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Resumen

Avibacterium paragallianrum es un microorganismo miembro de la familia
Pasteurellacea. Este patégeno ha sido identificado como el causante de la coriza
infecciosa (Cl), un padecimiento del tracto respiratorio superior de pollos y gallinas
(Gallus gallus). El impacto de esta enfermedad de distribucion mundial, se debe a las

pérdidas econémicas que ocasiona a la industria avicola.

Durante el proceso de infeccion, es crucial para las bacterias la adquisicion de los
nutrientes que necesitan del huésped al que infectan. El Unico mecanismo de
adquisicion de hierro (micronutriente esencial para cualquier microorganismo) descrito
en Av. paragallinarum es a través de las ovotransferrinas, mediante dos proteinas de

unién a la transferrina (TbpA 'y TbpB).

Se ha descrito en bacterias patégenas la expresion de genes cuyos productos
determinan factores de virulencia o participan en la captacion de hierro, sin embargo a
pesar de los danos patologicos causados por Av. paragallinarum en la Cl, no se han
estudiado los genes que participan la captacién de la transferrina, limitando el

desarrollo de nuevas estrategias para combatir esta enfermedad.

En el presente trabajo, partiendo del disefio de oligonucleétidos que amplificaron el
gen tbpA, se obtuvo un amplicon de 3000pb, y siguiendo técnicas preestablecidas, el

gen amplificado se inserto en el vector pBluescriptll Ks (+), el cual se utilizo para



trasformar Escherichia coli DH5a competentes y clonar el gen. El plasmido
recombinante obtenido fue purificado y el fragmento clonado sometido a un proceso
de secuenciacion y analisis in silico. La secuencia obtenida mostré una identidad del
97 % con secuencias de genes tbpA reportados para otras especies. Como parte del
andlisis in silico, la secuencia nucleotidica se tradujo in silico obteniéndose una
proteina TtbpA hipotética que presenta sitios conservados caracteristicos de las
proteinas TbpA, confirmando su identidad como una proteina TbpA. En base a los
resultados obtenidos y a los andlisis realizados en el presente trabajo, podemos
concluir que Av. paragallinarum posee en su genoma un gen tbpA, el cual, podria
participar en la adquisicién de hierro a partir de la transferrina, de una manera similar

a como lo realizan otros miembros de la familia Pasteurellaceae



1..-Avibacterium paragallinarum

1.1.1.-Generalidades

Una de las enfermedades que mas afecta a la industria avicola es la coriza infecciosa
(Cl); un padecimiento del tracto respiratorio superior de pollos y gallinas (Gallus
gallus). Este padecimiento no afecta al humano. El impacto de esta enfermedad radica
en las pérdidas econémicas que ocasiona a la industria avicola, pues se caracteriza
principalmente por producir una baja conversion alimenticia, retraso del crecimiento de
las aves y en algunos casos la produccion de huevo puede reducirse hasta un 40%
(Blackall, et al., 2003), el agente etiolégico causante de esta enfermedad es
Avibacterium paragallinarum (Av. paragallinarum) (Blackall. et al., 2005).

Cuando la Cl cursa sin otras enfermedades asociadas, se caracteriza por ser una
enfermedad aguda, de curso corto (dos semanas) y curacidbn espontdnea. Sin
embargo, es comun la asociacion con otros agentes bacterianos o virales, en cuyos
casos la duracion del curso de la enfermedad se prolonga varias semanas, por lo que
se le denomina coriza infecciosa complicada (Terzolo., 2000).

1.1.2.-Patologia

Los signos caracteristicos de la Cl incluyen; exudado nasal (seroso 0 mucoso),
estornudo, inflamacion de senos infraorbitarios, edema facial y conjuntivitis. En casos
severos la inflamacion de barbillas puede ser particularmente evidente en machos
(Figura 1) (Blackall., et al, 2003).

Los cambios microscopicos ocasionados por esta bacteria se limitan principalmente
a la mucosa de los pasajes nasales y senos infraorbitales (Blackall et al., 1997). Asi
mismo es posible observar una infiltracion marcada de mastocitos en la lamina propia

de las membranas mucosas de la cavidad nasal (Sawata., et al 1985).



Figura 1.- Pollo infectado experimentalmente con Av. paragallinarum. Se observa inflamacion

de seno infraorbitario y edema de barbilla, tipicos de la CI (Soriano, et al., 2004).

El periodo de incubacién de la bacteria causante de la Cl es de 24 a 48 h, después
del contacto con cultivos o exudados infecciosos (Soriano., et al 2004). De manera
experimental, el periodo de incubacion puede ser variable de acuerdo con ciertas
condiciones de exposicion; 24 h por inoculacidén intrasinusal; 48 en casos de
instalacion nasal; 72 h, en aves enjauladas; 4 dias a través del contacto con agua
infectada y 6 a 14 dias por transmision aérea (Yamamoto., 1966). La mayor frecuencia

de brotes de Cl ocurre en otofio e invierno (Blackall, et al., 1997).

1.1.3.-Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de la bacteria

Av. paragallinarum es una bacteria Gram negativa no esporulada, pleomorfica,
presenta morfologia cocobacilar, con tendencia a la formaciéon de cadenas cortas y
algunos filamentos, ademas, en cultivos en caldo, es frecuente observar formas muy
pleomoérficas e inclusive bacterias degradadas que aparecen, como si fueran manchas
de colorantes empleados (Soriano, et al., 2004).



Av. paragallinarum se consideraba una bacteria inmévil (Blackall et al., 1997), sin
embargo, en un estudio reciente basado en pruebas bioquimicas e inmunoldgicas, se
observo motilidad bajo ciertas condiciones de cultivo (Negrete-Abascal et al., 2002;
Serrano, 2007).

1.1.4.-Requerimientos de crecimiento de Av. paragallinarum

Para el cultivo in vitro se requiere de NAD" en su forma reducida (NADH): 1.56 a 20
Hg / ml de medio, o la forma oxidada 20 a 80 pg / ml (Rimler, et al., 1997). EI NAD*
puede ser adicionado al medio de cultivo o aportado por una bacteria nodriza
(Staphylococcus spp) cultivada como una estria alimentadora transversal al cultivo de
Av. paragallinarum. Sin embargo se han aislado cepas independientes de NADH en
Sudéfrica (Miflin et al., 1995) y México (Garcia et al., 2004).El periodo de incubacién a
37°C es de 16 a 24 h (Rimler, et al., 1997). Algunos de los medios de cultivo utilizados
con diversos suplementos incluyen los siguientes medios; Infusion cerebro corazén,
infusién de carne de pollo, medio de mantenimiento (Swayne, et al., 1998), o agar
Columbia (Terzolo, et al., 1993).

La mayoria de las cepas de Av. paragallinarum crecen en condiciones de micro
aerobiosis, y su crecimiento se ve favorecido por la presencia de CO2 (5%-10%) en la
atmésfera (Terzolo et al., 1997; Rimler, et al., 1976).

1.1.5 Propiedades bioquimicas

Bioquimicamente Av. paragallinarum puede ser diferenciado de otros bacilos Gram
negativos, potencialmente patégenos para las aves. Las caracteristicas bioquimicas
mas importantes incluyen; la capacidad de reducir nitratos a nitritos, la fermentacién
de glucosa sin la produccion de gas, la actividad negativa de la oxidasa, la presencia
de la enzima fosfatasa alcalina y la falta de produccion de indol (Blackall et al., 1997;).



En la tabla 1 se hace mencidn de algunas pruebas bioquimicas mas frecuentemente

utilizadas para diferenciar Av. paragallinarum de otros microorganismos (Soriano, et

al., 2004).
Tabla 1.- Caracteristicas bioquimicas que diferencian a
Av. paragallinarum de otras bacterias.
Microorganismo

Reaccién Avibcterium Pasterella | Riemerella | Paterella | Ornithobacterium

paragallinarum | multocida | anatipestifer | gallinarum | rhinotracheale
Reduccion de + + - + -
nitratos
Catalasa - + + + -
Oxidasa - + + + +
Ureasa - - + - -
Indol - + - -- -
B-galactosidasa + +/- - +/- +
Lisina - - - -
descarboxilasa
Ornitina - - - -
desacarboxilasa

1.1.6. Factores de virulencia

Con cierta frecuencia, en la naturaleza, se forman especies nuevas por medio de un
proceso que conocemos como evolucion. Este proceso responsable de muchos
fendbmenos bioldgicos como la adaptacion de los organismos, ha promovido a lo largo
del tiempo, caracteristicas que les permiten, a los individuos que las poseen,
sobrevivir frente a presiones o cambios de su habitat. En el caso particular de los
microorganismos patégenos, muchas de estas caracteristicas les han permitido
subsistir, por ejemplo, los mecanismos que le confieren a una bacteria la posibilidad

de evadir los ataques del sistema inmune del hospedero, o captar los nutrientes del



huésped. Finalmente, en conjunto, aquellas propiedades que contribuyen a la

capacidad del patégeno, para inducir un proceso infeccioso, son consideradas

factores de virulencia. En el caso particular de Av. paragallinarum, se han descrito los

siguientes factores:

FACTOR PRINCIPALES CARACTERISTICAS
Constituida fundamentalmente de polisacaridos, le confiere proteccion
Céapsula ante la fagocitosis y/ o desecacion, ademas de participar activamente
en la adherencia (Boyce y Adler, 2000;).
] Estas proteinas y estructuras membranales podrian estar implicadas
Vesiculas de . . . .
en la virulencia; se considera contienen entre otras cosas, proteasas
membrana . . .
(Rivero-Garcia et al., 2005) y las probables proteinas RTX (Ramon-
Metaloproteasas

Rocha et al., 2006).

Hemaglutinina

Es un antigeno especifico de cada serovar; se relaciona con la
inhibicién de la aglutinacion y se considera un inmundgeno capaz de

inducir una proteccién inmune (Hobb et al., 2002).

Lipopolisacéaridos

Un lipopolisacéarido es un componente estructural y funcional de la
superficie celular, importante en las bacterias Gram —negativas al ser
capaz de producir un shock endotéxico en el hospedero (Coyle y
Pharm, 2003).

Proteinas de
membrana
externa
(OMPs)

Son proteinas receptoras de la membrana. Algunas pueden unir
proteinas provenientes del huésped. Y tratdndose de proteinas de
unién, las proteinas TbpA 'y TbpB, o proteinas de union al hierro,
facilitan la adquisicion del hierro por microorganismos patdégenos,
siendo esto crucial para su habilidad de causar enfermedades (Litwin y
Calderwood, 1993).




