacidos Beckman 119-CL, segun la metodologia descrita por
Bidlingmeyer, cols., (1984).
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Determinacién de la secuencia NH2-terminal.

La secuencia NHz-terminal de la adhesina se determind por degradacion
automatizada de Edman. La adhesina se resolvié por SDS-PAGE y se transfirio a
membrana de poli-fluoruro de vinilideno (PVDF, BioRad Richmond, CA, USA). La
micro secuencia fue determinada en un secuenciador de proteinas Porton-
Beckman LF-300 equipado con un sistema de cromatografia liquida de alta
presién (HPLC, Pharmacia, Upsala, Suecia).

Andlisis bioinforméaticos de la Lectina.

La secuencia de aminoacidos de la adhesina, fue comparada para buscar
homologias y/o similitudes por analisis de BLAST en la base de datos del Centro
Nacional para Analisis Biotecnologicos (National Center for Biothecnology
Information; NCBI). Las secuencias de proteinas con mas del 70% de similitud se
analizaron con alineamientos multiples (ClustalW, NCBI).

5. Resultados
Bacteria.

Se utilizé la cepa de referencia de Mannheimia haemolytica (Mh) donada
por el Dr. Francisco Suarez Gluemes, de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, la bacteria fue cultivada en agar sangre (de bovino) a 37°C
incubandola por 24 h.

Obtencion de la adhesina de Mh.

Se obtuvieron cultivos de la bacteria de Mh a tres diferentes temperaturas:
37°C, 39°C y 41°C en 250 ml de medio de cultivo liqguido BH1 para cada
temperatura con agitacion constante por 24 h.

Al extracto crudo de Mh a 41°C, se le determind la actividad
hemaglutinante, en presencia de eritrocitos: humanos, tipos A, B, O y eritrocitos
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de otras especies animales: raton, rata, conejo, cuyo, gato, caballo, y bovino. Solo

presentd actividad hemaglutinante frente a eritrocitos de conejo (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad hemaglutinante de la

adhesina de Mannheimia haemolytica .

Eritrocitos UHA*/ml

A SA

B SA

O SA

Raton SA

Rata SA

Conejo 640

Cuyo SA

Gato SA

Caballo SA
*Unidades Hemaglutinantes en presencia de una solucién de eritrocitos diferentes
especies al 2%.
El resultado corresponde al titulo de hemaglutinaciéon/ml).
SA= Sin Actividad hemaglutinante.

A 250 ml de cultivo bacteriano obtenido en cada una de las tres diferentes
temperaturas: 37°C, 39°C y 41°C, se les separ6 el sobrenadante por
centrifugacion (15,000 x g por 20 min a 4°C).

A los extractos totales obtenidos en cada una de las tres diferentes
temperaturas se les determiné actividad hemaglutinante en presencia de
eritrocitos de conejo (al 2%). El cultivo de Mh a la temperatura de 41°C contiene la
mayor cantidad de actividad aglutinante, el doble que el cultivo a 39°C mientras
gque si se cultiva a 37°C no hay actividad aglutinante detectable en el
sobrenadante (Tabla 3).
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Tabla 3

Actividad hemaglutinante y concentracion de proteinas del
extracto crudo del cultivo de Mh Al a diferentes temperaturas.

[Proteina]
Temperatura mg/ml UHA* AE**
37°C 1.6 0 0
39 °C 1.8 320 178
41°C 1.8 640 356

*UHA= Unidad hemaglutinante por ml
*AE= Actividad especifica UHA/mg de proteina

El sobrenadante obtenido a 41°C con mayor actividad aglutinante y
actividad especifica, se selecciono para continuar los ensayos, éste sobrenadante
se sometid a precipitacion fraccionada con diferentes porcentajes de sulfato de
amonio (25%, 50%, 75% y 100%).

