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RESUMEN

Actinobacillus seminis es una bacteria gram-negativa, no movil, microaerdfila,
perteneciente a la familia Pasteurellaceae. Es uno de los agentes causales de la
epididimitis ovina que ha sido menos estudiado y del cual no existe un tratamiento, por
lo que es el responsable de una gran pérdida econdmica en la industria ovina, debido a
gue esta enfermedad representa un desorden reproductivo serio, con marcados
cambios patoldgicos en el tracto genital que pueden causar esterilidad e infertilidad. El
estudio de los factores de virulencia de A. seminis es escaso, uno de los factores de
mayor relevancia para la infeccion del hospedero es la adherencia, fenomeno en el que

las adhesinas, como las hemaglutininas, son de las principales responsables.

El objetivo de este trabajo fue identificar y purificar una hemaglutinina de A. seminis. Se
identificd una probable hemaglutinina de 150 kDa mediante un suero policlonal anti-
hemaglutinina de G. anatis cepa F149T. La hemaglutinina fue identificada mediante
espectrometria de masas (LC-MC/MC), en la que mostro identidad con una proteina
denominada GroEL, que se ha descrito como una chaperonina dependiente de ATP.
Sin embargo esta proteina se ha caracterizado en diversos microorganismos como una
proteina multifuncional, que puede llevar a cabo funciones de adherencia. Al purificar la
proteina mediante cromatografia de intercambio i6nico se obtuvo una posible
hemaglutinina de 63 kDa que fue reconocida por un suero policlonal anti-hemaglutinina
de G. anatis cepa F149T, por un suero policlonal contra la proteina de 150 kDa de A.
seminis y por un suero de borrego infectado con A. seminis. Estos resultados nos
permiten concluir que esta proteina purificada de 63 kDa es probablemente una
subunidad de la proteina de 150 kDa que posee un papel como una proteina
hemaglutinina, que se expresa durante la infeccion del hospedero. Con la proteina
purificada se realizaron ensayos de aglutinacion con eritrocitos de borrego confirmando

su actividad hemaglutinante.



Introduccioén

La epididimitis ovina es definida como una infecciébn del testiculo y epididimo en
carneros. Esta afeccidén se puede presentar en fases subagudas, agudas y cronicas, y
es clinicamente detectada cuando el testiculo se encuentra atrofiado y degenerado, es
una enfermedad que representa un desorden reproductivo serio, con marcados
cambios patoldgicos en el tracto genital que pueden causar esterilidad e infertilidad
(Appuhamy et al. 1998). La epididimitis ovina causa dafios en organismos jovenes y
adultos, por lo que es una de las principales causas de pérdidas en la industria ovejera.
La epididimitis es causada por varias especies bacterianas, tales como: Actinobacillus
seminis, Brucella ovis, Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida, y Haemophilus
somnus (Genetzky. 1995). Por lo general la ruta de entrada de estos microorganismos
es una herida en la mucosa genital aunque para A. seminis esta ruta no ha sido
investigada adecuadamente. A. seminis es una bacteria gram-negativa, no movil,
microaerdfila, de alrededor de 4 pm de longitud, perteneciente a la familia
Pasteurellaceae. Para su crecimiento optimo requiere de un medio enriquecido con
sangre o suero con 10 % de CO; a 37°C; después de 24 h de incubacién forma
colonias de color grisaceo. No fermenta azucares y no hidroliza urea pero es oxidasa
positivo (Al-Katib & Dennis. 2009).

Los primeros casos de epididimitis causados por A. seminis fueron descritos en
Australia en 1960 por Baynes y Simmons, quienes describieron una epididimitis
supurativa en un carnero causada por un microorganismo pleomoérfico Gram-negativo.
En Nueva Zelanda A. seminis fue aislado de un carnero con epididimitis y poliartritis
(Ekdahl et al. 1968). En México el primer caso de epididimitis causado por A. seminis se

reporté en animales importados de Nueva Zelanda (Pérez et al. 1979).