Entre las proteinas que Av. paragallinarum secreta al medio exterior Rivero-Garcia
et al, (2005) demostraron que existen proteasas (metaloproteasas). Las
metaloproteasas secretadas por esta bacteria, son activas en intervalos amplios de pH
(3-10, aunque el éptimo es 7.5) y temperatura (37-60°C), disminuyendo su actividad a
70 °C. Estas proteasas podrian jugar un papel importante en la invasién y el
establecimiento del proceso infeccioso, ya que podrian permitirle a la bacteria obtener
nutrimientos por la degradacién de sustratos de diferentes fuentes, asi como modificar
o evadir los sistemas defensivos de su hospedero, al degradar parcial o totalmente a
las inmunoglobulinas. También se ha observado que Av. paragallinarum produce
vesiculas de membrana (VM), cargadas con acidos nucleicos, proteasas inactivas
(Ramon-Rocha et al., 2006), proteinas inmunogénicas y lipidos, los que se ha
demostrado que en conjunto, participan en diferentes procesos relacionados con la
virulencia en ciertas bacterias; como la adhesién a tejidos, la comunicacion bacteria-
bacteria o bacteria hospedero y la transmisién de informacién genética (Beveridge,
1999).



1.2. Importancia y disponibilidad del hierro

Cuando las bacterias patégenas llegan a los tejidos deben multiplicarse para poder
colonizar tejidos especificos. Generalmente el inoculo bacteriano inicial puede ser
suficiente para producir dafo, sin embargo, estos microorganismos deben obtener del
hospedador los nutrientes y adaptarse a las condiciones ambientales como
temperatura y pH para poder replicarse. En el caso del hierro, uno de los nutrientes
esenciales que necesitan obtener estos microorganismos para su crecimiento, su
disponibilidad en las mucosas y tejidos del huésped presenta una concentracion libre,
insuficiente para su optimo desarrollo (concentracién de hierro disponible; 107®M). Sin
mencionar que durante el proceso de infeccion por algun patégeno bacteriano, los
organismos superiores aumentan la limitacion de la disponibilidad del hierro, en

defensa ante la infeccién.

En conjunto, la limitacion del hierro ante un ataque microbiano y la baja
disponibilidad del hierro, distan mucho de ser condiciones ideales para suplir los
requerimientos de las bacterias (Garrido., 2005).

Dentro de los mecanismos que limitan la disponibilidad del hierro libre en el huésped
se encuentran las proteinas transportadoras del hierro, es decir; los organismos
superiores incorporan el hierro a través de la dieta, este elemento se absorbe a su
paso por el intestino delgado, donde es transportado y almacenado por proteinas
especializadas. Basicamente, el higado secreta, en la bilis, cantidades moderadas de
una globulina beta denominada “apotransferrina” que presenta una elevada afinidad
por el ion hierro. La combinacién de ambos da lugar a una “transferrina”, que es
reconocida por los receptores especificos de las células de la mucosa intestinal,

siendo trasvasada al torrente sanguineo.

En los organismos superiores pueden existir alguno(s) de los siguientes tipos de

transferrinas (Terricabras, 2007):



|. Transferrinas sericas o serotransferrinas (Tf): se encuentran en el plasma y liquido
linfatico

Il. Lactoferrinas o lactotransferrinas (Lf): Se localizan en diversos fluidos
extracelulares (saliva, lagrimas, secreciones nasales, fluidos intestinales, etc.).

lll. Ovotransferrinas: Se localizan en la clara de huevos.

Estas proteinas no unen exclusivamente el hierro proveniente de la dieta, también lo
pueden adquirir a partir del grupo hemo que se genera, por la degradacion, a través
de la fagocitosis de eritrocitos viejos (Wessling -Resnick, 2000) o desde la ferritina, de
tal manera que se reduce al minimo la concentracion de hierro libre (Otto et al., 1992;
Ratledge y Dover, 2000), brindandole al hospedero resguardo ante un ataque
microbiano, y evitando la formacién de radicales libres (EROs), debido a que en
condiciones de riqueza de oxigeno, el hierro es fuente de radicales peligrosos para la
célula (como radicales hidroxilos, aniones superoxidos, peréxidos etc), que pueden
danar lipidos, proteinas y DNA (Garrido., 2005).

Claramente; limitar la disponibilidad del hierro, forma parte de una defensa contra el
ataque microbiano y el captar el suficiente hierro es una necesidad primordial en las

bacterias.

Frente al problema de la disponibilidad del hierro algunos patégenos presentan
mecanismos capaces de contrarrestar algunas de las restricciones del hierro de su
huésped, ya sea mediante la sintesis de quelantes de iones férricos, llamados
sideroforos, que son sintetizados y exportados al exterior celular (Braun y Hantke,
2002) o bien, captando el hierro de las proteinas transportadoras de hierro de la célula

hospedera, mediante receptores especificos (OMPs) (Andrews, et al., 2003).
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1.2.1.- Mecanismos utilizados para la captacion de hierro

En condiciones de limitaciébn de hierro, se han descrito muchas especies de las
familias Neisseriaceae y Pasteurellaceae, capases de sintetizar proteinas de
membrana, encargadas de unir proteinas transportadoras del hierro de su
hospedador, dado que las moléculas que deben atravesar la pared bacteriana son
demasiado grandes para poder atravesar mediante difusion. (Figura 2) (Fuller et al.,
1998; Morton y Williams, 1989). Un ejemplo de receptores especificos de la
membrana externa, descritos en algunas bacterias, son los receptores de las
transferrinas. Los receptores de ovotransferrina (un tipo de transferrina) que se han
descrito en Av paragallinarum, estan formados por dos subunidades (Ogunnariwo y
Schryvers., 1992). Estos receptores identificados por Negrete Abascal et al, 2009 han
sido determinadas como TbpA y TbpB, llamadas asi por sus siglas en ingles
(Transferrin Binding Protein) ( Bonnah, R. y Shryvers, 1998; Cornelissen, et al., 1992).

Los mecanismos de adquicion de hierro, dependientes de proteinas receptoras de
membrana externa, requieren de pasos adicionales para obtener el hierro; 1.- En la
membrana citoplasmatica, un complejo transportador que proporcione ATP llamado
sistema ABC (Anexos), 2.- Una proteina de unién periplasmatica, y 3.- El receptor de
la membrana externa aunada a una fuente de energia llamada complejo TonB
(Kregulac y Voguel, 2008).

Por tanto la extraccion de atomos de hierro inicia con dos proteinas receptoras de la
membrana TbpA y TbpB, para el caso de la transferrina. La proteina TbpB de
aproximadamente 53kDa, esta anclada con el extremo lipidico N-terminal (Schryvers,
et al., 1999). Se piensa que TbpB puede actuar como un sitio inicial de union para el
hierro que se encuentra en la transferrina saturada, facilitando la subsiguiente unién
de TbpA (Boulton. et al., 1999). TbpA es una proteina integral de la membrana de
aproximadamente 94 kDa, que se cree presenta una gran superficie de estructuras
helicoidales que se unen a la transferrina, y fuerzan la separacién de los dominios que

cubren el hierro, propiciando su liberacion (Gray Owen et al., 1996; Boulton et al.,
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1999). La energia necesaria para llevara acabo este proceso es aportada por el
complejo TonB. Una vez que el hierro ha sido transferido al periplasma, éste es unido
por una proteina periplasmatica y ambos son captados en la membrana citoplasmatica
donde el hierro es transportado al citoplasma via transportadores de la membrana
citoplasmatica (Anexos) (Figura 2) (Kregulac y Voguel, 2008).

Transferrin
3+ hemoglobin
hemopexin

Fe*-siderophore haptoglobin
3+

sttt

! Periplasm
Periplasmic binding proteins

Q%ﬁ
G

1
L0044

o

i
[

i

ADP + P, ADP +P, ADP + P,
Foa® € 4 Cytoplasm
o
J Heme oxygenase
O + Fe3+ y

biliverdin + CO + Fe*

Figura 2.- Representacion esquematica de los distintos mecanismos de captacion de hierro.
Existen numerosas vias de adquisicion del hierro en las bacterias Gram-negativas, entre las cuales
se incluyen la adquicion proveniente de las transferrinas, sideroforos o grupo hemo. No en todas
las bacterias se han reportado los tres tipos de adquicion de hierro presentes en esta imagen, sin

embargo, algunas presentan mas de un tipo de mecanismo (Kregulac y Voguel, 2008).
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Hoy en dia la posibilidad de caracterizar los genes que codifican para las proteinas
de la membrana, en este caso de proteinas receptoras de la membrana externa, nos
ha acercado un poco mas entender mejor estos mecanismos.

Las investigaciones previas en relacion a los mecanismos de captacion de hierro

descritos en Av. paragalinarum, son los siguientes.
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2.-Antecedentes

La familia Pasteurellacea incluye bacterias patégenas de animales y humanos, que
adquieren el hierro que necesitan directamente de la transferrina del hospedero, por
medio de receptores de union a transferrinas (TbpA y TbpB) (Gray-Owen y Schryvers,
1996). Aunque en la mayoria de los microorganismos se ha descrito la necesidad de
ambas proteinas (TbpA y TbpB), en el 2001 Ogunnariwo y Schrvers caracterizaron a
nivel de receptores de transferrina una cepa de Pasteurella multocida aislada del
aparato respiratorio de bovinos, encontrando que TbpA es capaz de realizar
eficientemente la adquisicion de hierro, en ausencia de un segundo receptor de

proteina (TbpB).

El Gnico mecanismo de adquisicion de hierro descrito en Av. paragallinarum es a
través de las ovotransferrinas, mediante dos proteinas de unién a la transferrina (TbpA
y TbpB) similares a las de otras especies bacterianas: Ogunnariwo y Schryvers, en
1992 identificaron dos regiones en la ovotransferrina (I6bulo N y l6bulo C)
involucradas en la unién a receptores de transferrina de Av paragallinarum y
Avibacterium Avium. Aunque estos autores aislaron dos OMPs que se unian
especificamente a transferrina de pollo o de pavo, ellos no identificaron a estas OMPs
de 94 y 53 kDa respectivamente.

Larios et al., 2006 describieron la expresion diferencial de proteinas de membrana
externa, asi como secretadas, al crecer la bacteria (Av. paragallinarum) en medios con
baja concentracién de hierro, sugiriendo una regulacién en la expresion de sus genes

como respuesta a cambios en la concentracién de hierro en el medio (Larios, 2006).