Las muestras obtenidas de la precipitacion fraccionada a 25%, 50%, 75% y
100% con sulfato de amonio, se mantuvieron en refrigeracién 1, 10 y 20 dias, una
vez centrifugadas, resuspendidas y dializadas, se hicieron pruebas de
hemaglutinacion en las tres condiciones de almacenaje. La mayor actividad
aglutinante se encuentra en la muestra precipitada con SA al 75%, el doble de la
que se identifica en la precipitacion al 50%, mientras que en las otras dos
condiciones (25 y 100%) disminuye considerablemente la actividad (Tabla 4). Por
otro lado, la actividad hemaglutinante disminuyd en un 50% después de 5y 10

dias de almacenaje de la muestra, sin embargo, si la muestra se mantiene sin
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precipitar (extracto total, Tabla 4), no se modifica la actividad hemaglutinante en

los 10 dias del ensayo.

Tabla 4. Precipitacion fraccionada del sobrenadante de Mh a 41°C
Tiempo
[Proteina]
24 horas mg/ml UHA* AE**
25% 1.43 320 224
50% 1.54 2560 1662
75% 1.63 5120 3141
|100% 1.5 320 213
Extracto total*** 1.8 640 356
5 dias
25% 1.45 160 110
50% 1.35 1280 948
75% 1.55 2560 1651
100% 1.45 320 221
Extracto total*** 1.8 640 356
10 dias
25% 1.4 [0} [0}
50% 1.5 1280 853
75% 1.63 2560 1571
100% 1.43 [0} [0}
Extracto total*** 1.8 640 356

(i)*UHA= Unidad hemaglutinante por ml

(i)**AE= Actividad especifica UHA/mg de proteina
(iii)***Sobrenadante sin precipitar almacenado en las mismas condiciones.

Purificaciéon de la adhesina de Mh Al. Para purificar la adhesina, se

realizaron tres procedimientos de cromatografia de afinidad: fetuina acoplada a

Sephadex (5 mg/ml); mucina acoplada a Sephadex (5mg/ml) y estroma de

eritrocitos de conejo-Sephadex G-10.
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Una vez equilibrada cada columna se aplic6 una muestra del extracto
precipitado con sulfato de amonio a una saturacion del 75% vy dializado; se
colectaron fracciones, se obtuvo la fraccidbn no retenida y se eluyé con &cido
acético al 3% para obtener la fraccion retenida.

a) Purificacion de adhesina en estroma de conejo

Se agreg06 sobrenadante a la columna de estroma de conejo, en la
fraccion no retenida (FNR) no se detect6é actividad hemaglutinante (figura 1y
tabla 5). A partir de 18 mg se obtuvieron 0.637 mg de lectina. La actividad

especifica se incrementd once veces con respecto al extracto empleado.

FNR FR
20 -
M ‘0
- o
0.25 :.-* __T I 640 .g
—_ I =
‘ 0.2 1 I W
I E
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E 0.15 - [ e
Q Il |} 320 -E
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0 acético J ,1 | 160
0.05 - Y S
l [ £

/
0 T T T T T T
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Fraccién (ml)

Figura 1. Perfil de elucion de la adhesina de Mannheimia haemolytica por cromatografia de
afinidad en estroma de eritrocitos de conejo. FNR Fraccion no retenida; y FR Fraccion retenida.
La adhesina se eluyé con acido acético al 3% y se ajusto el pH a 6 con NaOH 1M previo ensayo
de aglutinacion. A cada fraccion se le determind absorbancia a 280 nm (= ) y actividad
aglutinante (- - -) reportada como el inverso del titulo de hemaglutinacion (UHA), en presencia de
eritrocitos de conejo al 2%.
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Tabla 5. Purificacién de la adhesina de Mannheimia haemolytica
por cromatografia de afinidad con estroma de conejo.