La deteccion de la epididimitis ovina por A. seminis se basa en la correlacion de los
signos clinicos y el examen en laboratorio. La diagnosis de la epididimitis ovina ha sido
basada sobre la aplicacion de pruebas de laboratorio, que incluyen el aislamiento e
identificacion del organismo, pruebas serolégicas y moleculares, asi como examenes
cuantitativos y cualitativos de semen y de espermatozoides anormales. Sin embargo las

pruebas moleculares no se han implementado completamente de manera rutinaria en



los laboratorios, ademas de que existe la posibilidad de no detectar a los
microorganismos debido a su crecimiento lento. Por ello estos métodos de diagndstico
de A. seminis son ineficaces para el control de la epididimitis en carneros (Al-Katib &
Dennis. 2009; Nufiez et al. 2006)

Al ser la epididimitis ovina una enfermedad asintomatica en las primeras etapas de
infeccion, resulta méas dificil su control, por lo que se requiere de un diagndstico méas
eficaz o la inmunizacion de los ovinos para controlar y erradicar esta enfermedad. El
control de la epididimitis ovina se ha enfocado hacia otro de los microorganismos
causales, Brucella ovis, del cual se tienen vacunas disponibles; lamentablemente estas
son escasas. Es por ello que desafortunadamente, no existen vacunas comerciales
para A. seminis, por lo tanto es importante el conocimiento de los factores especificos
gue predisponen a los carneros a esta enfermedad y los factores de virulencia
expresados por A. seminis para obtener un panorama mas amplio de este padecimiento
y de el microorganismo que lo causa; sin embargo, el conocimiento de sus factores de

virulencia es escaso.



Antecedentes

Algunos de los estudios que se han realizado en A. seminis son los siguientes: Healey y
colaboradores describieron en 1990 un modelo para demostrar la adhesién de A.
seminis a células epiteliales; sin embargo, no describieron las estructuras celulares
involucradas. En A. seminis también se ha descrito una proteina de membrana externa
de 75 kDa inmunogénica, presente en micro vesiculas, que parece ser especifica de
este microorganismo (Nufiez et al. 2006). Ademas, De la Cruz, en el 2015 caracterizo
las proteasas secretadas por A. seminis, las cuales fueron capaces de cortar
inmunoglobulinas y fibrinbgeno de bovino, otro de los hospederos de este
microorganismo, lo cual sugirio, la posible participacibn de estas enzimas en la

patogénesis y en la evasion de la respuesta inmune.

En especies de la familia Pasteurellaceae se han determinado diversos factores de
virulencia, por ejemplo en diferentes serogrupos de Pasteurella multocida se
caracterizaron vesiculas de membrana externa (OMVs por sus siglas en inglés) en las
gue se encontraron proteinas inmunogénicas comunes y tres proteinas con capacidad
proteolitica en los serogrupos A y E (Fernandez et al. 2014). Montes y colaboradores
determinaron en el 2016 que Gallibacterium anatis expresa una hemaglutinina (65 kDa)
gue es un factor de virulencia importante de este organismo, ya que es crucial para su

adherencia a los eritrocitos de su hospedero.



Justificacion

En A. seminis no se ha reportado la capacidad de expresar una hemaglutinina, por lo
gue es importante determinar si este microorganismo produce este factor de virulencia,
para ampliar el conocimiento de su patogenicidad. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue determinar la produccién de una hemaglutinina por A. seminis y purificarla
para enriquecer el conocimiento de los factores de virulencia de esta bacteria y asi

contribuir a combatir y/o controlar la epidimitis ovina.



Objetivo general

- Identificar y purificar una hemaglutinina de A. seminis

Objetivos particulares

- Obtener el patron de proteinas secretadas, de membrana externa y de extractos

totales de A. seminis

- Evaluar diferentes métodos de precipitacibn y purificacion de la probable

hemaglutinina

- Determinar la capacidad de la proteina para aglutinar eritrocitos



Materiales y métodos
Cepa bacteriana

Se trabajé con tres cepas de A. seminis, una cepa de referencia (ATCC 15768) y dos
aislados de campo (A4 y A8), las cuales forman parte del cepario del laboratorio de
Genética de la Unidad de Morfologia y Funcién de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala de la UNAM.

