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RESUMEN

Gallibacterium anatis es una bacteria miembro de la familia Pasteurellaceaec que provoca
diversas enfermedades en gallinas, y pérdidas econdémicas a la industria avicola por la baja
en la postura, baja conversion alimenticia y mortalidad, principalmente cuando la
enfermedad se complica por la presencia de otros agentes patogénicos. Este
microorganismo posee diversos factores de virulencia, incluida la capacidad de producir
biopeliculas. La formacion de biopeliculas implica que el o los microorganismos
involucrados presenten un comportamiento multicelular y por consiguiente, una regulacion
genética que les permita actuar de una manera coordinada; por ello, éstos microorganismos
deben poseer mecanismos de comunicacion mediados por moléculas sefializadoras
denominadas autoinductoras (Als), dependientes de densidad celular o quorum sensing
(QS). Este mecanismo permite controlar la expresion de diversos factores de virulencia, en
diversos microorganismos. En el presente trabajo se realiz6 la caracterizacion parcial de
una mutante luxS de G. anatis deficiente en la produccion de la molécula AI-2. G. anatis
silvestre 12656-12 y su mutante en luxS no fueron afectadas en su crecimiento por la
adicion de las hormonas epinefrina (Epi) y norepinefrina (NE), sin embargo, la mutante no
es afectada tan drasticamente, como lo fue la cepa silvestre, al crecerlas en presencia del
agente quelante de hierro 2,2, dipiridil. Estos efectos no cambian si se usan hormonas en
solucion congelada o recién preparadas; tampoco se modifican si las hormonas se mezclan
con FeCLs, ya que se ha reportado que Epi y NE pueden actuar como probables sideroforos
que favorecen el crecimiento bacteriano. El andlisis de los patrones de proteinas en geles de
poliacrilamida, de ambas cepas, en presencia de hormonas y/o hierro, permite observar la
expresion diferencial de proteinas de diversos pesos moleculares dependiendo de la
fraccion celular analizada: extractos totales, OMP’s o proteinas secretadas. Esto confirma
que Epi y NE funcionan como moléculas Al en G. anatis, y que estan regulando la
expresion genética de éste microorganismo. A pesar de que hormonas congeladas o recién
preparadas no afectan el crecimiento de G. anatis silvestre o mutante, la formacion de
biopelicula si se afecta. Al usar hormonas congeladas, la produccion de biopelicula se ve
disminuida con respecto a las cepas sin suplementos. Usando hormonas recién preparadas,
la cantidad de biopelicula formada por la cepa silvestre se ve incrementada, unicamente,

cuando se suplementa el medio con Epi + FeCls; en el caso de la cepa mutante, hay una




mayor formacion de biopelicula cuando el medio se suplementa con FeCl; o las hormonas
mas FeCls. El efecto de Epi y NE, asi como su combinacién con FeCl;, no modifican la
cantidad de biopelicula en la cepa silvestre, excepto cuando se incuba con 2,2, dipiridil, en
que se aprecia una disminucion de ésta en aproximadamente un 20%. Un efecto similar
también es observado en la cepa mutante, existiendo una disminucién de aproximadamente
un 30%. En el caso de la mutante, se aprecia una menor cantidad de biopelicula en
presencia de FeCl; o su combinacién con hormonas; lo que sugiere una dispersion. La
mutacion del gen luxS en G. anatis induce cambios en su comportamiento, lo que confirma

la participacion de este gen en la regulacion genética de G. anatis.
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INTRODUCCION.

Enfermedades bacterianas en la industria agro-alimentaria

Los seres humanos dependen de los animales para obtener alimentos y otros productos,
para trabajar y diversos usos. Para satisfacer estas demandas, han domesticado diferentes
especies de mamiferos, aves, reptiles, peces y artropodos, estos animales reciben el nombre

de ganado.

El ganado aporta un 40% del valor de la produccién agricola mundial y sostiene los medios
de vida y la seguridad alimentaria de casi 1 300 millones de personas. El sector ganadero es
uno de los sectores que mas rapido crece en la economia agricola. El crecimiento y la
transformacion del sector ofrecen oportunidades para el desarrollo agricola, la reduccion de

la pobreza y la mejora de la seguridad alimentaria (FAO, 2019).

Hay tres factores esenciales del medio ambiente, en el que vive el ganado, que afectan
directa o indirectamente a la produccion ganadera: parametros fisicoquimicos, alimentacion
y enfermedades. Como resultado de todo ello, muchos animales mueren a menudo muy

jovenes; los supervivientes crecen lentamente y/o producen poca descendencia.