Muestra Proteina [mg/ml] *UHA AE**

Total*** 1.8 640 353
FNR 1.2 0 0
Adhesina 0.637 2560 4019

*UHA= Unidad hemaglutinante por ml

*AE= Actividad especifica UHA/mg de proteina

***Extracto total de Mh sin precipitar

b) Purificacién de adhesina de Mh en columna de afinidad en fetuina

Se agregl sobrenadante a la columna de fetuina, en la fraccion no

retenida (FNR) no se detect6 actividad hemaglutinante (figura 2 y tabla 6). A

partir de 5.4 mg se obtuvieron 0.42 mg de lectina. La actividad especifica se

incrementd ocho veces con respecto al extracto empleado.
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Figura 2. Perfil de elucion de la adhesina de Mannheimia haemolytica por cromatografia de

afinidad en fetuina. FNR Fraccion no retenida; y FR Fraccion retenida. La adhesina se eluy6 con

acido acético al 3% y se ajustd el pH a 6 con NaOH 1M previo ensayo de aglutinacion. A cada

fraccion se le determiné absorbancia a 280 nm (=) y actividad aglutinante (- - -) reportada como

el inverso del titulo de hemaglutinacion (UHA), en presencia de eritrocitos de conejo al 2%.

Tabla 6. Purificacién de la adhesina de Mannheimia haemolytica

por cromatografia de afinidad con Fetuina.

Muestra Proteina [mg/ml] *UHA AE**

Total*** 1.8 640 353
FNR 1.3 0 0
Adhesina 0.42 1280 3048

*UHA= Unidad hemaglutinante por ml
*AE= Actividad especifica UHA/mg de proteina
***Extracto total de Mh sin precipitar
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c) Purificacién de adhesina de Mh en columna de afinidad en mucina

Se agreg6 sobrenadante a la columna de mucina, en la fraccién no
retenida (FNR) no se detect6 actividad hemaglutinante (figura 3 y tabla 7). A
partir de 1.8 mg se obtuvieron 0.395 mg de lectina. La actividad especifica se

incrementd ocho veces con respecto al extracto empleado.

FNR FR
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- 320
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acetico
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0 T 1 T T
0 5 10 15 20 25

Fraccion (ml)

Figura 3. Perfil de elucion de la adhesina de Mannheimia haemolytica por cromatografia de
afinidad en Mucina. A) Fraccion no retenida; y B) Fraccion retenida. La adhesina se eluyé con
acido acético al 3% y se ajustd el pH a 6 con NaOH 1M previo ensayo de aglutinacion. A cada
fraccion se le determin6 absorbancia a 280 nm (=) y actividad aglutinante (- - -) reportada como
el inverso del titulo de hemaglutinacion (UHA), en presencia de eritrocitos de conejo al 2%.
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Tabla 7. Purificacion de la adhesina de Mannheimia
haemolytica por cromatografia de afinidad con Mucina.

Muestra Proteina [mg/mL] UHA* | AE**
Total*** 1.8 640 353
FNR 14 0 0
Adhesina 0.395 2560 6481

*UHA= Unidad hemaglutinante por ml
*AE= Actividad especifica UHA/mg de proteina
***extracto total de Mh sin precipitar

La mayor cantidad de adhesina pura se obtuvo empleando la columna de

estroma de conejo (0.637 mg/ml contra 0.395 mg/ml en columna de mucina), la

mayor actividad especifica 0.395 mg/ml se ve en la columna de mucina (Tabla 7).

Inhibiciéon de la adhesina de Mh.

La inhibicion frente a carbohidratos y glicoproteinas se muestra a

continuacién en la Tabla 8.
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Tabla 8. Concentraciones minimas de azucares (UM) y glicoproteinas que
inhiben la actividad hemaglutinante de la adhesina de Mannheimia
haemolytica.
Azucar y/o glicoproteina Concentracion | Potencia inhibitoria
(M)
N acetil-D-Glucosamina 25 6
Mucina Submaxilar Bovina 25 6
Fetuina 25 2
Metil 3-galactopiranosida 25 0
Melobiosa 25 0
D (+) Galactosa 25 0
N acetil-D-Galactosamina 25 0
D-Glucosa anhidra 25 0
Methyl a-D-Manopiranosida 25 0
Lactosa 25 0
Mucina de estbmago porcino 25 0

Azlcares que no inhibieron a 400 mM fueron: Metil B-galactopiranosida,
Melobiosa, D(+) galactosa, N acetil-D Galactosamina,D- Glucosa anhidra,
Metil a-D-manopiranosida y Lactosa.