Condiciones de crecimiento bacteriano

Se realizé un pre cultivo de la bacteria en tubos de ensaye con 5 ml de TSB (Caldo
soya tripticaseina) y se incubdé durante 24 h a 37°C en agitacion (175 r.p.m). Para
determinar la pureza de los cultivos se inocularon placas de agar TSB y se incubaron a
37° C durante 24 h. Este pre cultivo en medio liquido se utilizé para inocular matraces
(1:100) con 100 ml de TSB los cuales se incubaron a 37°C durante 24 h.

Obtencion de fracciones proteicas

Obtencién de extractos totales: Se centrifugé el cultivo bacteriano a 10500 rpm por 30

minutos a 8°C, posteriormente la pastilla celular se re suspendié en 1 ml de HEPES 10
mM pH 7.4 adicionado con lisozima (1.0 mg/ml). Se incubé 15 minutos a 37° C a 200
rom. Posteriormente se sonicaron las células durante 10 ciclos (10 segundos de
sonicacién y 10 segundos de pausa) todo el tiempo en hielo. Enseguida de la
sonicacion, las muestras se centrifugaron a 13 400 rpm por 2 minutos y se recupero la

fraccion soluble (Blackall et. al., 1990).

Obtencién de proteina de membrana externa (PME). El procedimiento para procesar las

células bacterianas fue como se describié arriba, posteriormente el sobrenadante se
centrifugd a 13 400 rpm por 30 minutos. La pastilla se re suspendié en 200 ul de acido
N-2- Hidroxietipiperacina-N-2'Etanesulfénico (HEPES) 10 mM y se agreg6 200 pl de
HEPES 10 mM con 2% de Tritdbn X-100, las muestras se centrifugaron a 13 400 rpm
durante 30 min. Se lavaron sin re suspender en 500 pl de HEPES, nuevamente se
centrifugo 2 minutos a 13 400 rpm y la pastilla se guardd en congelacién (Blackall et.
al., 1990).



Obtencién de proteinas secretadas. Los cultivos liquidos fueron centrifugados (10 500

rpm, 20 min, 8° C) y el sobrenadante libre de células fue precipitado con sulfato de
amonio (390 g/L) por 24 h a 4° C. El precipitado de proteinas se colecté por
centrifugaciéon (10 500 rpm, 20 min, 8°C). La pastilla se disolvié con buffer de fosfato de
sodio 50 mM pH 8 conteniendo 1 M de NaCl. A continuacion la solucion se centrifugd
(10 500 rpm, 20 min, 8°C) y el sobrenadante se recuperé para ser colocado en una

bolsa de didlisis y concentrarlo por deshidratacion con sacarosa.
Purificacién de la hemaglutinina por intercambio idnico

La fraccion proteica de extractos totales fue precipitada con sulfato de amonio al 20% y
las proteinas precipitadas fueron resuspendidas con buffer de fosfatos pH 6.5,
posteriormente esta muestra se pasé a través de una columna de dietilaminoetil
celulosa (DEAE-celulosa) previamente equilibrada con el mismo buffer. Las proteinas
retenidas fueron eluidas con buffer de fosfatos pH 7.7, mas diferentes concentraciones
de NacCl (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 M). Las fracciones eluidas se precipitaron con 3
volimenes de metanol en frio, y fueron colectadas por centrifugaciéon (13 400 rpm, 10

min).
Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Para visualizar las proteinas purificadas, incluidas las probables hemaglutininas, se
realizé una SDS-PAGE al 10%, posteriormente los geles se tifieron con una solucién de
Azul de Comassie R-250 al 0.25% en metanol y acido acético y se destifieron en una

solucién de acido acético al 10%.

Obtencidn de anticuerpos contra la probable hemaglutinina de A. seminis

Se utilizaron conejos adultos proporcionados por el Bioterio de la FES-Iztacala, los
cuales fueron mantenidos durante el periodo de obtencion de anticuerpo bajo las
condiciones sefialadas en la NOM-062-Z00-1999).



Los conejos se inocularon por via subcutanea cada dos semanas con cuatro dosis en
total. Para cada inmunizacion, los conejos se inyectaron con la proteina de 150 kDa
secretada por A. seminis cepa ATCC 15768 obtenida como se describié previamente.
La proteina se mezclé con adyuvante completo de Freund (Sigam-Aldrich) para la
primera inmunizacién. Posteriormente se dieron tres refuerzos con la misma cantidad
de proteina, pero mezclada con una suspensiéon de Gelar, Aluminio, Magnesio y
Dimeticona (Laboratorios Arlex) en lugar de adyuvante completo de Freund. Al término
de este procedimiento los conejos se sangraron por puncién cardiaca y de la sangre se
separd el suero recuperarlo y conservarlo en congelacién hasta su uso (Negrete et al.
1998).