Chantes Guerra (2007), amplificé por PCR, cloné y secuenci6é el gen fur de Av.
paragallinarum corroborando la existencia de un regulador en la expresién de los
genes que participan en la expresiéon de proteinas involucradas con la captacién del
hierro, encontrando también, que esta secuencia conserva los dominios de unién al

DNA y al hierro, tipicos de este regulador,
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No fue hasta el 2009 que Negrete Abascal et al., determinaron la identidad de dos
proteinas inducidas al crecer a Av. paragallinarum in vitro, bajo una limitacién de
hierro. Las proteinas obtenidas de la membrana externa de esta bacteria una de 90
kDa, y la otra de 60 kDa corresponden a los receptores de transferrina (TbpA y TbpB).
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3.-Justificacion

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de los microorganismos y su
adquisicién por algunas bacterias patdégenas contribuye a su virulencia. En diferentes
bacterias patdgenas se ha descrito que la expresidn de algunos genes cuyos
productos determinan factores de virulencia, también participan en la captacion de
hierro. Sin embargo, a pesar de los dafos patolégicos causados por Av.
paragallinarum en la Cl, no se han estudiado los genes que participan la captacion de
transferrina, limitando el entendimiento de estos mecanismos, y el desarrollo de

nuevas estrategias para combatir esta enfermedad.

4.- Hipotesis

£ Av. paragallinarum posee el gen tbpA que codifica para la proteina TbpA, y su
secuencia es similar a la de genes tbpA de la familia Pasteurellaceae.

5.- Objetivos

5.1.- Objetivo general

+ Clonar y caracterizar molecularmente el gen tbpA de Av. paragallinarum

5.1.1 Objetivos Particulares

+ Disenar oligonucleétidos para amplificar el gen tbpA de Av. paragallinarum
+ Clonar y secuenciar el gen tbpA de Av. paragallinarum
+ Realizar el analisis in silico de la secuencia obtenida del gen tbpA de Av.

paragallinarum.
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6.- Material y métodos

6.1.- Cepas bacterianas y crecimiento bacteriano

En el presente trabajo se empleo la cepa de referencia ATCC 0083 Avibacterium
paragallinarumy la cepa de Escherichia coli DH5a, ambas del cepario del laboratorio.
El crecimiento de la bacteria (Av. paragallinarum) se realizé en el medio de cultivo
infusién cerebro corazén (BHI), suplementado con NADH (10-20 pug/ml), y se incub6 a
37°C. Para el cultivo en agar, la bacteria se propagé incubando las placas en un
recipiente cerrado en atmésfera humeda y con un ambiente rico en CO2 (Terzolo et
al., 2000). Escherichia coli se propago en placas de agar Luria-Bertani y cuando se
requirio, fueron suplementadas con, bromo -chloro -indolyl B-D-galactosido (XGAL;
40ug/ml), isopropil B-D-thiogalactosido (IPTG; 40ug/ml), ampicilina (100 ug/ml) y

kanamicina (50 ug/ml).

6.1.1.- Disefio de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucleétidos para amplificar el gen tbpA de Av. paragallinarum se
realiz6 a partir de secuencias descritas para el gen tbpA, reportadas de diferentes
miembros de la familia Pasteurellaceae, asi como, a partir de la secuencia de la
proteina TbpA de Av. paragallinarum descrita por Negrete Abascal et al., (2009),

utilizando para su disefio el programa Oligo ®.
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6.1.2.-Aislamiento del DNA cromosomico de Av. paragallinarum y amplificacion

del gen thpA

El DNA gendémico de Av. paragallinarum se obtuvo usando el método de extraccion
descrito por Sambrook et al., 1989 (Anexos). Las condiciones de PCR para amplificar
el posible gen tbpA de Av. paragallinarum fueron estandarizadas usando DNA
cromosémico y los oligonucledtidos previamente disefiados (tbpA? y tppAP). El
producto de PCR fue observado en un gel de agarosa al 1%, después de someterlo a
una separacion electroforética. Este producto amplificado fue extraido del gel de
agarosa siguiendo las instrucciones del sistema de purificacién de productos de PCR
(Wizard plus SV, Promega) (Anexos), para su posterior insercion en el vector
plasmidico pBluescriptll Ks (+).

6.1.4.- Clonacion del producto de PCR y seleccion de las clonas transformantes

Para la insercién del fragmento amplificado, el plasmido fue digerido con la enzima
EcoR-V (20ng/ul del plasmido fueron digeridos durante 3 horas a 379, utilizando 1.5
unidades de la enzima EcoRV invitrogen®). La insercion del producto de PCR en el
plasmido se realiz6 bajo las siguientes condiciones: se coloco una muestra del
producto de PCR y del plasmido digerido, conservando una relacion 4 :1, esto fue
mezclado cuidadosamente y se incubo por 12 horas a temperatura ambiente.
Después se realizd la transformacién y consecuentemente la clonacién de células
competentes de E. coli DH5a nuevamente siguiendo el protocolo descrito por
Sanbroock et al., 1989 (Anexos). La seleccion de las celulas transformantes se realizé
en placas de medio LB que contenian ampicilina (100 pg/ml), Kanamicina (50 pg/ml),
XGAL (40ug/ml) e IPTG ( 40ug/ml), obteniendo colonias blancas y azules, de las
cuales, se seleccionaron las colonias blancas, debido a que el fragmenté del gen tbpA
de Av. paragallinarum interrumpié el gen lacZa del plasmido pBluescriptll Ks (+) por lo
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que las colonias /lacZa negativas son las que tienen el inserto; generando las clonas
qgue contenian el pBluescriptll Ks (+)—tbpA.
Para corroborar que las clonas seleccionadas tuvieran el inserto se realizé una

reacciéon de PCR utilizando como DNA molde el plasmido recombinante.

Algunas de estas clonas se purificaron y se les extrajo el DNA plasmidico siguiendo
el protocolo descrito por Sanbroock et al., 1989 (Anexos) para la posterior
secuenciacién del producto amplificado.

6.1.5 Secuenciacién y analisis in silico

La secuenciacion se realizé mediante el protocolo de secuenciacion de primer dye y
Ta Sv1 deoxy-terminador, en un analizador Perkin-Elmer (Secuenciador ABI prisma

3100), utilizando los primer disefiados en el presente trabajo.

El analisis in silico de la secuencia obtenida del probable gen tbpA de Av.
paragallinarum, se realizO comparando la secuencia obtenida, con secuencias
previamente reportadas en el banco de genes, utilizando los programas

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ y www.expasy.org/tool.
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7. Resultados

7.1.- Disefio de oligonucle6tidos tbpA®y tppA®.

A partir de las secuencias nucleotidicas de genes tbpA, reportadas de diferentes
miembros de la familia Pasteurellaceae, incluida la secuencia reportada por Negrete
Abascal et al. (2009), se disefiaron los oligonucleétidos tbpA?y tppA® para amplificar el
probable gen tbpA de Av. paragallinarum (Figura 3).

tbpA? : 5”- tatgtcacaggtaccaaaaagaaa-3
tppA®: 5”- attgcattaagcgaagattgac-3

Figura 3.-Oligonucleotidos upper y lower, disefiados para amplificar la secuencia del gen thpA.

7.1.1.- Aislamiento del DNA cromosoémico de Av. paragallinarum

El DNA gendémico de Av. paragallinarum se obtuvo usando el método de extraccion
descrito por Sanbrook et al., 1989. La extraccién no mostré contaminacién de RNA
como se muestra en la figura 4.

I0Kb |—»

1500bp

250bp

Figura 4.- Gel de agarosa (1 %). Se muestra el DNA gendémico de Av. paragallinarum en el carril 2

y en el carril 1 se observa el marcador de peso molécular (10 kb).
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7.1.2.- Amplificacion del gen, insercion y clonacion.

Las condiciones de la PCR ideales para amplificar el gen tbpA de Av. paragallinarum
utilizando el par de oligonucledtidos disefiados (tbpA® y tppA®) fueron:
desnaturalizacion a 95 °C por 3 minutos; 95 C durante 30 segundos, 50 °C durante 30
segundos; 72 °C durante1.30 minutos; estos ultimos tres pasos durante 30 ciclos, con
una extensién final de 3minutos a 72 °C. En la figura 5 se observa el producto del

PCR de aproximadamente 3000 pb.

Figura. 5.-. Gel de agarosa (1%) donde se muestra el producto de amplificacion por PCR del gen

thpA de Av. paragallinarum (carril 1); Carril 2 marcador de peso molecular (1 kb).

Con estas condiciones y con los oligos disefiados se pudo obtener un amplicon de
aproximadamente 3000pb; sin observarse una amplificacién inespecifica.

El amplicén se extrajo del gel de agarosa, siguiendo las instrucciones del sistema de

purificacion de productos de PCR y gel Wizard® SV de Promega, y se inserto en el
vector plasmidico pBluescriptll Ks (+), generando el plasmido pBluescriptll Ks (+)-tbpA.
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Con este plasmido se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a.
La seleccion de las células transformantes se realiz6 en placas de medio LB
suplementadas con penicilina (50 pg/ml), IPTG (40 pg/ml) y X-gal (40 ug/ ml); se
seleccionaron las colonias blancas debido a que el fragmento del gen tbpA de Av.

paragallinarum interrumpié el gen lacZa del plasmido pBluescriptll Ks (+).

Las clonas obtenidas (células competentes de Escherichia coli DH5a que contienen
el plasmido pBluescriptll Ks (+)-tbpA) fueron resembradas, y posteriormente se les

extrajo el DNA plasmidico (Figura 6).

10 kb

3000 bp

250 pb

Figura 6.- Gel de agarosa (0.8%) donde se muestra el DNA plasmidico pBluescriptll Ks (+) — thpA
obtenido de las clonas seleccionadas. Carril 1 DNA plasmidico. Carril 2 marcador de peso

molecular de 10 Kb.

Para comprobar que las clonas tuvieran el inserto se purificd el plasmido de una de
estas clonas y se realizé una reamplificacion usando como molde al pldsmido

recombinante a las mismas condiciones de PCR previamente descritas (Figura 7).
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3000 bp

1500pb

250bp

Fig. 7.- Gel de agarosa (1%) donde se muestra: Carril 1 producto de PCR en el cual se utilizo como
DNA molde el plasmido pBluescriptll Ks (+)— thpA ( con inserto); carril 2 marcador de peso

molecular 10 kb.

7.1.3.- Secuenciacion del gen clonado

La secuencia nucleétidica obtenida del plasmido purificado (la clona pBluescriptll Ks
(+)-tbpA, Figura 8), correspondié a un fragmento de 1800 pares de bases. Este
fragmento fue analizado utilizando los programas de www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ y
www.expasy.org/tool: se encontré una identidad de 97 % con genes tbpA de
miembros de la familia Pasteurellaceae: Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 7;
Haemophilus parasuis strain Nagasaki TbpA (tbpA); A. pleuropneumoniae transferrin
binding protein 2 (tbpB) and transferrin binding protein 1 (tbpA); A. pleuropneumoniae
tbpB gene encoding transferrin receptor .
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Figura 8.- Alineamiento de secuencia obtenida del gen thpA de Av. paragallinaru, con la

secuencia del gen tbpA de Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 7.:

los incisos a) y b)

corresponden a la secuencia obtenida con los oligonucledtidos tbpA® y tprb, y el inciso c),

corresponde a la secuencia reportada para Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 7 En azul se

sefala la identidad, en negro las divergencias, y en rojo la similitud.