La glicoproteina que no inhibié a una concentracion maxima de 10 mg/ml fue
la Mucina de estdmago porcino.

Caracterizacion quimica de la Adhesina de Mh

La adhesina purificada de la Mh, es una proteina de 45 kDa, determinado
por electroforesis desnaturalizante (Fig.4).
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PM A B C
KDa

200.0

116.2
97.4

66.2

45.0

31.0

21.5

Figura 4. Electroforesis de Mannheimia haemolytica: PM: Pesos moleculares; A:
sobrenadante de cultivo de Mh; B: mezcla de fracciones retenidas de adhesina pura; C:
Fraccion no retenida.

Contenido de aminoacidos.

Los amino&cidos que se encuentran en mayor proporcion son glicina,
serina, isoleucina, acido glutamico, alanina, metionina y &acido aspartico, y en
menor cantidad valina y lisina; carece de leucina, fenilalanina, tirosina, cisteina,

prolina, treolina, arginina, histidina y prolina (Tabla 9).
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Tabla 9. Composiciéon de aminoacidos

Aminoécido Porcentaje (%)
Acido Aspartico 7.14
Acido glutdmico 9.34
OH Prolina 0
Serina 22.35
Glicina 22.8
Histidina 0
Arginina 0
Treonina 0
Alanina 8.52
Prolina 0
Tyrosina 0
Valina 3.57
Metionina 7.69
Cisteina 0
Isoleucina 16.21
Leucina 0
Fenilalanina 0
Lisina 2.47

Estructura primaria

Se identifico la secuencia de aminoacidos de la adhesina con el método de
Edman y se obtuvo la secuencia: APQANTFYAGAKAGWASF, al realizar una
basqueda en BLAST (el andlisis se realizé en el programa BLAST del NCBI en
una base de datos no redundante), el resultado marca identidad -de los 18
aminoacidos analizados- en mas de 500 proteinas, principalmente con proteinas
de membrana y con proteinas de membrana externa A (Outer membrane protein
A, OMPA); para limitar la busqueda, se repitié el ensayo indicando la especie de
biusqueda a “Mannheimia’, en esta busqueda se presentd identidad de la
secuencia con 18 proteinas de todos los aminoacidos indicados en la secuencia
(Tabla 10) como en el caso de la busqueda inicial, la identidad corresponde a

proteinas de membrana y proteinas de membrana externa modificable por calor
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(Heat modifiable outer membrane protein; HM-OMP); se realizé un alineamiento

multiple con las secuencias que presentaron el mayor puntaje total (puntaje =

71.3), que corresponde a una proteina de membrana y a dos HM-OMP (Tabla 11)

la posicién de la secuencia obtenida por Edman, se observa cercana a la regién

amino terminal de las proteinas de membrana.

Tabla 10. Proteinas identificadas por BLAST.