Muchas enfermedades son causadas por bacterias patdogenas de las familias: Bacillaceae,
Staphylococcaceae, Neisseriaceae, Mycobacteriaceae, Brucellaceae, Streptococcaceae,
Escherichia, Enterobacteriaceae y Pasteurellaceae; estos microorganismos pueden causar
enfermedades como: Antrax, tuberculosis, brucelosis, adenitis, colibacilosis, coriza

infecciosa, y colera aviar, entre otras mas.

Familia Pasteurellaceae.

La familia Pasteurellaceae esta constituida por bacterias Gram-negativas cocoides o
bacilares con capacidad de formar filamentos, aerdbicas, micro-aerofilicas o anaerobias
facultativas, con metabolismo quimio-organotrofico. Esta familia estd constituida por 38
especies fielmente clasificadas y 24 especies sin una clasificacion definida, la mayoria de
estos miembros han sido aislados de enfermedades en animales de sangre caliente y en
particular de animales de granja. Son consideradas parasitos obligados o comensales
principalmente de las vias respiratorias, oro-faringe, aparato reproductor, tracto urogenital o

intestinal de los vertebrados que colonizan (Fig. 1), pero también se consideran patogenos




potenciales o primarios de acuerdo con su contenido genético y si pueden infectar al ser
humano o a otros animales; estos microorganismos puede causar infecciones locales o
sistémicas y los mecanismos de virulencia han permanecido desconocidos o dudosos hasta

los ultimos anos (Christensen y Bisgaar, 2008).
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Figura 1. Distribucion de la taxa Pasteurellaceae en relacion con el habitat (Christensen y
Bisgaar, 2008).

Algunos miembros de la familia Pasteurellaceae infectan animales y poseen atributos de
virulencia que les permite actuar como patégenos primarios o potenciales, se consideran
patogenos potenciales porque requieren de un factor de estrés o la presencia de otros
microorganismos que faciliten su proliferacion y por consiguiente su capacidad patogénica.
Entre estos podemos encontrar a Mannheimia haemolytica, Histophilus somni,
Actinobacillus seminis y Gallibacterium anatis. Estos microorganismos pueden ocasionar
afecciones agudas, subagudas, o cronicas dependiendo del estado nutricional, genético o de

la salud del hospedero (Montes-Garcia et al., 2016).

Gallibacterium anatis.

Las bacterias previamente clasificadas como Pasteurella haemolytica, Actinobacillus
salpingitidis y Pasteurella anatis, aisladas de aves, fueron reclasificadas y reubicadas en el
nuevo género Gallibacterium en el cual se integraron las especies G. anatis biovar

hemolitico, G. anatis biovar anatis, G. genomospecie 1, G. genomospecie 2, G.
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genomospecie 3, G. melopsittaci, G. salpingitidis y G. trehalosiformentans, las cuales

tienen como huésped en comun aves (Christensen et al., 2003; Bisgaard et al., 2009).

El género Gallibacterium se constituye de bacterias Gram-negativas, no moviles, en forma
de baston o pleomorficos, con células que se presentan individualmente y en pares.
Colonias en agar sangre bovina son en su mayoria -hemoliticas y algunas no hemoliticas,
grisaceas, no transparentes, pero translucidas en la periferia, con una consistencia butirosa,
lisa y brillante, circular, levantadas con un margen completo y 1-2 mm de didmetro después
de 2448 h a 37°C. sin formacion de endosporas. Su crecimiento es mesofilico y

facultativamente anaerdbico o microaerdfilo (Christensen et al., 2003).

Las pruebas bioquimicas para cepas de Gallibacterium son catalasa, oxidasa y fosfatasa
positivas, reduce nitratos. Producen acido sin produccion de gas a partir de glicerol, (-) D-
ribosa, (+) D-xilosa, (-)D-manitol, (-) D-fructuosa,(+) D-galactosa, (+) D-glucosa, (+) D-
manosa, sacarosa y rafinosa. No presentan crecimiento simbidtico y son negativas las
pruebas bioquimicas de citrato Simmons, malonato, H,S /hierro triple azucar, crecimiento

en presencia de KCN, Voges-Proskauer a 37°C y ureasa (Christensen et al., 2003).