A partir de la secuencia obtenida, se disenaron nuevos oligonucleétidos

complementarios a los extremos de la secuencia obtenida (Figura 9), dado que la

24




secuencia obtenida, fue parcial al fragmento clonado. Con los nuevos oligonucleotidos
tbpA° y tbpA® (Figura 10) se establecieron nuevamente condiciones ideales para la
PCR: desnaturalizacién a 95 °C por 3 minutos; 95 C durante 30 segundos, 56 °C
durante 30 segundos; 72 °C durante1.30 minutos; estos ultimos tres pasos durante 30
ciclos, con una extension final de 3minutos a 72 °C. En la figura 11 se observa el
producto del PCR de aproximadamente 1500 pb.

Diseno de
oligonucledtidos

Figura 9.- Representacion esquematica del disefio de oligonucleotidos: a partir de la secuencia
obtenida, en la cual se utilizaron los oligonucledtidos tbpA® y tbpA®, se disefiaron nuevos
oligonucleétidos complementarios (tbpA° y tbpA? ) a los extremos de esta secuencia, con la

finalidad de obtener la secuencia completa del gen tbpA.
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tbpA°: 5”-aggttgagtgtcttatgatggtc 3”
tbpA? 5”- catcgctggagectttcgtt 3”

Figura 10.- Oligonucleotidos disefiados complementarios a la secuencia obtenida del gen thpA

Este producto de PCR fue secuenciado a las condiciones descritas anteriormente.
La  secuencia obtenida, fue analizada utilizando los  programas
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ y www.expasy.org/tool. A partir de esta secuencia, se

obtuvo la secuencia nucleotidica completa del gen tbpA de Av. paragallinarum (Figura
12).

10Kb

1500 bp

250bp

Figura 11.-Gel de agarosa (1%) donde se muestra: (carril uno) producto de PCR, en el cual se
utilizo como DNA molde el plasmido pBluescriptll Ks (+) con inserto, y los oligos tbpA® y topA?

complementarios a los extremos de la secuencia, (carril dos) marcador de peso molecular 10 kb
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1 10 20 30 40 50 60 FO a0 a0 100 110 120 130
1