Descripcién® Puntaje Puntaje E value Ident Acceso

Max. Total
Proteina de membrana [serotipo A1/A6 str. PKL10] 59.6 59.6 le-12 100% EX162280.1
Proteina de membrana externa modificable por calor 59.6 71.3 le-12 100% AA085790.1
Proteina de membrana 59.6 59.6 le-12 100% WP_006251917.1
Proteina de membrana 59.6 59.6 le-12 100% WP_020824288.1
Proteina de membrana externa modificable por calor 59.6 59.6 le-12 100% AA085787.1
Proteina de membrana externa modificable por calor 59.6 59.6 le-12 100% AA085786.1
Proteina de membrana externa modificable por calor 59.6 71.3 le-12 100% AA085789.1
Proteina de membrana 59.6 59.6 le-12 100% WP_006252598.1
Proteina de membrana 59.6 71.3 le-12 100% WP_021280481.1
Proteina de membrana externa modificable por calor | 59.6 59.6 le-12 100% WP_006253600.1
(OMP P5)
Proteina de membrana externa modificable por calor 59.6 59.6 le-12 100% AA085782.1
Proteina de membrana externa modificable por calor 59.6 59.6 le-12 100% AA085784.1

La busqueda se realiz6 en una base de datos

especie de Mannheimia.

no redundante, limitando a la

! Todas las proteinas corresponden a M. haemolytica.
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Tabla 11. Alineamiento de la secuencia en las proteinas identificadas en BLAST.

ARDB5790.1 1 MRRETLVALAVLSAAAVAQAAPOANTFYAGARAGWASFHDGLTQFDHR-DGGEF ———————-GINRNSVTYGVFGGYQILN 71
ARDB5789.1 1 MERETLVALAVLSARAVAQAAPOANTFYAGARAGWASFHDGLTQFDHRRDGGEFSIQYG————INRNSVTYGVFGGYQILN 76
WP_021280481 1 MERTLVALAVLSARAVAQAAPOANTFYAGAKAGWASFHDGLTQFDHRKKDGGEFSIQYGlkyGINRNSVTYGVFGGYQILN 80
ARDB5790 72 OHNFGLATELGYDYFGRVRGNTTFAGDDKERTAARHSAHGAHLSLEP SYEVVPNLDVYGKVGVALVRENDYYVQONVARDS 151
ARODB5T7E9 77 ONNFGLATELGYDYFGRVRGNTTFAGDDKERTARKHSAHGAHLSLEPSYEVVPNLDVYGEVGVALVENDYYVQORVARKDS 156
WP_021280481.1 B1 ONNFGLATELGYDYFGRVRGNTTFAGDDKERTAAKHSAHGAHLSLKPSYEVVPNLDVYGEVGVALVRNDYYVQORVAEDS 160
ARODB5790 152 RIFKAHNLRPSLLLGAGLEYAITPELAARVEYQYLNRVGNLDKAARKTANIE-GTNFQYSPDIHSVSAGLSYRFGQGAAPV 230
AROB57E9 157 RIKAHNLKPSLLLGAGLEYAITPELAARVEYQYLNRVGNLDEAVRETVSLPTGTNFQYSPDIHSVSAGLSYRFGQGRAPV 236
WP_021280481.1 161 RIFKAHNLRPSLLLGAGLEYAITPELAARVEYQYLNRVGNLDFKAVRETVSLPTGTNFQYSPDIHSVSAGLSYRFGQOGAAPV 240
AMDB5T790 231 EAPEVVTENFAFSSDVLFDFGESSLEPAAATSLDAAHAEISNLGLANLATQOVNGYTDRIGEKEASNLELSQRRAETVANYI 310
AROB5T7E9 237 ERPEVVTENFAFSSDVLFDFGESSLKPAAATSLDARHAEISNLGLANLATOVNGYTDRIGEEASNLELSQRRAETVANYI 316
WP_021280481.1 241 EAPEVVTENFAFSSDVLFDFGESSLKFAAATSLDAAHAEISNLGLANLATQVNGYTDRIGKEASNLELSQRRAETVANYI 320
ARDBST790 311 VSKGTNPANVTAVGYGEANPVTGHTCDAVEGRFALTACLAPDRRVEIQVOGSKEVTM 367

AMODBST7E9 317 VBKGTNPANVTAVGYGEANPVTGHTCDAVEGREALIACLAPDRRVEIQVOGSEKEVTM 373

WP_021280481 321 VSKGINPANVIAVGYGEANPVTGHTCDAVEGREALIACLAPDRRVEIQVQGSKEVIM 377

Para el alineamiento se seleccionaron las que presentaron el mayor puntaje total
del andlisis de BLAST y remarcado en amarillo se presenta la posicion de la
secuencia obtenida por degradacion de EDMAN.