Algunas de las propiedades bioquimicas que distinguen a G. anatis se resumen en la tabla

1.

Tabla 1. Caracteres clave para la diferenciacion de los biovares de Gallibacterium anatis.

_ Gallibacterium anatis
Caracteristicas

Biovar anatis Biovar hemolitica

Hemolisis (sangre ovina) - +
CO; mejora el crecimiento - -
Crecimiento simbidtico

(requisito B-NAD)

Catalasa + +
Ureasa - -
Indol - -
ODC - -

Forma acido a partir




(+)-L-Arabinosa -
(+)-D-Arabinosa -
(+)-D-Galactosa

+
~
—+ 1
~

<

Lactosa
Maltosa -
(-)-D-Manitol
(+)-D-Manosa
(-)-D-Sorbitol
Trehalosa

ONPG

+ < < + + < < +

+ + <+ o+

a-Fucosidasa - -
a-Galactosidasa - -
a-Glucosidasa + +
B-Glucosidasa - -
B-Xilosidasa - -

Hospedero Aves, ganado Aves, ganado

+, >90% positivo; (+), >90% positivo o débil positivo; -, <10% positivo; V, 11-89%
positivo (Blackall y Nerskov-Lauritsen, 2008).

Esta bacteria forma parte del microbiota del tracto respiratorio superior y del tracto genital
inferior en aves de corral y se asocia con cambios patologicos en los 6érganos reproductivos
ya que puede actuar como patdogeno oportunista y causar lesiones como atrofia folicular,
ooforitis, septicemia, foliculos deformes, peritonitis, agrandamiento de los rifiones,
enteritis, congestion, edema del tracto respiratorio; las afectaciones se pueden dar por
factores como: infeccion simultdnea con otros microorganismos, estrés hormonal e
inmunosupresion lo cual conduce a una disminucion en la produccion de huevo y bienestar

animal; y mayor mortalidad (Bojesen et al., 2003; Persson y Bojesen, 2015).

Factores de virulencia.

Las bacterias pueden poseer diferentes mecanismos de patogenicidad especificos que
expresan para superar las defensas del hospedero. Los microorganismos patdogenos poseen
la capacidad de producir un dafio a cualquier nivel. La virulencia se puede medir

cuantitativamente de la patogenicidad por el nimero de microorganismos necesarios para




causar una enfermedad. Las bacterias pueden adquirir caracteristicas que les permiten
invadir el ambiente del hospedero para su adhesion, evadir el sistema inmune y causar dafio
tisular para acceder a los nutrientes necesarios para su crecimiento y reproduccion, por lo
cual los factores de virulencia favorecen el crecimiento. Estos se agrupan en dos fases:

temprana y tardia (tabla 2 y 3) (Cardenas-Perea et al., 2014)

Tabla 2. Mecanismo de patogenicidad en bacterias patdgenas: estrategias y factores de
virulencia en la fase temprana (Cardenas-Perea et al., 2014)

Estrategia. Factor de virulencia
. Adhesinas fimbriales y no fimbriales.
Adherencia. o
Internalizacion en células M.
Movilidad y quimiotaxis. Flagelos, fimbrias.
Sistema de secrecion tipo III, jeringas
Invasion por disparo o cierre. moleculares.

Efectores de mimetismo molecular.

Tabla 3. Mecanismos de patogenicidad en bacterias patégenas: estrategias y factores de

virulencia en la fase tardia (Cardenas-Perea et al., 2014).

Estrategia. Factor de virulencia.

‘ o Sidero6foros.
Sobrevivencia intracelular. . _
Efectores de mimetismo molecular.

. _ Efectores de escape vacuolar y de unién a
Movilidad intracelular. ]
componentes de citoesqueleto.

Cépsula, modificacion de la envoltura

_ _ o celular, proteinas similares a
Evasion de la respuesta inmune y variacion | .
o inmunoglobulinas.
antigenica. ) ) )
Alteracion y/o ausencia de presentacion
inmunologica.
Uso y modificacion de las enzimas
Sometimiento y confrontacion. hospederas, proteasas de IgAs, adherencia a

receptores alternativos.




Movilidad

La movilidad es la facultad que tiene una bacteria de desplazarse en el medio, la cual esta
asociada a la capacidad de producir estructuras filamentosas (flagelos) y representan una
ventaja adaptativa, sin embargo tienen un alto costo energético. Montes-Garcia en 2012
determiné las condiciones de movilidad in vitro en 2 cepas de G. anatis (F149" y 12656-
12) y usando microscopia electronica de transmision observd la presencia de un flagelo

polar en ambas cepas y obtuvo una posible flagelina aproximadamente de 60 kDa.