1
ATGAARAATARATTARATCTGATTAGCCTTGCTCTGCTTAGCCTCTTTGCCGTACARAGE TATGCAGAACAAGCGG TGCARTTGARCGATGTTTATGTCACAGGTAC

Avpg « ACAT!
Hparas ATGAAAAATARATTARATCTGATTAGCCTTGCTATTCTTAGCCTCTTTGCCGTACARAGE TATGCAGAACARGCGG TGCARTTGAACGATGTTTATGTCACAGGTACK ACAT!
Ap ATGAAARATARATTARATCTGATTAGCCTTGCTCTGCTTAGCCTCTTTGCCGTACARAGC TATGCAGAACAAGCGG TGCARTTGAACGATGTT TATGT CACAGGTACK ACAT!
Consensus ATGAARRATARATTARATCTGATTAGCCTTGCTeTeCTTAGCCTCTTTGCCGTACARAGC TATGCAGAACARGCGG TGCARTTGARCGATGTTTATGTCACAGGTACK ACAT!
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 2a0 250 260
1 1
Avpg AGAACGAAGTGACAGGCTTAGGGAAAGTAGTGARAACACCAGATTCTCTTAGTARGGAGCAAGTGT TAGGAATGCGAGATC TGACTCGC TACGATCCAGETATTTCTGTAGTAGAGCARGGACGAGGTGC
Hparas AGAACGAAGTGACAGGCTTAGGGAAAGTAGTGARAACACCAGATTCTCTTAGTARGGAGCAAGTGT TAGGAATGCGAGATC TGACTCGC TACGATCCGGETATTTCTGTAGTAGAGCARGGACGAGGTGC
p AGAACGAAGTGACAGGC T TAGGGAAAGTAGTGARRACACCAGATTCTCTTAGTARGGAGCARGTGT TAGGAATGCGAGATC TGACTCGCTACGATCCGGGTATTTCTGTAGTAGAGCAAGGACGAGGTGC
Consensus AGARCGAAGTGACAGGCTTAGGGARAGTAGTGARAACACCAGATTCTCTTAGTARGGAGCAAGTGT TAGGAATGCGAGATC TGACTCGC TACGATCCEGGTATTTCTGTAGTAGAGCARGGACGAGGTGC
261 a70 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
Avpg AACGACAGGCTACTCAATTCGTGGGGTAGATCGTAATCGTGTGGGCT TGGCATTAGACGGT TTGCCACAGATTCARTCCTATGTARGTCAATATTCACGT TCCTCAAGCGGTGCCATTAATGARATAGAR
Hparas AACGACAGGCTACTCARTTCGTGGGGTAGATCGTAATCGTGTGGGCTTGGCATTAGACGGTTTGCCACAGATTCAATCCTATGTARGTCAATATTCACGTTCCTCAAGCGGTGCCATTAATGARATAGAR
Ap  AACGACAGGCTACTCAATTCGTGGGGTAGATCGTAATCGTGTGGGCT TGGCATTAGACGGT TTGCCACAGATTCAATCCTATGTAAGTCAATATTCACGTTCCTCARGCGGTGCCATTAATGARATAGAR
Consensus ARCGACAGGCTACTCARTTCGTGGGGTAGATCGTAATCGTGTGGGCT TGGCATTAGACGGT TTGCCACAGATTCARTCCTATGTARGTCAATATTCACGTTCCTCARGCGGTGCCATTARTGARATAGAR
391 a00 aio azo azo aao aso a6o azo a8o 490 500 510 520
1 1
Avpg TRCGHRRRTCTGCGTTCGRTCCHRRTTHGTRRHGERGCTRGTTCTTCTGRGTTTGGCRGCGGCTCGCTRGECGGTTCGGTECRHTTCCGTRCCHRRGREGTRRECGHCHTTHTTRRGCCRGGGCRRTCTT
Hparas TACGARAATCTGCGTTCGATCCAAATTAGTARAGGAGCTAGTTCTTCTGAGT TTGGCAGTGECTCGCTAGGCGGT TCGETGCAATTCCGTACCAARGAGGTARGCGACATTATTAAGCCAGGGCARTCTT
Ap TRCGARRAT CTRCGT TEGATECHRATTAGTARABGAGETAGTTCTTCTGHGT T1GGCHGT GOETERCTHBRECRTTCGG TGCART TELOT ACCARAGAGG TARGEGACATTHT THAGCCAGRREARTCT T
Consensus TACGARAATCTGCGTTCGATCCARATTAGTARAGGAGC TAGTTCTTCTGAGT TTGGCAGLGGECTCGCTAGGLCGGT TCGGTGCART TCCGTACCARAGAGG TARGCGACATTATTARGCCAGGGCAATCTT
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1 1
Avpg GGGGACTAGATACCAAAAGTGCCTACAGCAGCARAAATCAACAATGGT TAAACTCACTTGCTTTTGCGGGTACTCACARTGECTTTGATGCTCTTGTGATTTACACTCACCGTGATGGTARGGAAACGAR
Hparas GGGGACTAGATACCAAAAGTGCCTACAGCAGCARAAATCAACAATGGT TAAACTCACTTGCTTTTGCGGGTACTCACARTGECTTTGATGCTCTTGTGATTTACACTCACCGTGATGGTARGGARACGAR
Ap GGGGACTAGATACCARAAGTGCCTACAGCAGCARAAATCAACAATGGT TAAACTCACTTGCTTTTGCGGGTACTCACARTGECTTTGAGTCTCTTGTGATTTACACTCACCGTGATGGTARGGARACGAR
Consensus GGGGACTAGATACCAARAGTGCCTACAGCAGCAAAAATCAACAATGGT TARACTCACTTGCTTTTGCGGGTACTCACARTGECTTTGALgCTCTTGTGATTTACACTCACCGTGATGGTARGGEARACGAR
651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
1 1
Avpg AGCTCATARGGATGCAGAAAGCCGTTCTARGAGTATTCAGAGAGTGGATCTCGCAGACARTAATCCTCAAGGTAGCARTTGGTTTARAGT TAAGARTGATTGTCCAAGT TTGAACT GLGAGCCACGCCAG
Hparas AGCTCATARGGATGCAGAAAGCCGTTCTARGAGTATTCAGAGAGTGGATCTCGCAGACAATAATCCTCAAGGTAGCART TGGTTTARAGT TAARGARTGATTGTCCAAGT TTGAACT GCGAGCCACGCCAG
AGCTCATAAGGATGCAGARAGCCGT TCTAAGAGTATTCAGAGAGTGGATC TCGCAGACARTARTCC TCARGGTAGCART TGGTTTARRGT TARGAATGAT TGTCCAAGT TTGAACTGCGAGCCACGCCAG
Consensus AGCTCATARGGATGCAGAAAGCCGTTCTAAGAGTATTCAGAGAGTGGATCTCGCAGACAATAATCCTCARGGTAGCAAT TGETTTARAGT TRAAGARTGATTGTCCAAGT TTGAACTGCGAGCCACGCCAG
781 790 a00 a10 820 830 840 850 860 a70 aso 90 00 10
1 1
Avpg CAGGTTGGAGTGTCTTATGATGGTCAGAAGTATATARCAGAGCAACTCAGTGC TARAGAATATACAGGTGARGARCGAGCC TTGCCTGATCCAGTGARATATARATCTGATTCTTGGCTGGTTARATTAG
Hparas CAGGTTGGAGTGTCTTATGATGGTCAGARGTATATARCAGAGCAACTCAGTGC TAAAGAATATACAGGTGAAGARCGAGCC TTGCCTGATCCAGTGARATATAAATCTGATTCTTGGCTGGTTARATTAG
Ap CAGGTTGGAGTGTCTTATGATGGTCAGAAGTATATARCAGAGCAACTCAGTGC TAARGAATATACAGGTGAAGARCGAGCC TTGCCTGATCCAGTGARATATARATCTGATTCTTGGCTGGTTARATTAG
Consensus CAGGTTGGAGTGTCTTATGATGGTCAGARGTATATARCAGAGCAACTCAGTGC TAARGAATATACAGGTGARGARCGAGCC TTGCCTGATCCAGTGARATATARATCTGATTCTTGGCTGGTTARATTAG
911 az0 930 940 aso /6o 970 ago g0 1000 1010 1020 1030 1040
1 1
AP BT ARG T T A AT T AT T GG T G T T AT A T A ARG N G T AT BT AL T O G T AT GACC TAT CC T GC T TAT T GGCAGC TATCAGAT T TAAAARATGGTEATAGTEGTA
Hparas GTTATAGCCTTTCACCAAAACATTATGTGGCTGGTGTTTATGAGCATAGCARGCARCGCTATGATACTCGCGATATGACCTATCCTGCT TATTGGCAGCTATCAGAT TTARAAAATGGTGATARGTGGTA
Ap GTTRTRECCTTTCRCCRHRRCRTTRTGTGECTGGTGTTTRTGHGCHTHGCHRECRHCECTHTERTHCTCGCGRTRTGRCCTRTCCTGCTTRTTGGCRGCTRTCHGRTTTRRHRRRTGGTGRTRRGTGGTR
Consensus GTTATAGCCTTTCACCAAAACATTATGTGGCTGETGTTTATGAGCATAGCARGCAACGCTATGATACTCGCGATATGACCTATCCTGCTTATTGGCAGCTATCAGAT TTARAAAATGGTGATARGTGGTA
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
Avpg TCCAATGARTAATGCTAAAGGATTATATCGTGATAATGCTTTAGATGGTGTTGCTATTGACTACT TTACGGARGATGGTGTGAAATCATCAAAAGGTTTACGT TGGGCAARAGCTCGTTTTATTGACGAG
Hparas TCCRHTERRTRRTGCTRHREGRTTRTRTCETGHTRRTECTTTHGRTGETGTTECTHTTGRCTRCTTTRCGERRGRTGGTGTGRHRTCRTCRRRHGETTTRCGTTGGGCHRRHGCTCGTTTTHTTGRCGRG
Ap  TCCAATGARTAATGC TAAAGGATTATATCGTGATAATGCTTTAGATGGTGTTGCTATTGACTACT T TACGGARGATGGTGTGAAATCATCARAAGGTTTACGT TGGGCAARAGCTCGT TTTATTGACGAG
Cansensts  TCCHATGARTARTGCTAARGGATTATATCETGATARTGETTTHBATBETOTGETATTGCTHCT T1HCOGARGATGE TG GARATCATCARRAGETTTACGT TBGCCHRRAGCTCOTTTTHT TGACGHD
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1
Avpg TGGCACACTCGTGATCGCTTAGGTGCTTTATATCGTTATACCAATCAAGATGGARATCGTCTGATTGATAGACTATCCTTGAGT TTCGATCAGCARARARTTARTTTATCTACCCGCT TGAGAGAGAACA
Hparas TGGCACACTCGTGATCGCTTAGGTGCTTTATATCGTTATACCGATCAAGATGGARATCGTCTGATTGATAGACTATCCTTGAGT TTCGATCAACARARARTTAATTTATCTACCCGCT TGAGAGAGAACA
Ap  TGGCACACTCGTGATCGCTTAGGTGCTTTATATCGTTATACCAATCAAGATGGARATCGTCTGATTGATAGACTATCCTTGAGT TTCGATCAACARARARTTAATTTATCTACCCGCT TGAGAGAGAACA
Consensus TGGCACACTCGTGATCGCTTAGGTGCTTTATATCGTTATACCaATCARGATGGAAATCGTCTGAT TGATAGACTATCCTTGAGT TTCGATCAaCARARARTTARTTTATCTACCCGCT TGAGAGAGAACA
1301 1310 1320 1330 13d0 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1
Avpg ACTGTTCCGARTATCCAACCATAGATAAGARTTGCCGTGCAACTCTTGATARACTTTGGTCTTCAACTARARATGAGCARAGTTCT TATGAAGAARARCACGACACTATTCAGCTCTCGTTAGATAAAAC
Hparas ACTGTTCCGARTATCCAACCATAGATAAGAATTGCCGTGCAACTCTTGATARACTTTGGTCTTCAACTAAARATGAGCARAGTTCT TATGAAGAARARCACGACACTATTCAGCTCTCGTTAGATAAAAC
Ap ACTGTTCCGARTATCCAACCATAGATAAGARTTGCCGTGCAACTCTTGATARACTTTGGTCTTCAACTARARRTGAGCARAGTTCT TATGAAGAARARCACGACACTATTCAGC TCTCGTTAGATAARAC
Consensus ACTGTTCCGARTATCCAACCATAGATARGAAT TGCCGTGCAACTCTTGATARACTTTGETCTTCAACTARARRTGAGCAAAGT TCTTATGAAGARRARCACGACACTATTCAGCTCTCGTTAGATAAAAC
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 1
Avpg CGTACARACGGGATTGGGTARACATCAATTARATATGTTATTAGGT TCAGACCGTTTCAAT TCCACCTTARRACGCCACGARRT TTTGAGTGAATTTTCTGTGEGAACT TGGCATCGTATCAGAGGTAAC
Hparas CGTACARACGGGATTGGGTARACATCAATTARATATGT TATTAGGGTCAGACCGTTTCAAT TCCACCT TAARRRCGCCACGARAT TTTGAGTGAATTTTCTGTGEGAACT TGGCATCGTATCAGAGGTAAC
Ap CGTACARACGGGATTGGGTAAACATCAATTARATATGT TATTAGGT TCAGACCGTTTCAAT TCCACCT TARARCGCCACGARAT TTTGAGTGAATTTTCTGTGGGAACT TGGCATCGTATCAGAGGTAAC
Consensus CGTACARACGGGATTGGGTAAACATCAATTARATATGTTATTAGGL TCAGACCGTTTCARTTCCACCT TARARCGCCACGARRTTTTGAGTGAATTTTCTGTGEGAACTTGGCATCGTATCAGAGGTAAC
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
Avpg GGTTATAARGATACACCTTACATCTATGAGCTARAAGATCAGGCAATTTATAGTARAAATGAATGTGATTATAGTGECACTATTGCAGGTAGGGE TGATTGTGC TACAAGTAAAATCARAGGGECATAATC
Hparas GGTTATARRGATACCCCTTACATCTATGAGCTARAAGATCAGGCAATTTATAGTARRRATGARTGTGATTATAGTGGCACTATTGCAGGTAGGGE TGATTGTGC TACARGTAAAATCARAGGGCATARTC
p GGTTATAARGATACACCTTACATCTATGAGCTARRAGATCAGGCAATTTATAGTAAARATGARTGTGATTATAGTGGCACTATTGCAGGETAGGGCTGATTGTGC TACARGTARARTCARAGGGCATAATC
Consensus GGTTATAAAGATACACCTTACATCTATGAGCTARAAGATCAGGCAATTTATAGTAAAAATGAATGTGATTATAGTGGECACTATTGCAGGTAGGGL TGATTGTGC TACAARGTAAAATCARAGGGECATAATC
1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1
Avpg ACTACATCGCTCTGAGAGATAATTTTGCCATAACCARGTATTTGGATATTGGTTTGGETTACCGTTTCGATARGCATARAT TCCGTAGCACTCATCGC TGGGCARATCARGGCGAT TATARARACAGTGC
Hparas ACTACATCGCTCTGAGAGATAATTTTGCCATAACCARGTATTTGGATATTGGTTTGGGTTACCGTTTCGATARGCATGART TCCGTAGCACTCATCGCTGGGCARATCAAGGCGAT TATARARACAGTGC
Ap  ACTACATCGCTCTGAGAGATAATTTTGCCATAACCARGTATTTGGATATTGGTTTGGGTTACCGT TTCGATARGCATAAAT TCCGTAGCACTCATCGE TGGGCARATCAAGGCGAT TATARARACAGTGC
Consensus ACTACATCGCTCTGAGAGATARTTTTGCCATAACCARGTATTTGGATATTGGTTTGGGTTACCGTTTCGATARGCATaAAT TCCGTAGCACTCATCGE TGGGCAAATCAAGGCGAT TATARARACAGTGC
1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1 1
Avpg GTGGAATATTGGCATAGTCGCAAAACCARCGTCATTCCTATCGCTCTCTTATCGAGCATCATCTGGCTTTAGAGTGCCARGTTTCCAAGAGCTATTTGGCTTACGTTATGATGETGCARTGARAGGCTCC
Hparas GTGGAATATTGGCATAGTCGCAAAACCARCGTCATTCCTATCGCTCTCTTATCGAGCATCATCTGGCTTTAGAGTGCCARGTTTCCAAGAGCTATTTGGCTTACGT TATGATGGTGCARTGARAGGCTCC
Ap GTGGAATATTGGCATAGTCGCAAAACCARCGTCATTCCTATCGCTCTCTTATCGAGCATCATCTGGCTTTAGAGTGCCARGTTTCCAAGAGCTATTTGGCTTACGTTATGATGETGCARTGARAGGCTCC
Consensus GTGGARTATTGGCATAGTCGCAAARCCARCGTCATTCCTATCGCTCTCTTATCGAGCATCATCTGGCTTTAGAGTGCCARGTTTCCAAGAGCTATTTGGCTTACGTTATGATGGTGCARTGARAGGCTCC
1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 1
Avpg AGCGATGCTTACK ATCTCCTGARRARTCCTTARACCARGAGGTTGL TGCGACTTTCARAGGTGATTTTGGTGTCGTTGARGTCAGTTATTTCARRARTGACTATAAGCAGT TAA
Hparas AGCGATGCTTACCAARAAACAGAGAAGTTATCTCCTGARAAATCCTTAARCCARGAGGTTGCTACGACTTTCAARGGTGATTTTGGTGTCGTTGARGTCAGTTATTTCARRAATGACTATARGCAGT TAA
Ap AGCGATGCTTACCAARAAACAGAGAAGT TATCTCCTGARAAATCCTTARRCCARGAGG T TGCTGCGACTTTCAARGGTGATTTTGGTGTCGTTGARGTCAGTTATTTCARRAATGACTATARGCAGT TAA
Consensus AGCGATGCTTACCARARAACAGAGAAGT TATCTCCTGARAAATCCTTARRCCARGAGGTTGCTeCGACTTTCARRGGTGATTTTGGTGTCGTTGARGTCAGTTATTTCARAAATGACTATARGCAGT TAA
2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 azo0 az10
Avpg TTGCTCCAGCAGARAGAATGCATCAAACTCARTCAATGATTAACTATTTTARTGTGCARGATATTAAATTGGACGGCATTARTCTTATTGGTAAGCTAGATTGGARTGGGGTATTTGATARARTTCCTGA
Hparas TTGCTCCAGCAGARAGAATGCATCARACTCARTCARTGATTAACTATTTTARTGTGCARGATATTAAATTGGACGGCATTARTCTTATTGGTAAGCTAGATTGGARTGEGGTATTTGATARARTTCCTGA
Ap TTGCTCCAGCAGARAGAATGCATCAAACTCARTCAATGATTAACTATTTTAATGTGCARGATATTAAATTGGACGGCAT TARTCTTATTGGTAAGCTAGATTGGARTGGGGTATTTGATARARTTCCTGA
[ TTGCTCCAGE TGCATCARACTCAATCAATGATTAACTATTTTAATGTGCARGATATTARATTGGACGGCATTAATCTTATTGGTARGCTAGAT TGGARTGGEGTATTTGATAAAATTCCTGA
211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
1 1
Avpg GGGCATTTACACARCATTGGCTTATAGCARARTGCGAGTAAAAGAGGTGAARRAC TATCAAGGGTATATGAATATTCGTTCTCCATTGTTAGATACCATTCAGCCTGCTCGCTATGTTGTAGGAGT GEEE
Hparas GGGCATTTACACAACATTGGCTTATAGCARAATGCGAGTAAAAGAGGTGAAAAACTATCAAGGGTATATGAATATTICGTTCTCCATTGT TAGATACCATTCAGCCTGCTCGCTATGTTGTAGGAGT GGEG
Ap  GGGCATTTACACAACATTGGCTTATAGCAAAATGCGAGTAAAAGAGGTGAAAAACTATCAAGGGTATATGAATATTCGTTCTCCATTGT TAGATACCATTCAGCCTGCTCGCTATGTTGTAGGAGT GEGG
Consensus GGGCATTTACACAACATTGGCTTATAGCAAAATGCGAGTAAAAGAGGTGARAAAC TATCARGGGTATATGAATATTCGTTCTCCATTGTTAGATACCATTCAGCCTGCTCGCTATGTTGTAGGAGT GEGG
2341 2350 2360 2370 2380 2390 2a00 zaio 2azo 2a30 2440 2450 2460 2470
1 1
Avpg TACGATCAGCCAGATGAAAAATGGGGCGTGARTCTARCAATGACACACTCCAGTGGARARAATCCAAATGAGT TARGAGGTARTGAACAAGTCGGTTTTGCCART TATGAGCGAAL TGCCACGAAGAAAR
Hparas TACGATCAGCCAGATGAAAAATGGGGCGTGARTCTARCAATGACACAC TCCAGTGGAARAAATCCAAATGAGT TAAGAGG TARTGAACAAGTCGGTTTTGCCAAT TATGAGCGAAL TGCCACGARGAAAR
Ap TACGATCAGCCAGATGAAAAATGGGGCGTGARTC TARCAATGACACAC TCCAGTGGAARAAATCCAAATGAGT TAAGAGG TARTGAACAAGTCGGTTTTGCCAATTATGAGCGAAL TGCCACGARGARAR
Consensus TACGATCAGCCAGATGAAAAATGGGGCGTGAATCTARCAATGACACACTCCAGTGGARAAAATCCAAATGAGT TARGAGGTARTGAACAAGTCGGTTTTGCCAAT TATGAGCGAAL TGCCACGARGAARAR
2471 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
1 1
Avpg GAACACGTTCTTGGCATACCTTTGACT TAACGGGATATATCACCCCT TGGARACATACARCGGTACGAGE TGGCGTATATARCCTGATGAATTATCGT TACACCACTTGEGAATCCGTACGTCAATCTTC
Hparas  BARCAC T T T AT A T T T T O G T A T AT A C T T GG T A A GG T GG T GGG T AT T ANCC TGATGARTTATCGT TACACCACT TOGEAGTCCGTACGTEAATCTTC
Ap GAACACGTTCTTGGCATACCTTTGACT TAACGGGATATATCACCCCT TGGARACATACAACGGTACGAGE TGGCGTATATARCCTGATGAATTATCGT TACACCACT TGGGAATCCGTACGTCA
Consensus GRRCHCETTCTTGGCRTHCCTTTGRCTTﬂRCGGGRTRTRTCRCCCCTTGGHRRCRTﬂCRRCGETRCGRGCTGGCGTRTHTRRCCTERTGRRTTHTCGTTﬂDRCCRCTTEGGHaTCCGTRCGTCRRTCtbc
2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2697
Avpg GCTTARTGCARTTCATCAGCATACTAACGTARARGACTATGCAAGGTATGCAGCGCCCGGTAGARATTATGTIGTTTCATTCGARATGARATTCTAR
Hparas GCTTARTGCARTTCATCAGCATACTARCGTARARGACTATGCARGGTATGCAGCGCCCGGTAGARATTATGTTGTTTCATTCGARATGARATTCTAR
Ap
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Figura 12. Alineamiento de las secuencia completa, obtenida del gen thpA4 de Av. paragallianrum