6. Discusién

En el presente estudio se analizaron métodos alternativos para conocer las
mejores condiciones para obtener la adhesina pura de Mannheimia haemolytica, y
facilitar el estudio e investigacion con relacion a los mecanismos de accién de la

fiebre de embarque que se presenta en el ganado.

El estudio de las adhesinas en bacterias patégenas es de gran importancia
por el papel que representan en la invasion al hospedero. Se han reportado
diversas adhesinas de bacterias cuya funcion estd asociada a facilitar la invasiéon
bacteriana, algunos ejemplos de éstas se pueden ver en la Tabla 1.

En la primera parte se obtuvieron cultivos bacterianos de una cepa de M.
haemolytica serotipo Al, a tres diferentes temperaturas 37, 39y 41 ° C. De ellas la
de 37°C no presentd actividad aglutinante en el sobrenadante de cultivo, la mayor

actividad se identific6 en el sobrenadante que se obtuvo a 41°C (Tabla 3); la
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liberacién de la adhesina bacteriana a diferentes temperaturas, de normal a una
fase de fiebre en bovinos, sugiere que puesto que la Mh es un hospedero normal
en el bovino, para su activacion requiere de un factor estresante, que cause
disminucion en la inmunidad del organismo y permita la infeccion de otro agente
patégeno, posiblemente algun agente viral, para que induzca la fiebre y con ello
desencadene la pasteurelosis. Asimismo, se encontr6 que al aumentar la
liberacién de la adhesina a 41°C, pudiera favorecerse la adhesién bacteriana
probable responsable del inicio de los mecanismos de invasién al hospedero, de
manera similar a como actian otras adhesinas de bacterias (Tabla 1).

Este fenbmeno de expresion de proteinas a diferentes temperaturas se ha
demostrado en otras bacterias, por ejemplo, en un estudio realizado por Valvatne,
cols., (1996), se identific6 un polipéptido de 20.8 kDa cuando la bacteria
Escherichia coli crecié a 37 °C, si la bacteria se desarrolla a 22°C se pierde la
expresion del polipéptido.

Precipitacion Fraccionada

De acuerdo con Englard y Seifer, 1990, la eficiencia de la separaciéon de
proteinas por cromatografia depende en gran medida de las etapas preliminares
que involucran, entre otros el procedimiento de precipitacion. La purificacion de
proteinas es mejor cuando se incluye al menos un procedimiento de precipitacion
previo. De acuerdo con Ito, 1999, la precipitacion salina con gradientes de
concentracion con sulfato de amonio y un sistema de cromatografia permite
fraccionar proteinas en funcion de su solubilidad. En el presente estudio se llevé a
cabo la precipitacion con sulfato de amonio del sobrenadante de Mh del cultivo a
41°C con gradientes de 25, 50, 75 y 100%, y la determinacion de
hemaglutinacion, el mejor resultado se obtuvo al 75% de precipitacion. Segun
Englard y Seifer 1990, una proteina que precipita favorablemente, en
concentraciones altas de sales como el sulfato de amonio, decrementa su
solubilidad y precipita debido a que disminuye la repulsion electrostatica entre
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cargas y se altera la estructura de moléculas de agua alrededor de la proteina
globular, los iones de sal compiten con las moléculas de agua de la proteina.

De conformidad con los resultados la adhesina es una proteina que al
precipitarla pierde su actividad, debido a que se modifica su solubilidad al competir
las sales con los sitios hidrofilicos de las proteinas, y a la fuerza iénica generada
por los grupos amino y carboxilo. La adhesina sufre una desnaturalizaciéon
reversible, que con la eliminacion de las sales evento que permite recuperar su

actividad.