Adhesion

Las infecciones generalmente se inician mediante la colonizacion; que es la capacidad de
adherirse e invadir el tejido huésped. Se ha demostrado que G. anatis es capaz de adherirse
a superficies inertes como vidrio y poliestireno; expresa fimbrias que contribuyen a su
adhesion a las células epiteliales orofaringeas de pollo y pueden ser importantes para la

colonizacion del tracto respiratorio superior (Vaca et al., 2011; Persson y bojesen, 2015).

Proteasas

Una estrategia bacteriana es la produccion de proteasas que son enzimas que catalizan la
hidrolisis de enlaces peptidicos en proteinas o péptidos. Estas enzimas desempefian
funciones importantes en la virulencia como: la colonizacion, la adquisicion de nutrientes,
la evasion inmune y la invasion bacteriana en la circulacion sistémica (Persson y Bojesen

2015).

G. anatis secreta una proteina con masa molecular de 100 kDa la cual presenta una
actividad proteolitica en geles de poliacrilamida al 10% adicionados con caseina bovina,
ésta proteasa es activa en pH alcalino e inhibida en presencia de EDTA. Presenta una
actividad estable a los 50°C, una inhibicién parcial a los 60°C e inhibicion total a
temperaturas superiores. Es capaz de degradar IgG de pollo después de 24 h de incubacion
y muestra reactividad cruzada con antisueros policlonales contra una proteasa de

Actinobacillus pleuropneumoniae (Garcia-Gomez et al., 2005).

Biopelicula
Las biopeliculas bacterianas son una agregacién de organismos asociados a una superficie
inerte o viva, inmersos en una matriz extracelular auto-producida, constituida

principalmente por agua, células bacterianas, exopolisacarido, sustancias poliméricas,




acidos nucleicos y proteinas, asi como también sales minerales, particulas y sedimento
proveniente de las células bacterianas lisadas y del metabolismo, en menor cantidad
(Dickschat, 2010). Estas estructuras le permiten al organismo presentar conductas
multicelulares, sobrevivir en ambientes hostiles, resistir varios tipos de estrés y
coordinadamente controlar la expresion de multiples genes por medio de la liberacion y
deteccion de moléculas auto-producidas que les garantiza un efecto especifico y suficiente
para sobrevivir y permanecer por periodos prolongados en el ambiente o dentro de un

hospedero (Montes-Garcia et al., 2016).

Se ha demostrado que G. anatis es capaz de adherirse a superficies inertes lo que se

considera un primer paso a la formacion de biopelicula (Fig. 2) (Vaca et al., 2011).

Figura 2. Imégenes de microscopia electronica de barrido que muestran la adherencia de G.
anatis al vidrio y diferentes componentes que participan en la formacion de biopelicula. G.
anatis cepas F149" (imagenes A-D); CCM 5974 (E-G) y 12158/5 (H). Las imégenes A y B
corresponden a muestras de 12 h de incubacion; CyDa48h;EyFa3h;Ga6hyHa48h.
Formaciéon de biopelicula de G. antis observada a baja amplificacion (A-D). Productos
extracelulares liberados en el medio por diferentes bacterias (flecha, E). Productos
extracelulares asociados a microvesiculas (flechas, F). Estructuras filamentosas cortas (B, Dy
G) largas (G y H) que unen bacterias cercanas o separadas (flechas) Los cordones
filamentosos también se observan como parte de la complejidad de la biopelicula (H) (Vaca et
al., 2011).




Toxina RTX GtxA

Las proteinas toxicas son importantes para la virulencia de muchas bacterias, en la familia
Pasteurellaceae hay dos principales familias de toxinas: RTX (repeats in toxin) y CDT
(Cytolethal distending toxin). Las RTX son proteinas grandes que en su regiéon C-terminal

contiene repeticiones ricas en glicina que se unen al calcio (Kachlany y Balashova, 2008).

GtxA es un nuevo tipo de RTX y es responsable por la actividad leucotdxica y hemolitica
de G. anatis. El marco de lectura abierto (ORF) de 6081 nucleotidos (nt) que codifica esta
proteina fue nombrado gtxA: gtx para Gallibacterium toxina y A por analogia con la
designacion de gen de la toxina en otros operones RTX. gtxA es seguido por una region
intergénica muy corta de cinco nt y un ORF de 492 nt que codifica una proteina predicha de

163 aminoacidos (Fig. 3) (Kristensen et al., 2010).