(avpg), con las secuencias de los genes thpA de Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 7 (Ap)

y Haemophilus paraseis cepa Nagasaki (Hparas) En azul se sefala la identidad, y en negro las

divergencias pbluescript-thpA.




Como parte del analisis in silico se realizo la traduccién de la secuencia nucleétidica
a proteina. Una busqueda BLAST en la base de datos de GenBank data base, revelo
un 97 % de identidad con la proteina TbpA reportada para Actinobacillus
pleuropneumoniae serovar 7 (Figura 13).
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1
Ap? HKHKLHLISLALLSLFAYQSYAEQAYALHDYYYTGTKKKAHKKENEY TGLGKYYKTPDSLSKEQYLGH--ROL TRYDPGLSYYEQGRGATTGYSIRGYDRNRVGLALDGLPOTASYYSOYSRSSSGAT
Avpg  HETKNKLHLISLALLSLFAYOSYAEQRYOLHDYYYTGTKKKAHKKEWEY TGLGKYYKTPDSLSKEQYLGHETROL TRYDPGLSYYEQGRGATTGYSIRGYDRNRYGLALDGLPOTASYYSOYSRSSSGAT
Consensus  , ,nKHKLHLISLALLSLFAVOSYAEQRYOLNDYYYTGTKKKAHKKENEY TGLGKYYKTPDSLSKEQYLGH, . ROLTRYDPGISYYEQGRGATTGYSIRGYDRHRYGLALDGLPOIASYYSOYSRSSSGAT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1
Ap7? HEIEYEHLRSIOISKGASSSEFGSGSLGGSYAFRTKEYSDIIKPGASHGLDTKRSAYSSKHOOHLNSLAFAGTHHGFDALYIY THRDGKETKAHKDAESRSKSIARYDLADHHPOGSHHFKYKHDCPSLHC
Avpg HEIEYEHLRSIOISKGASSSEFGSGSLGGSYQFRTKEYSDIIKPGOSHGLOTKSAYSSKHOOHLNSLAFAGTHNGFDALYIY THRDGKETKAHKDAESRSKSTARYDLADHHPOGSHHFKYKRDCPSLHC
Consensus  HEIEYEWLRSIOISKGASSSEFGSGSLGGSYOFRTKEYSDITKPGASHGLDTKSAYSSKHOOHLNSLAFAGTHNGFDALYIY THRDGKETKAHKDAESRSKSIORYDLADNNPOGSHHFKYKNDCPSLNC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 30 380 390
1
Ap7 EPROOYGYSYDGOKYITEQLSAKEYTGEERALPDPYKYKSDSHLYKLGYSLSPKHYVAGY YEHSKORYDTROH--TYPAYHALSDLKHGOKHYPH--NHAKGL YRONALDGYALDYF TEDGYKSSKGLRH
Avpg  EPROOYGYSYDGOKYITEQLSAKEYTGEERALPDPYKYKSDSHLYKLGYSLSPKHYVAGY YEHSKORYDTROHETTYPAYHOLSOLKHGDKHYPHETHHAKGL YRONALDGYAIDYF TEDGYKSSKGLRH
Consensus  EPROOYGYSYDGOKYITEQLSAKEYTGEERALPDPYKYKSDSHLYKLGYSLSPKHYYAGYYEHSKORYDTRDH, , TYPAYHOLSDLKNGDKHYPH, . HHAKGL YRDHALDGYAIDYF TEDGYKSSKGLRH

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1
Ap? AKARFIDEHHTRDRLGALYRYTHODGHRLIDRLSLSFDOOKIHLSTRLRENNCSEYPTIDKHCRATLOKLHSSTKHEASSYEEKHDTIOLSLDKTYATGLGKHOLHH--LL GSDRFHSTLKRHEILSEFS
Avpg AKARFIDEHHTRDRLGALYRYTHODGHRLIDRLSLSFDQOKIHLSTRLRENNCSEYPTIDKHCRATLOKLHSSTKNEQSSYEEKHDTIOLSLDKTYOTGLGKHOLHHETLLGSDRFHSTLKRHEILSEFS
Consensus  AKARFIDEHHTRDRLGALYRYTHAODGHRLIDRLSLSFDOOKTHLSTRLRENHCSEYPTIDKHCRATLOKLHSSTKHEQSSYEEKHDTIOLSLDKTYATGLGKHALHN, LLGSORFHSTLKRHEILSEFS

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1
Ap7? YGTHHRIRGHGYKDTPYIYELKDOAIYSKHECDYSGTIAGRADCATSKIKGHHHYIALRDNFALTKYLDIGLGYRFOKHKFRSTHRHANOGDYKHSAHHIGIVAKP TSFLSLSYRASSGFRYPSFOELFG
Avpg  YGTHHRIRGHGYKDTPYIYELKDORIYSKHECDYSGTIAGRADCATSKIKGHHHYIALRDNFALTKYLDIGLGYRFDKHKFRSTHRHANOGDYKHSAHHIGIYAKP TSFLSLSYRASSGFRYPSFOELFG
Consensus  YGTHHRIRGHGYKDTPYIYELKDORIYSKHECDYSGTIAGRADCATSKIKGHHHYIALRONFAITKYLDIGLGYRFDKHKFRSTHRHANOGDYKHSAMNIGIYAKPTSFLSLSYRASSGFRYPSFAELFG

651 660 670 680 690 700 o 720 730 40 750 760 710 780

1
Ap7?  LRYDGAH--KGSSDAYOKTEKLSPEKSLHOEYAATFKGDFGYYEYSYFKHDYKOLIAPAERH--HATOSH--INYFH¥ODIKLDGINL IGKLDHHGYFOKIPEGLYTTLAYSKH--RYKEVKNYOGYH—
Avpg LRYDGANETKGSSDAYOKTEKLSPEKSLHOEYARTFKGDFGYYEYSYFKNDYKOLIAPAERHETHOTOSHETINYFHYODIKLDGINLIGKLDHHGYFDKIPEGIYTTLAYSKHETRYKEVKNYOGYHET
Consensus  LRYDGAN, ,KGSSDAYOKTEKLSPEKSLNOEYARTFKGDFGYYEYSYFKNDYKALIAPAERN, \HOTQSH, . INYFHYODIKLDGINL IGKLDHNGYFDKIPEGIYTTLAYSKN, ,RYKEVKNYOGYH, .