Algunas adhesinas requieren metales y/o iones, tales como el calcio, para
recuperar su actividad, lo que se puede confirmar al realizar pruebas de
hemaglutinacion de la adhesina y afadirles diferentes metales como calcio,

manganeso.

En estudios preliminares realizados por Jaramillo, cols., (2000), se observo
que al 66% de saturacion rinde al menos 90 por ciento de la actividad de
hemaglutinacién, con nuestros resultados, es indicativo que al precipitar al 75% de
saturacion, obtenemos una mayor cantidad de la actividad hemaglutinante del
extracto total (Tabla 4), el doble que al 50% y 16 veces mas que al 25 y 100% de

saturacion.

Una vez precipitada, la muestra de extracto bacteriano, se almacend en
sulfato de amonio al 75%, dias después se dializ6 contra SSI. Tras su restitucion,
se observo que a los 5 dias, perdié el 50% de su actividad, lo que sugiere que la
estabilidad de la adhesina se compromete en funcién de la permanecia en sulfato
de amonio, haciendo un cambio irreversible en su estructura. Por lo cual para
usos posteriores, se recomienda que la muestra, una vez realizado el
procedimiento de precipitacion se procese de inmediato, o bien, en el momento de
obtener el sobrenadante se congele y posteriormente se realice el proceso de
precipitacion.

Los tres métodos alternativos para la purificacion de la adhesina nos

permitieron confirmar que la eficiencia de la cromatografia es mayor cuando en
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forma previa se realiza una precipitacion y que es posible obtener la adhesina,
utilizando los tres tipos de cromatografia. Sin embargo, de acuerdo a los
resultados y a la cantidad de muestra, se tiene mayor rendimiento cuando se
utiliza la columna de estroma de conejo, con las ventajas de que es mas
econdmico Yy, por los reactivos empleados, menos riesgoso preparar una columna
de estroma y es posible aplicar mayores cantidades de extracto.
Desafortunadamente, la cantidad de adhesina que se purificd no fue suficiente
para realizar una electroforesis comparativa de los tres métodos la que se
presenta en este trabajo corresponde a una mezcla de adhesina de las tres
columnas; lo que si se puede decir, en funcién de la pureza de la lectina
purificada, es que la obtenida de la columna de mucina es mas pura, pues

presenta mayor actividad especifica.

La caracterizacion de la adhesina de Mh indica que se trata de una
glicoproteina con un peso molecular de 45 kDa que difiere del peso molecular
reportado por Jaramilo, cols., (1999), tiene mayor actividad hemaglutinante con
eritrocitos de conejo y es especifica actividad a N acetyl D-glucosamina, mucina
submaxilar bovina y fetuina (Jaramillo, 2000; De la Mora, cols., 2006). Las
mucinas son glicoproteinas macromoleculares que constan de un nucleo central
polipeptidico lineal (100 a 250 KDa) denominado apomucina y de una porcién
glicosilada (Wolinsky, cols 1996), y se caracteriza por la presencia de cadenas
laterales de carbohidratos como GIcNAc, N-acetil galactosamina (GalNAc),
galactosa, fucosa, manosa y acido N-acetilneuraminico unidos covalentemente,
mediante enlaces O-glicosidicos, conforman més de un tercio del contenido de
aminoacidos de la region glicosilada (Rima, cols. 1995); la MEP, ademas contiene
disacaridos simples de acido sialico y GalNac en su regién glicosilada (Wolinsky,
1996) no inhibe la actividad de la adhesina, posiblemente porque los acidos
sialicos que se presentan en esta mucina son diferentes a los de la mucina

submaxilar bovina (Blix, cols., 1956).
A pesar de la diferencia en masa molecular, con la reportada por Jaramillo,
cols., (1999) tiene similitudes en sus caracteristicas inhibitorias.
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La adhesina de Mh, a diferencia de otras adhesinas bacterianas que
generan cuadros inflamatorios, presenta especificidad dirigida a azucares N
acetilados (tabla 1); las adhesinas de: Helicobacter pylori y Pseudomonas
aeruginosa también reconocen azucares N acetilados como GalNAcB1y 4GIcNAc
y otros azucares como galactosa, fucosa y manosa, en todos los casos las
adhesinas de estas bacterias estan asociadas con la virulencia citotoxica.)