A 1 kb ?
> p—p
suhB gtxA gixC  uxuA
B Gly-Asp-rich region
(RTX-repeats)
K K
L1 )
N - I

+—N-terminal domain— +——RTX-domain——

Figura 3. Organizacion y ubicacién en el genoma de la gtxA de G. anatis. A). Organizacion
genética de gtxA , gtxC y sus genes de acompafiamiento en G . anatis 12656-12. Las flechas
indican el ORF. Un terminador transcripcional predicho se indica rio abajo de gtxC. B)
Organizacion de GtxA. K indica residuos de lisina conservados (Lys1484 y Lys1607). La
region rica en aspartato y glicina (posicién 1640-1830) esta marcada (Kristensen et al., 2010).

GtxA difiere de otras toxinas RTX por ser el doble de grande y tener una nueva estructura
bimodular y la mitad N-terminal de la proteina, tiene una homologia limitada con las
proteinas descritas. GtxA se exporta desde la célula bacteriana y se detecta exclusivamente
en la fraccion de proteina extracelular de forma dependiente de la fase de crecimiento, pero
a diferencia de la mayoria de las toxinas RTX, gtxA no se co-transcribe con genes

involucrados en su secrecion (Kristensen et al., 2010)

10

——
| —



Vesiculas de membrana externa
Las vesiculas de membrana externa (VME) son estructuras esféricas, bicapidas,
membranosas de entre 10 y 300 nm de didmetro, complejas con una enorme diversidad

funcional, producidas por la gemacion de la membrana externa (Bager et al., 2013).

En G. anatis las vesiculas no parecen estar involucradas en la hemolisis o prote6lisis. Se ha
especulado que podrian actuar como posible factor de virulencia importante para la
adherencia, colonizacion del huésped, modulacion de la respuesta inmune del huésped, o la
eliminacion de sustancias bactericidas; lo cual ayuda a la supervivencia del

microorganismo (Persson y Bojesen, 2015).

Se demostrdé que G. anatis produce VME in vitro; la produccion de estas VME se ve
afectada por las condiciones de crecimiento, los autores identificaron una proteina como
parte de las VME con posible identidad similar a la hemaglutinina FhaB de Bordetella
pertussis y sugieren que la produccion de VME por G. anatis es multifuncional y podria ser

un medio para adaptarse a entornos cambiantes dentro del huésped (Bager et al., 2013).

Cépsula

La capsula es una red de polimeros que cubre la superficie de una bacteria, compuesta de
polisacaridos que protege a la bacteria de la respuesta inflamatoria del hospedero. Se
demostré que la mutante de capsula (AgexD) de G. anatis es mas virulenta que la cepa
silvestre, sin embargo aun se desconoce la funcion de la capsula en G. anatis (Persson y

Bojesen, 2015).

Hemaglutinacién

Algunas cepas de G. anatis son capaces de aglutinar eritrocitos aviares; se observo la
aglutinacion de eritrocitos de pollos de engorda, gallinas ponedoras, codornices, cenejos y
eritrocitos de cerdo, sin embargo, en este estudio no se asocid ningun componente
bacteriano con esta funcion; (Zepeda et al., 2009). En un estudio posterior se identifico una
proteina aproximadamente de 65 kDa con actividad hemaglutinante que también
interacciono con el fibrindgeno biotilinado de oveja o cerdo y la proteina esta presente en la

biopelicula (Montes-Garcia et al., 2016).
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Qudrum sensing.

Las bacterias utilizan muchos mecanismos para comunicarse entre si y con su entorno. El
quorum sensing (QS) es un mecanismo de comunicacion celular dependiente de la densidad
poblacional que contribuye a la patogenicidad; mediante este proceso se liberan y detectan
moléculas quimicas denominadas autoinductores (Als), las cuales permiten controlar
comportamientos multicelulares como por ejemplo, bioluminiscencia, formacién de
biopeliculas, expresion de factores de virulencia, produccion de antibidticos, esporulacion y

competencia para la captacion de ADN (Camilli y Bassler, 2006).