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 00 10
1
Ap7  HIRSPLLOTIOPARYYY¥GY¥GYDOPDEKHGYHL TH-—THSSGKHPHELRGHEOYGFANYERTATKKRTRSHHTFOLTGYITPHKHTTYRAGY YHLH——HYRYTTHESVROSSLHNATHOHTHYKDYARYAAP
Avpg HIRSPLLDTIOPARYVYGYGYDOPDEKHGYHLTHETTHS5GKHPHELRGHEQYGFANYERTATKKRTRSHHTFDLTGYITPHKHTTYRAGY YHLHETHYRYTTHESVROSSLHATHOHTHVKDYARYAAP
Consensus  HIRSPLLDTIOPARYYYGYGYDOPDEKHGYHLTH, . THSSGKHPHELRGHEQYGFANYERTATKKRTRSHHTFDLTGYITPHKHTTYRAGYYHLH, . HYRYTTHESYROSSLHATHAHTHYKDYARYARP

911 920 924
| === +=—=|
Ap? GRHYVYSFEHKF
Avpg GRHYYYSFEHETKF
Consensus GRHYYYSFEHef,.

Figura 13. Alineamiento de la secuencia obtenida de la proteina hipotética (TbpA) de Av.

paragallinarum con la secuencia de la proteina de Actinobacilus pleuroneumoniae serovar 7.

La proteina hipotética obtenida presentd sitios de union caracteristicos de las
proteinas TbpA (Figura 14). En las bacterias Gram negativas, una vez que la proteina
que transporta el hierro se encuentra asociada a la membrana externa, el ion que es
liberado, debe atravesar la membrana para alcanzar el periplasma, la permeabilidad

de la membrana externa viene determinada por las proteinas formadoras de poros o

28



canales (en este caso TbpA) a través de los cuales puede difundir distintas moléculas.
Mientras tanto la energia necesaria para llevar acabo este proceso es aportada por el

complejo proteico TonB.
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fip? EPROOYGYSYDGOKYITEQLSAKEYTGEERALPDPYKYKSDSHLYKLGYSLSPKHYYAGYYEHSKORYDTRDH--TYPAYHQLSDLKNGDKHYPH--HNAKGL YRDNALDGYATDYF TEDGYKSSKGLRH

Avpg EPROQYGYSYDGOKYITEQLSAKEYTGEERALPDPYKYKSDSHLYKLGYSLSPKHYYAGY YEHSKORYDTROHETTYPAYHOLSOLKNGDKHYPHETHNAKGL YRONALDGYALDYF TEDGYKSSKGLRH
Consensus  EPROGYGYSYDGOKYITEQLSAKEYTGEERALPDPYKYKSDSHLYKLGYSLSPKHYYAGYYEHSKORYDTRON, , TYPAYHALSDLKNGOKHYPH, , NHAKGL YRDNALDGYATDYF TEDGYKSSKGLRH
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fAp?  AKARFIDEWHTRORLGALYRYTHODGHRLIDRLSLSFDOQKIHLS TRLRENNCSEYPTIDKHCRATLOKLHSS TKNEASSYEEKHDTIQLSLOKTYOTGLGKHALNH=-LL GSDRFNSTLKRHEILSEFS
fAvpz  AKARFIDEHHTRORLGALYRY THODGHRLIDRLSLSFDQARTNLSTRLRENNCSEYPTIDKHCRATLOKLHSS TKNEASSYEEKHDTIQLSLOKTYOTGLGKHALNHETLLGSDRFHSTLKRHEILSEFS
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Figura 14 Representacion de los sitios conservados encontrados en la secuencia nucleotidica del
gen thpA de Av. paragallinarum traducida a proteina: Se muestra el alineamiento de la secuencia
obtenida de la proteina hipotética (TbpA) de Av. paragallinarum con la secuencia de la proteina
de Actinobacilus pleuroneumoniae serovar 7, y se representan mediante colores los distintos sitios
conservados de estas proteinas: en color Azul se representan los sitios de union al complejo TonB
(Ubicacién 6-17 ), en color rosa canales de paso (porinas) (Ubicacion 56- 231), y en color verde

los sitios de union al ligando (Ubicacion 556-898).
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8. Discusion

La Cl es una enfermedad que tiene una importancia econémica, debido a que causa
pérdidas economicas a la industria avicola causando principalmente retraso en el
crecimiento del ave infectada, perdida de peso, y sobre todo disminucion en la
produccion de huevos (Blackall et al., 2003). Debido a que los mecanismos vy
elementos que le permiten a Av. paragallinarum (agente causal de la Cl) colonizar y
producir la enfermedad, han sido poco estudiados, éstos, han limitando el
entendimiento de este proceso, y el desarrollo de nuevas estrategias para combatir
esta enfermedad, por ello, con el propésito de contribuir con el entendimiento de uno
de estos mecanismos, en el presente trabajo se amplificé por PCR, se cloné y
caracterizo el gen tbpA de este microorganismo, siendo el producto de este gen, una
proteina que se encuentra involucrada en la adquisicion de hierro, y podria ser
considerado como uno de los factores de virulencia de Av. paragallinarum.

La proteina TbpA se encarga de la extraccién del hierro proveniente de las
transferrinas. Estas ultimas, son consideradas como el sistema mas importante de
regulacion de hierro en los vertebrados y de algunos invertebrados, ademas en el
caso particular de las aves las transferinas cumplen una doble funcion: captacion y
liberacion del hierro (Abadia y Chahine, 1999).

Los oligonucleétidos empleados para amplificar el gen tbpA de Av. paragallianrum,
(tbopA? y tbpAP®) fueron disefiados en base a secuencias de genes tbpA previamente
reportadas para miembros de la familia familia Pasteurellaceae, asi como también, a
partir de la secuencia de la proteina TbpA reportada para Av. paragallinarum (Negrete
et al., 2009). Utilizando estos oligonucleotidos se obtuvo un gen de aproximadamente
3000 pb. El tamano de este gen amplificado es semejante al de genes tbpA
previamente reportados para otras especies de la familia Pasteurellacea
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/): Gen tbpA de A. pleuropneumoniae serovar 7 (3100

pb) y Gen tbpA de Haemophilus parasuis strain Nagasaki (2700 pb).
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Al realizar el proceso de secuenciacidn y posterior analisis de la secuencia del gen
amplificado, se encontr6 que el gen tbpA de Av. paragallinarum presenta una
identidad del 97% con el gen tbpA de Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 7. La
identidad encontrada entre estos dos genes tbpA, permiten sugerir que podria ser

causa, de que ambos microorganismos comparten algin mecanismo de accion.

Como parte del analisis in silico, se tradujo la secuencia nucleotidica en una
secuencia de aminoacidos, en esta secuencia se encontraron sitios conservados
caracteristicos los canales de paso, sitios de union al complejo TonB y ligandos. Estas
caracteristicas, en conjunto forman parte de sitios conservados, presentes en todas

las proteinas TbpA (Cornelissen et al., 2000).

Investigaciones previas han reportado en muchas bacterias, incluidas Gram
positivas, que la mayoria de los cationes difunden libremente por la membrana
externa hacia el espacio periplasmaico, mediante las porinas. No obstante dado que el
hierro se encuentra en el hospedero en muy bajas concentraciones, y ademas el
tamano de las proteinas transportadoras del hierro es superior al tamafno que podria
pasar a través de las porinas, es mas factible que las bacterias adquieran el hierro que
necesitan a través de receptores especificos de moléculas transportadoras del hierro
provenientes del huésped como por ejemplo a través del complejo TbpA y TbpB
(Gallego 2003). En el caso particular de los receptores de las transferrinas (TbpA y
TbpB), han sido ampliamente encontrados en miembros de la familia Neisseriaecae y
Pasteurellacea, y se ha descrito una interaccion directa con el complejo proteico
TonB: dado que estos receptores necesitan energia para liberar el sustrato en el
periplasma (Moeck y Coulton 1998 y Braun 1995), es decir la energia que necesitan
es proporcionada por el complejo TonB, a través de una unidad anclada en la
membrana interna integrada por tres proteinas (TonB, ExbB y ExbD) Estas proteina
suministran un potencial electroquimico a los receptores de la membrana externa
desde la membrana citoplasmatica (Braun et al., 1998, Kadner 1990 , Moeck y
Coulton 1998 y Postle 1999). La proteina Ton B se encuentra anclada a la membrana

citoplasmatica por su regién N- Terminal (Postle y Skare, 1988) y presenta una regién
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rica en prolinas de manera que se forma una region rigida y extensa que se expande
por el espacio periplasmatico y permite que su dominio C Terminal interaccione con
los receptores de la membrana externa (Reynolds et al., 1980). Asi la proteina TonB
interacciona con el complejo ExbB- ExbD por su extremo N-terminal y con los
receptores de la membrana externa por su extremo C-terminal. En cuanto al
funcionamiento de este sistema se cree que la proteina transportadora se unira a su
receptor, localizado en la membrana externa, lo que provocaria su cambio
conformacional de manera que permitira que este interaccione con TonB,
proporcionando la energia necesaria para que el receptor forme un poro en la
membrana externa, mediante una serie de cambios conformacionales. Todo este
proceso haria que el receptor perdiera afinidad por su ligando, permitiendo asi el paso
de este a través del poro hacia el periplasma (Moeck y Coulton 1998). Las proteinas
ExbB- ExbD estabilizarian a TonB y contribuirian también a su reciclaje, necesario
después de sufrir el ciclo de cambios conformacionales (Pradel et al., 2000). Una vez
dentro el hierro del espacio periplamatico intervienen unas proteinas periplasmicas de
unién al ligando. Estas proteinas, denominadas SBPs (Substrate- Binding Proteins)
actuan como lanzadera, en las bacterias Gram negativas, recogiendo el substrato
liberado (por ejemplo hierro) del receptor de la membrana externa y lo transfieren al
componente transmembranal correspondiente de la membrana interna (Ames., 1986).
Asi tras la union del sustrato a la proteina correspondiente, el complejo interacciona
con el componente transmembranal respectivo teniendo lugar el transporte hacia el

citoplasma, gracias a la energia liberada por la hidrélisis del ATP.