Inmunoreconocimiento (Western Blotting)

Para identificar las probables hemaglutininas secretadas por A. seminis, las proteinas
del SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por 2 h a 100 V.
Después la membrana se bloqued toda la noche en una solucién de caseina al 5% en
PBS-0.5% Tween-20.Posteriormente la membrana se lavo 3 veces con PBS-Tween en
intervalos de 10 min, con el fin de retirar el excedente de caseina (Negrete et al. 1999)
Enseguida la membrana se incubo durante 2 hrs con el anticuerpo primario: suero anti-
hemaglutinina de G. anatis cepa F149T (Montes et al. 2016) suero de borregos
infectados con A. seminis, o suero de conejo inmunizado con la probable hemaglutinina
de A. seminis (150 kDa), todos ellos diluidos 1:1000 en PBS-Tween.

Terminada la incubacion se retird el primer anticuerpo y la membrana se lavo tres veces
con PBS-Tween. Déspues se incubd con el anticuerpo secundario: anti-lgG de
conejo o anti-lgG de borrego, marcados con peroxidasa (Sigma-Aldrich), diluidos 1:
1000 con PBS-0.05% Tween-20. Posteriormente se lavd 3 veces mas con PBS-0.05%
Tween-20 y la reaccion antigeno-anticuerpo se revel6 con una solucién de &cido
fosforico (50mM pH 7.4), con diaminobencidina (10 mg), CoCl,, NiCl, y 30ul de perdxido

de hidrégeno, la reaccion se detuvo con agua destilada. (Negrete et. al, 1999).



LC - MC/MC

Se realizé en un sistema de cromatografia liquida (LC) nanoAcquity nano flow (Waters),
acoplado a un espectrometro de masas LTQ velos (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany), equipado con una fuente de iones de electronebulizaciébn nano utilizando
métodos previamente descritos (Shevchenko et al. 2007). La adquisicion de datos fue
controlada por el software Xcalibur 2.0.7 (Thermo Fisher Scientific). Los péptidos
obtenidos se analizaron con BLAST en la base de datos GenBank para identificar

proteinas codificadas en los genomas disponibles de A. seminis.
Fijacion de eritrocitos con glutaraldehido

Los eritrocitos se prepararon segun la técnica descrita por Soriano et. al., (2002) que
consiste en la recoleccion de sangre completa de ovino en solucién Alsever, tres
lavados con 0.15 M de NaCl. Enseguida los eritrocitos se fijaron en una solucién que
contiene NazsPO, (pH 8.2) (1 volumen) y 0.15M de NaCl (9 volumenes) en agua
destilada (5 volumenes) mas 1% de glutaraldehido. Los eritrocitos se incubaron en esta
solucion por 30 minutos a 4°C y se lavaron 3 veces con 0.15 M NaCl y posteriormente 5
veces con agua destilada. Al final se ajustaron los eritrocitos a una concentracién de 1%
en PBS con 0.01% de timerosal.

Ensayo de hemaglutinacién

La capacidad hemaglutinante de la proteina purificada de A. seminis fue determinada
como se describié previamente usando el método de micro-titulacion. Para ello se
realizd una incubacion de la proteina purificada con eritrocitos de ovino fijados con
glutaraldehido al 1%, usando como diluyente PBS que contiene 0.01% de timerosal. Se
consideré como positivo a la aglutinacion completa de los eritrocitos después de una
incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente. Como controles positivo y negativo,
se emplearon células completas (G. anatis F1497) y una suspensién de eritrocitos sin
ninguna adicion, respectivamente. Los ensayos se realizaron por triplicado en dos

ocasiones diferentes (Soriano et. al, 2002; Zepeda et. al. 2009).
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Resultados
Obtencion e inmunoreconocimiento de fracciones proteicas de A. seminis