Se sabe que los patégenos Gram-negativos y Gram-positivos usan moléculas Als para
coordinar la expresion de genes cruciales para la virulencia y la supervivencia; estas
moléculas se agrupan basicamente en cuatro sistemas de regulacion global de QS que
controlan la expresion de determinados genes que son Al-1/LuxIR, AI-2/LuxS, AI-3/QsC y
AlIP-base Agr (Martinez, 2013)

El tUnico sistema de QS compartido por las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
implica la produccion del AI-2 por la enzima LuxS. Esta via se encuentra en mas de 55
especies, lo que sugiere que Al-2 es un lenguaje universal para la comunicacién entre

especies (Vendeville et al., 2005).

luxS
El diéster de borato de furanosilo se ha denominado AI-2. Se ha confirmado que el
producto de luxS (S-ribosilhocisteinasa) es una enzima intermedia en la biosintesis de la

molécula AI-2 (Inzana et al., 2008).

Se ha demostrado que los genes luxS son responsables de la produccion de AI-2. En
bacterias patogenas, se ha informado que los sistemas de sefnalizacion Al-2 juegan un papel
importante en la regulacion de los factores de virulencia, incluido el sistema de secrecion
tipo III en Escherichia coli enterohemorragica y hemolisina y cisteina proteasa en
Streptococcus pyogenes, sin embargo, el papel del sistema AI-2 en la regulacion de los

genes de virulencia atin no esta claro en muchas bacterias patégenas (Ohtani et al., 2002).

12

——
| —



Estres

Se ha destacado la importancia del bienestar animal, por calidad e impacto en la produccion
ganadera. El estrés se puede definir como una respuesta bioldgica producida cuando un
individuo percibe una amenaza a su homeoéstasis o parametros fisiologicos. El estrés
ademas de perturbar el bienestar, afecta negativamente la rentabilidad y viabilidad
econdmica de la actividad ganadera, tales efectos incluyen cambios en la funcion inmune y
consecuente aumento de la susceptibilidad a las enfermedades, disminucion de la ingesta de
alimentos, afectandola produccion de carne tanto en rendimientos fisicos como en la

calidad del producto (Ode6n y Romera, 2017).

Los estresores pueden ser fisicos (dafo, sobreexiegencia, calor o frio, ruidos) o
psicoldgicos (eventos inesperados tales como la frustracion, el aislamiento, la separacion
materna o hechos traumaticos) inducen diferentes respuestas tanto conductuales como
fisiologicas, las respuestas al estrés no son simples ni constantes, si no que dependen de la
duracién e intensidad del estimulo y la experiencia del animal, estas se desarrollan en 3

etapas:

1. Fase de alarma simpatica (breve, fugaz)
2. Fase de resistencia (duradera y estrés )
3. Fase de agotamiento (pérdida de la adaptacion y ruptura del estado de salud,

diestrés)

Resulta importante determinar cuando el estrés se transforma en diestrés y el como medir
ambos, la respuesta o defensa biologica contra el agente estresante que consiste en algunas
combinaciones posibles de réplicas generales: la comportamental, la del sistema nervioso
auténomo, la neuroendocrina y la inmune. Esto genera que se altere la funcién bioldgica de
manera que se producira un desplazamiento de los recursos o actividades que ocurran antes
de la actuacidon del estresor, denominandose a este cambio ‘“costo biologico del estrés

(Odeo6n y Romera, 2017).

La respuestas conductuales pueden disminuir el riesgo y alejar al individuo del peligro,
pero también pueden agravar las consecuencias fisiologicas, a través de comportamientos
autodestructivos. La respuesta fisiologica (incremento de la presion arterial, aumento de la

frecuencia cardiaca, elevacion de los niveles de glucocorticoides, alteraciones metabdlicas e
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impedimento de realizacion de las funciones cognitivas) comienza con la activacion del eje

hipotalamo-hipoéfisis-adrenal (HPA), el sistema nervioso autonomo y el sistema inmune,

cuyos mediadores fisiologicos son los glucocorticoides (GC), catecolaminas y citoquinas,

respectivamente. El eje HPA es la respuesta neuroendocrina responsable de la regulacion

de la secrecion de GC en la corteza adrenal y de desencadenar las respuestas ante una

situacion de estrés (Odeon y Romera, 2017).

La respuesta fisioldgica da inicio a eventos celulares que promueven cambios adaptativos

en las células y en los tejidos, protegiendo al organismo y promoviendo su supervivencia

(Fig. 4) (Odeon y Romera, 2017).
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paraventricular, MR: receptor de mineralocorticoides, GR: receptor de glucocorticoides,

CPF: corteza prefrontal (Odedn y Romera, 2017).