Se identificé que la adhesina de M. haemolytica, esta constituida por altas
concentraciones de Glicina, Serina, Isoleucina, Acido glutdmico, Alanina y
Metionina, alguno de estos aminodacidos (Gly, Ser, GIx) también se encuentran en
mayor proporcion en la composicion de la adhesina reportada por Jaramillo y
cols., (2000). No obstante la secuencia amino-terminal identificada
APQANTFYAGAKAWASF, difiere de la reportada por  Jaramillo
(ANEVNVYIYKQPYLI), Con relacion a otras adhesinas, se cuenta con poca
informacion relacionada con la secuenciacion y composicién de aminoacidos; esta
adhesina también difiere de la reportada por Bertin, cols. (1996). Dados los datos
presentados, peso molecular, composicion de amino&cidos, actividad
hemaglutinante e inhibicion de la aglutinacion, se sugiere que M. haemolytica
conserva una adhesina, que posiblemente se ha modificado, debido al tiempo de
conservacion de los cultivos de la cepas con pérdida de virulencia, o que la
bacteria exprese una lectina diferente en funcion de la pérdida de virulencia por
los tiempos prolongados de cultivo. Esto se ha demostrado en otras bacterias, con
cultivos bacterianos prolongados, en donde se ha reportado que las bacterias
cambian sus caracteristicas y con ello las proteinas que expresan y/o su

virulencia.

La secuencia muestra identidad con proteinas de membrana y OMP’s, de
diferentes especies, la busqueda especifica da un perfil similar. Se ha reportado
que las HM OMP de M. haemolytica, es una proteina de 45 kDa que tiene la
capacidad de reconocer fibronectina (lo, Sorensen, 2007), y la secuencia que

identificamos corresponde a los aminoécidos 20 al 37 de las proteinas alineadas
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(Tabla 10.). En otras especies, las HM- OMP’s tienen la funcién de reconocer
fibronectina (Tabla 1), pero no se han identificado como lectinas, asi que la
identificacion de esta lectina que reconoce al fibrindbgeno, abre la posibilidad de
estudiar el mecanismo de invasion o evasion que presenta la bacteria, ya que al
reconocerlo, su presencia se puede “enmascarar”’ y asi puede circular libremente
en el torrente sanguineo e infectar sistémicamente o bien, pueden funcionar como
mecanismo de adhesion para la invasion de la bacteria a las células; como sucede
en el caso de Prevotella intemedia (Yu, cols. 2006) y en Heliobacter pylori (Ruiz-
Bustos, cols., 2001).

7. Conclusiones

La mejor temperatura para el cultivo bacteriano y la obtencion de adhesina

de Mh es 41°C.

Almacenar la muestra con sulfato de amonio reduce la actividad de la

adhesina.

La adhesina, obtenida por cromatografia en columna de mucina es mas

pura.

La adhesina purificada de Mh es una proteina de 45 kDa con especificidad

a N-acetil —glucosamina, mucina y fetuina.
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8. Perspectivas

Identificar la participacion de la adhesina en los mecanismos de evasién del
sistema inmune o en los mecanismos de adhesion de la bacteria durante la
infeccion:

Identificar si la fibronectina y acidos sialicos, inhiben la actividad

de la adhesina

Comprobar la presencia de dos adhesinas.

Estudiar la proteina de membrana que es el ligando de la
adhesina.

Caracterizar las proteinas identificadas por espectrometria de

masas.

Analizar el uso potencial uso de la adhesina como vacuna contra

la manhemiosis.
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