Para identificar la probable hemaglutinina de A. seminis se trabajé con 4 fracciones
proteicas (extractos totales, proteinas de membrana externa solubles e insolubles y
proteinas secretadas) de la cepa de referencia ATCC 15768 y de aislados de campo
(A4 y A8), con el fin de determinar la fraccion proteica y la cepa que produjera la
proteina de interés en mayor cantidad o con menos contaminantes, y que permitiera
continuar con el proceso de purificacion de una manera relativamente mas facil. A
continuacion se realiz6 una SDS-PAGE al 8% de cada fraccion proteica y el gel se tifio
con azul de Comassie. Se observaron proteinas de 65 kDa y de alto peso molecular
(>100 kDa) posibles hemaglutininas (ver mas adelante) en las cuatro fracciones
proteicas, sin embargo, se mostré6 una mayor expresion de posibles hemaglutininas y
con menor cantidad de contaminantes en la fraccion proteica de extractos totales
principalmente, en las cepas A4 y A8, en las proteinas secretadas, mientras que en las
proteinas de membrana externa solubles e insolubles también se observaron posibles
hemaglutininas, pero en menor cantidad. La cepa A8 tuvo un mejor rendimiento para la
obtencién de las distintas fracciones proteicas (Fig.1).

150kDa

150 kDa

75 kDa

50 kDa

25 kDa
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150kDa
150 kDa
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50 kDa
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Fig.1 Fracciones proteicas de A. seminis cepas ATCC 15768 (1), A4 (2) y A8 (3) en
SDS-PGE 8% e inmunoreconocimiento por suero a-hemaglutinina de G. anatis cepa
F149T 1.A: Proteinas de membrana externa solubles 1.B: Proteinas de membrana

externa insolubles 1. C: Extractos totales 1. D: Proteinas secretadas

Posteriormente se realizO un inmunoreconocimiento con las fracciones obtenidas con
un suero policlonal a-hemaglutinina de G. anatis (Montes et al. 2016), para determinar
las proteinas reconocidas y discriminar la proteina posible hemaglutinina. Se determiné
en el inmunoreconocimiento una posible hemaglutinina de 150 kDa la cual fue
reconocida en todas las fracciones proteicas de la cepa A8. Sin embargo se observa en
el gel una concentracion muy baja de la proteina de 150 kDa en la fraccion de
proteinas de membrana externa solubles e insolubles y proteinas secretadas por la
cepa A8, por el contrario en la fraccién proteica de extractos totales se observé una

mayor mayor cantidad (Fig.1).Purificacion parcial de la proteina probable hemaglutinina.

Con el fin de identificar la proteina hemaglutinina, la fraccion proteica de extractos
totales se fracciond usando precipitacion con sulfato de amonio (20% — 40%) de

manera que pudiera identificarse una banda bien separada por SDS-PAGE vy utilizarse

12



para la secuenciacién por espectrometria de masas. La proteina de 150 kDa fue
identificada mediante el inmunoreconocimiento con un suero policlonal a-hemaglutinina
de G. anatis cepa F1497 (Montes et al. 2016).

150 kDa  =——

75 kDa _—>

50kDa =

25 kDa

Fig. 2 Purificacion parcial de la probable hemaglutinina de A. seminis de extractos
totales de cepa A8 precipitados con sulfato de amonio al 30%. M: Marcador de peso
molecular. 1: SDS-PAGE 8% 2: Inmunoreconocimiento con suero policlonal a-

hemaglutinina de G. anatis cepa F1497.

LC — MC/MC

Mediante el andlisis de espectrometria de masas se encontré que la proteina de 150

kDa mostré identidad con una proteina denominada GroEL.
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Purificacion de la probable hemaglutinina mediante cromatografia de intercambio iénico

La muestra de extractos totales precipitada con sulfato de amonio al 30% se paso por
una columna de intercambio i6nico (1.5 ml). Después de eluir la muestra con diferentes
concentraciones de NaCl, se identific6 una posible hemaglutinina con un peso
molecular de 63 kDa mediante el inmunoreconocimiento con un suero de conejo a-150

kDa, suero policlonal de conejo a- HA de G. anatis y suero de Borrego infectado con A.