La adquisicion de algunos nutrientes esenciales como el hierro en el entorno del huésped es
clave para una infeccion exitosa por patdgenos bacterianos, sin embargo gran parte del
hierro extracelular en el huésped estd unido a glicoproteinas quelantes de hierro con alta
afinidad que pertenecen a la familia de la transferrina; las catecolaminas como la epinefrina
y la norepinefrina liberan el hierro de la lactoferrina y transferrina por lo que esta
disponible para el crecimiento bacteriano, ya que las catecolaminas son capaces de unirse al

hierro (Anderson y Armstrong, 2008)

Catecolaminas

Las catecolaminas son hormonas que afectan profundamente la microbiota residente del
intestino de mamiferos. Por lo cual son importantes para la regulacion de la virulencia de
los patogenos. Se ha demostrado que la Norepinefrina, en presencia de hierro, estimula el
crecimiento de Bordetella bronchiseptica pero no asi la lactoferrina, Se sabe que la
Norepinefrina induce la transcripcion del gen receptor de xenosiderdforo tipo catecol de

Bordetella bfeA (Pasupuleti et al., 2018; Anderson y Armstrong 2008).

El catecol posee una alta afinidad por el hierro III en virtud de los dos atomos de orto-
fenolato, cada uno con una alta densidad de carga, como lo indican los valores pKa

asociados (Hider y Kong 2010).

Hierro

El hierro se clasifica como un metal de transicion que suele actuar como un vehiculo para la
transferencia de electrones, logrando recuperar su estado inicial después de intervenir en un
ciclo completo y también puede producir un cambio en los agentes que intervienen en la
reaccion como sucede con la citocromo oxidasa; que transforma al O, en H,O. Es
constituyente de otras proteinas igualmente importantes como son las oxigenasas, las

flavoproteinas y las redoxinas (Pefialosa-Castro 2010).

Este es esencial para casi todos los organismos asi como animales, plantas hongos y

bacterias, debido a su transporte de electrones y los procesos metabdlicos
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El hierro es un metal esencial para casi todos los microorganismos como animales, plantas,

hongos y bacterias debido a su participacion en el transporte de electrones.
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Antecedentes

En el 2013 Martinez evalu6 el efecto de sobrenadantes de cultivo, medio condicionado,
epinefrina (Epi) o norepinefrina (NE) sobre la formacion de biopelicula, el crecimiento y la
expresion diferencial de proteinas de membrana externa en dos cepas de G. anatis (12656-
12 y F149"). La adicion de sobrenadantes o medio de cultivo como posibles fuentes de Als,
genero una disminucion en la formaciéon de biopelicula, asi como en el crecimiento. Por
otro lado, la adicion de Epi o NE produjo un incremento en el crecimiento de G. anatis
12656-12, pero no en el de la cepa F149"; sin embargo en ambos biovares se incremento la
formacion de biopelicula. La expresion de 3 proteinas de aproximadamente 49, 55, 70 y
150 kDa y la sobre expresion de una proteina de 51 kDa, se indujo en la variedad
hemolitica, en presencia de Epi o NE; mientras que en la no hemolitica se sobre expresaron
proteinas de 55, 67, 70, y 150 kDa; y la expresion de 2 proteinas de 200 y 250 kDa fue
reprimida en presencia de NE pero no de Epi. La presencia de un gen luxS fue confirmada
en ambas cepas a través de la amplificacion por PCR del gen luxS, su secuenciacion y su

analisis por Blast.

Kendall y colaboradores en el 2007 determinaron que la sefnalizacion celular por Al-2, Al-
3, Epi y NE afectan la expresion génica global de Escherichia coli enterohemorragica
(EHEC). EHEC puede reconocer 4 sefiales: Al-2, Al-3 y las hormonas Epi y NE, todas
importantes en la comunicacion. La mutacion luxS afecta principalmente a los genes
metabolicos centrales en cepas patdgenas y no patogenas de E. coli sin embargo, la adicion
de AI-2 exdgena no restaura completamente el perfil de expresion en una cepa deficiente en
luxS. La adicion de AI-3 o epinefrina aumenta la expresion del locus de regulon
involucrado en el rasurado de enterocitos (LEE), que desempeia un papel fundamental en
la virulencia de EHEC. Cuando afadieron epinefrina al medio de cultivo, observaron un
mayor numero de expresiones genéticas en los genes MG1655, por lo que sugieren que la
epinefrina puede ser una sefial de virulencia global. Utilizando PCR de tiempo real (RT-
PCR), y con la adicion de AI-3 y epinefrina, se confirmaron los aumentos en la expresion
de los genes de virulencia LEE. Estudios adicionales de RT-PCR en tiempo real que
examinaron los efectores secretados por EHEC y la expresion del gen putativo fimbrial
mostraron un perfil de expresion variable de LEE, indicando que hay una regulacién

diferencial de las moléculas secretadas.
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Justificacion