Otro hecho importante de analizar, es la existencia, en una misma bacteria, de mas
de una proteina implicada en un mismo objetivo, por ejemplo; Bosch en el 2003
trabajo con P. multocida, reporto que esta bacteria tiene al menos 7 proteinas que
tienen al menos una funcién homologa y segun su analisis, probablemente se trate de
un sistema de seguridad que garantiza la union de hemina en el caso que se produzca
una mutacién en cualquiera de estos genes. En Av paragallinarum se han descrito la
liberacion de citotoxinas, metaloproteasas; y microvesiculas que son estructuras
membranales que podrian estar implicadas en la virulencia; las que se considera

contienen entre otras cosas, proteasas, probables proteinas rtx, y DNA (Ramoén Rocha
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et al.,, 2005). Se considera que algunas proteasas son capaces de degradar las
células rojas del huésped, liberando el grupo Hemo que trasporta el hierro, por lo que
de existir una receptor del grupo hemo en la membrana externa podria ser posible que
Av. paragallinarum, tuviera dos diferentes receptores con una funcién homologa
(obtener hierro). Larios et al., 2006 encontraron proteinas secretadas diferencialmente
al crecer la bacteria en condiciones de limitacién del hierro y segun su analisis, la
expresion de estas proteinas podrian ser importantes para la patogenicidad de este
microorganismo.

De acuerdo con lo indicado en parrafos anteriores, la mayoria de las proteinas
reportadas, que se encuentran implicadas en la captacion de hierro tienen regiones
comunes, caracteristicas de cada familia de proteinas y estas regiones se encuentran
muy conservadas (Braun, 1998). Sin embargo, es importante caracterizar
empiricamente todos los productos de los genes implicados en la captacion de hierro
de este y otros microorganismos, evitando una generalizacion, y de esta manera
entender adecuadamente, el proceso de captacién de hierro utilizado por cada
bacteria, y de esta manera lograr comprender el proceso infeccioso, ya que es muy
probable que existan variantes en las proteinas de membrana de las diferentes
especies aun provenientes de la misma Familia. (Kennett et al., 1993; Ruffolo et al,.
1998; Srivastava, 1998; Adler et al., 1999), por ejemplo: en la investigacion realizada
en Pasteurella multocida, una bacteria que al igual que Av. paragallinarum, afectan a
los animales domésticos y en particular a las aves (Hunt et al., 2000), encontraron que
el uso de vacunas cuyo blanco eran los antigenos de la membrana, incluyendo las
proteinas involucradas en la adquisicion del hierro, no siempre ofrece una proteccién
cruzada eficiente, (Rossi-Campos et al., 1992; Potter et al., 1997), siendo este un

ejemplo de que existen variantes en las proteinas de la membrana externa.

En la superficie bacteriana puede haber estructuras que tienen una funcion biolégica
importante, una de estas estructuras son las proteinas sensoras, las cuales detectan
los cambios de temperatura, osmolaridad, salinidad, oxigeno, nutrientes, etc. Al sentir

estos cambios en el medio, estas proteinas envian una sefial molecular para que haya
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una respuesta a estos cambios, la cual puede ser la expresion de determinantes de
virulencia por ejemplo las exotoxinas (Todar, 2002), por lo que el haber identificado el
gen tbpA de Av. paragallinarum, nos lleva a pensar que existe un regulador de este
gen, pues ademas la expresion de esta proteina de membrana externa (TbpA), fue
encontrada al crecer Av. paragallinarum en condiciones limitantes del hierro (Larios,
2006), sin mencionar que la presencia de la proteina Fur en Av. paragallinarum; La
proteina Fur, ha sido reportada para Av. paragallinarum en el 2007 por Chantes
Guerra, quien realizo un estudio donde identific6 y secuencié el gen (fur) de Av.
paragallinarum. Se ha encontrado en otras especies, que la expresién de genes cuya
mayoria estan implicados en la captacion de hierro, en la biosintesis de sideréforos, o
en la codificacion de proteinas de membrana externa, receptoras de moléculas
transportadoras de hierro del huésped, estan regulados por una proteina Fur (Hantke.,
2001).

Ante estas observaciones, es posible poner en manifiesto la necesidad de trabajos

mas ambiciosos que continden con la construccién, del andlisis de estos genes en

diferentes especies, ayudando asi al entendimiento de estos mecanismos.
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10.-Conclusiones

1 Av. paragallinarum posee un gen tbpA.

2 La secuencia de este gen presenta una alta identidad con las secuencias de otros genes

ya descritos.

3 La secuencia de la proteina hipotética obtenida, presenta sitios conservados

caracteristicos de las "proteinas TbpA
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11.- Perspectivas

>Obtener mutantes de tbpA.
>Determinar si la proteina TbpA esta regulada por la proteina Fur.

>|dentificar el (los) mecanismo que aporta la energia a las proteinas de membrana

de Av. paragallinarum. .

> Determinar si TbpA es esencial para el desarrollo de la bacteria.
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12. Anexos

12.1.-. Aislamiento del DNA cromosoémico de Av. paragallinarum (Sanbrook et

al., 1989)

1.- Se incub6 una colonia de Av. paragallinarum en 5 ml de medio a 37 °C toda la
noche.

2.- Se centrifugo a 14000 rpm/ 5minutos, se obtuvo la pastilla celular y se desecho el
sobrenadante.

3.-A la pastilla celular se le adicion6 150 yl de bufer de lisis y se agitd. Posteriormente
se le agregbé 10mg de lisozima, se agit6 y se incubd 20 minutos a 37°C.

4.- Se le adicionaron 20 uyl de NaCl .5 M y se agit6 por inversion muy suavemente
5.-Se agrego 1 volumen de fenol —cloroformo- isoamilico (con una concentracion de
25-24-1, volumenes respectivamente), se agito y se centrifugo 6 minutos a 14000 rpm.
5.- Se agrego un volumen de cloroformo, se agito y se centrifugo 5 minutos a 14000
rpm.

6.- Se obtuvo la fase acuosa y se adicionaron .1 volumen de acetato de sodio (3M a
pH 7) y dos volumenes de etanol absoluto frio; se colocé en frié por 60 minutos.

9,. Se centrifugo 5 minutos a 1300 rpm y se lavé la pastilla con etanol al 70 %.

10.- EI DNA se resuspendi6 en 20 pl de agua desionizada estéril. Se guardé a -20°C.

12.2.-.- Purificacion de productos de PCR y gel Wizard® SV de Promega

12.2.1.-. Extraccion de banda

1.- Disolucion del gel

a) Se cort6 la banda y se coloc6 en un tubo de 1.5 ml.
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b) Se adiciono 10ul de solucion de union a membrana por cada 10 mg de gel, se

agito e incubo a 65 °C hasta que se disolvié el gel.

2.- Unién de DNA

a) Se insert6 una mini columna SV dentro del tubo de coleccién.
b) Se transfirid6 la mezcla disuelta del gel a la mini columna, se incubd a temperatura

ambiente por un minuto.
c) Se centrifugo a 1600 rpm por 1minuto, se descartd y reinserté la minicolumna al

tubo de coleccion.

3.- Lavado de DNA

a) Se adicionaron 700 ul de solucién de lavado de membrana, se centrifugo a 1600
rpm por 1 minuto, se descarté y se reinserto la minicolumna.

b) Se repitié el paso con 500ul de solucién de lavado de membrana, se centrifugo a
12000 rpm por 5 minutos.

4.- Elusién de DNA

a) Se transfirié la minicolumana a un tubo de 1.5 ml nuevo.

b) Se adicionaron 50ul de agua libre de nucleasas, se incubé a temperatura ambiente
1 minuto y se centrifugo a 1600 rpm por 1 minuto.

¢) Se desecho la minicolumna y se almacen6 el DNA a -20 °C.
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12.3.-. Transformacion bacteriana

a) Se descongel6 en hielo 120 ul de células competentes y se agregaron 100-200 pl
del volumen de ligacién, en el caso del plasmido se agregaron 50 ng de DNA y se dejo

en reposo durante 30 minutos en hielo.

b) Incubar a 37 °C por 10 minutos o 3 minutos a 45°C.
¢) En condiciones de esterilidad se agregé 1ml de LB sin antibidtico y se incubd a 37

2C sin agitacién por 1hora.

c) Se espatularon 50 pul de la transformacién en placas de LB con 50 ug/ml de
ampicilina XGAL(40ug/ml) e IPTG( 40ug/ml) y se incubo toda la noche a 37 °C.

13.- Sistema de transporte citoplasmatico

Los sistemas de transporte del tipo ABC (ATP Binding Cassette). Utilizan la energia
proporcionada por la hidrélisis de | ATP para transportar el sustrato a través de las
membranas celulares. Tipicamente estos sistemas son especificos para un
determinado ligando como los iones inorganicos, aminoacidos, glucidos o polipéptidos
entre otros (Higgins, 1992). Estos transportes estan presentes en todos los organismos
vivos y comprenden una de las familias mas grandes de proteinas. En procariotas se
han identificado centenares de sistemas de transporte ABC, y en cada caso, los
andlisis de la estructura de los componentes relacionados funcionalmente ponen en
manifiesto que forman una familia de proteinas homologas. Todas ellos estan
compuestos por sistemas con una organizacién estructural similar, incluyendo al
menos una proteina periplasmatica de unién al ligando y un componente translocador.
Este ultimo consta de un elemento asociado a la cara eterna de la membrana
citoplasmatica y de un elemento asociado a la cara interna de la membrana
citoplasmatica que contiene algin dominio (o casette) de unién al ATP (Fath y Kolter.,
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1993). EI componente translocador de los transportes ABC esta formado por dos
dominios transmembrana y dos dominios de unién al ATP intracelulares. Cada uno de
los dominios transmembrana consta multiples hélices a que se expanden a través de
la membrana constituyendo el canal transmembranal, a través del cual las sustancias
transportadoras a traviesan la membrana citoplasmatica (Higgins. 1992). Las
subunidades individuales pueden expresarse como polipéptidos separados o bien
fusionados en cualquier combinacion (Rodriguez., 2008). En procariotas, los
transportes ABC involucrados en la captacion de solutos, emplean una proteina
periplamatica de unién al ligando (Higgins., 1992. Estas proteinas, denominadas SBPs
(Substrate- Binding Proteins), fueron identificadas en las bacterias Gram negativas
donde residen en forma soluble en el espacio periplasmatico o ancladas en la
membrana citoplasmatica; estas proteinas actuan como lanzadera, en las bacterias
Gram negativas, recogen el substrato liberado (por ejemplo hierro) del receptor de la
membrana externa y lo transfieren al componente transmembranal correspondiente de
la membrana interna (Ames., 1986). Asi tras la unién del sustrato a la proteina
correspondiente, el complejo interacciona con el componente transmembranal
respectivo teniendo lugar el transporte hacia el citoplasma, gracias a la energia
liberada por la hidrélisis del ATP (Higgins., 1992).
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