seminis.
3.A
M 1
75kDa — 3 g
63kDa —> - <€
48kDa —> W

35kDa > W

25kDa  —> W

'dO
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75 kDa
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3.B

Fig. 3 Extractos totales de la cepa A8 purificadas por Cromatografia de Intercambio
lonico (C. I. I) en SDS-PAGE 10% e Inmunoreconocimiento 3 A: SDS-PAGE 10% M:
Marcador de peso molecular 1: fraccion eluida de la C. I. I. con 0.6 M de NaCl. 3 B:
Inmunoreconocimiento de fraccion eluida de la C. I. I. con 0.6 M de NaCl. M: Marcador
de peso molecular, 1: suero a-150 kDa de A. seminis 2: suero a- HA de G.anatis 3:

suero de Borrego infectado con A. seminis.
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Ensayo de Hemaglutinacion

Al confirmar que la proteina purificada era reconocida por un suero a- HA de G.anatis,
asi como por el suero a-150 kDa de A. seminis y el suero de Borrego infectado con A.
seminis, se realiz6 el ensayo de hemaglutinacion, usando como control positivo células

de G. anatis cepa F149T y como control negativo eritrocitos de borrego.

Fig. 4 Ensayo de aglutinacion de la proteina purificada probable hemaglutinina de 63
kDa empleando eritrocitos de borrego. 1: células de G. anatis cepa F149T. 2: Proteina

purificada probable hemaglutinina de A. seminis. 3: eritrocitos de borrego.
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Discusién

Las proteinas hemaglutinantes de bacterias patégenas son de particular interés debido
a el gran potencial que poseen para ser candidatos como vacunas y a su papel como
factores de virulencia. Se ha sugerido el uso potencial de las hemaglutininas de las
bacterias patdgenas Haemophilus paragallinarum, Gallibacterium anatis y Avibacterium
paragallinarum como componentes de vacunas (Hobb et al. 2002., Gomez G. R. J.
2014 y Wang et al. 2014). Sin embargo para lograr el desarrollo de una vacuna viable a
partir de una proteina hemaglutinante es necesario purificarla y caracterizarla para

determinar el papel que juega la proteina en la virulencia del patégeno.

La purificacion de la probable hemaglutinina de A. seminis se llevd a cabo evaluando
previamente tres cepas, una cepa de referencia ATCC 15768 y dos aislados de campo:
A4y A8, asi como diversas metodologias para su obtencion, con el fin de determinar la
cepa bacteriana y la muestra que presentara mayores cantidades de la proteina con
menos proteinas adicionales . Para ello se realiz6 una SDS-PAGE al 8% para definir las
proteinas expresadas por las tres cepas, posteriormente mediante el
inmunoreconocimiento de las cuatro fracciones proteicas obtenidas, incubadas con un
suero policlonal a-hemaglutinina de G. anatis cepa F1497, se determiné que la proteina
de 150 kDa era reconocida por este antisuero, asi como por el suero de borrego
infectado con A. seminis, por lo que se concluyé que esta podria ser la probable
hemaglutinina. El presente estudio se enfoco en la fraccion de extractos totales de la
cepa aislada de campo A8 debido a que a partir de ella se obtuvo una mayor cantidad
de la posible hemaglutinina en comparacion con la cepa de referencia ATCC 15768 y el
aislado de campo A4. Por ello, se decidié continuar trabajando Unicamente con esta

cepa (Fig.1).

Después de la purificacion parcial mediante el fraccionado de las proteinas por
precipitacion con sulfato de amonio, la proteina de 150 kDa, posible hemaglutinina (Fig.
2), se identifico mediante el andlisis de espectrometria de masas, que arrojo identidad

con la proteina GroEL.
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GroEL es una chaperonina del grupo 1, que actia en compafiia de una chaperonina
llamada GroES. Este complejo de chaperoninas depende de ATP para llevar a cabo su
actividad, que consiste en enlazar proteinas con pesos moleculares no mayores a 70
kDa. Las proteinas chaperonas llegan a reconocerse por ser importantes inhibidores de
agregacion de proteinas, uniendo los productos intermedios de plegado propensos a la
agregacion y blogueando las reacciones de auto-asociacion que conducen a la
formacion de agregados, aunque la unién simple de proteinas no nativas por GroEL
inhiben la agregacion pasivamente de proteinas, se ha sugerido que para muchas
proteinas de sustrato GroEL participa activamente en la facilitacion del plegamiento de
proteinas (Ventura. 2005). GroEL también se considera como una proteina
multifuncional; se ha descrito en diferentes organismos con funciones alternas a las
mencionadas, algunos de ellos son: un homologo de GroEL en larvas de Myrmeleon el
cual funge como una toxina paralizante producida por los endosimbiontes bacterianos
(Enterobacter aerogenes) en la saliva del insecto (Yoshida et al. 2001), GroEL se ha
identificado como una proteina importante para la unién a la actina en Enterococcus
faecalis, realizando un papel importante en la unién a las células epiteliales del
hospedero (Peng et al. 2014). Por lo tanto se puede sugerir que esta proteina
identificada mediante espectrometria de masas como GroEL, juega un posible papel
como una proteina con capacidad hemaglutinante de A. seminis, debido a que es
considerada como una proteina multifuncional, a el reconocimiento de la misma por un

suero a- Hemaglutinina de G.anatis policlonal y a que aglutina eritrocitos de borrego.

Enseguida de la purificacion de las proteinas mediante una cromatografia de
intercambio i6nico se realizé una SDS-PAGE al 10% y en el gel se observé una
proteina purificada posible hemaglutinina de 63 kDa, la cual tuvo actividad
inmunogénica frente a 3 diferentes sueros (Fig.3). Un resultado similiar al encontrado
en este trabajo, fue reportado previamente por Montes y colaboradores (2016) quienes
describieron la purificacion y caracterizacion de una proteina de aproximadamente 65
kDa con capacidad hemaglutinante y que probablemente también pudiese provenir de
una proteina de mayor tamafio, como se observo en este trabajo. El reconocimiento
inmune de una proteina de 150 kDa por un suero anti-HA, pero la purificacion de una

proteina de aproximadamente 63 kDa, da una idea acerca de la naturaleza de esta
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proteina. O se trata de un agregado, y la proteina de 63 kDa es la subunidad mas
estable, o la proteina de aproximadamente 150 kDa se degrada, pero puede mantener
sus caracteristicas, ya que puede seguir siendo reconocida por los diferentes
antisueros, y mantiene su funcién, pues es capaz de aglutinar eritrocitos de carnero. El
reconocimiento por un suero de conejo inmunizado con una hemaglutinina de G. anatis
(Montes et al. 2016) sugiere un posible papel como una proteina hemaglutinante y su
reconocimiento por un suero de borrego infectado con A. seminis nos indica que esta

proteina se expresa durante la infeccién del hospedero.

El ensayo de hemaglutinacion con la proteina purificada de 63 kDa permitié confirmar
que la proteina tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos de borrego (Fig. 4) fungiendo
un rol importante en la adhesion. Por lo tanto se le puede atribuir esta actividad a la
proteina de 150 kDa, identificada como GroEL, sugiriendo su capacidad como una
proteina multifuncional. Se ha determinado anteriormente que GroEL tiene una posible
funcion de adhesina en bacterias acido lacticas unidas a la mucosa intestinal porcina
(Kinoshita et al. 2016). GroEL no es la Unica proteina multifuncional que cumple con un
papel importante en la adhesion a las células del hospedero, la proteina multifuncional
de G. anatis identificada como EF-Tu, se sugiri6 como una proteina con funcion de
adhesina por la formacion de filamentos y su interaccion con fibronectina y fibrinogeno
(Lopez et al. 2017). Ademas Chincoya en el 2016 demostré6 que una proteina de A.
seminis identificada como EF-Tu interactla con diversos sueros que reconocen

proteinas con funciones de adhesinas.
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Conclusioén

- A. Seminis expresa una posible hemaglutinina.

- Se encontro gue la fraccion proteica de extractos totales permitié una eficiencia

mayor para la purificacion de la posible hemaglutinina.

- La proteina purificada probable hemaglutinina de 63 kDa fue reconocida por los
anticuerpos policlonales o-hemaglutinina de G. anatis cepa F149” y de conejo

inmunizado con esta proteina.

- La proteina purificada tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos de borrego.
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