La carne y los huevos de aves de corral se consideran componentes muy importantes y
altamente sostenibles de la dieta mundial futura; en el 2014, México produjo casi 3
millones de toneladas de pollo para consumo y mas de 2 millones de toneladas de huevo
(SAGARPA, 2015). En el 2016 la produccién de carne de porcino y ovino disminuyo,
mientras que hubo un incremento en el consumo de la carne de aves de corral y bovina. Se
ha predicho que la produccion mundial de carne aumentara un 13% en 2026, en
comparacion con un aumento de alrededor del 20% en la Ultima década. Los paises en
desarrollo presentardn un incremento en el consumo de carne de aves de corral y bovina,

principalmente de la de ave (AVEC, 2017).

Diferentes patologias, como: septicemia pericarditis, hepatitis, ovaritis, degeneracion del
foliculo, enteritis, lesiones del tracto respiratorio superior, salpingitis bacteriana y la
peritonitis, causan problemas comunes en la produccién avicola moderna. Estas patologias
provocan un impacto negativo en la produccién de huevo y aumentan la mortalidad de las
aves comerciales. Entre los agentes bacterianos asociados con estas patologias se encuentra
G. anatis (Pors et al., 2016), el cual actia como un patdégeno oportunista particularmente en
los 6rganos reproductivos, lo que conduce a una disminucion en la produccioén de huevo, un

menor bienestar animal y una mayor mortalidad (Bojesen et al., 2003).

De acuerdo con la importancia de G. anatis y los procesos de infeccion, los patogenos
requieren de la liberacion de multiples factores de virulencia cuya expresion se encuentra
regulada por el Quorum sensing, el sistema puede ser regulado por el AI-2/luxS, el cual se

encuentra presente en G. anatis y no se han descrito los factores de virulencia que regula.

Recientemente, se ha generado una herramienta molecular que permitira realizar estudios
genéticos en G. anatis (Lopez Ochoa et al., 2019), éste tipo de herramientas son escasas
para los miembros de ésta familia. Con el uso de esta herramienta, se logrd, con el uso de
un cassete que codifica para resistencia a estreptomicina, la interrupcion del gen luxS en G.
anatis 12656-12 y F149" (Lopez Ochoa, 2019). En el presente trabajo se realizd un

caracterizacion parcial de la mutante luxS de la cepa G. anatis 12656-12.

El entendimiento de la regulacion genética en la expresion de elementos que participen en

la adhesion y formacion de biopelicula en G. anatis, podria ayudar a entender la
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participacion de estos componentes bacterianos en la patogenicidad de G. anatis, con lo que

se podria evitar la colonizacion por este patdgeno y con ello reducir el dafio al hospedero.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizacion parcial de la cepa Gallibacterium anatis 12656-12 mutante en luxs.

Objetivos particulares

Determinar el efecto de D, Epi, NE, FeCls, FeCls-Epi o FeCls;-NE en el crecimiento
de G anatis 12656-12 y 12656-12QluxS al crecerlas en medio TSB a 37°C en
agitacion durante 24 h

Determinar la expresion diferencial de proteinas en presencia o no de D, Epi, NE,
FeCl;, FeCls-Epi o FeCls-NE en la formacion de biopelicula.

Evaluar la formacion de biopelicula a las 24 h de incubacion en presencia o no de
D, Epi, NE, FeCls, FeCls-Epi o FeCl;-NE en medio TSB a 37°C

Determinar el efecto de D, Epi, NE, FeCls, FeCl;-Epi o FeCl;-NE en la biopelicula
formada de G. anatis en medio TSB a 37°C

Determinar las diferencias inmunogénicas en los patrones de proteinas de G. anatis
12656-12 y 12656-12QluxS crecidas en presencia o no de D, Epi, NE, FeCls FeCls-
Epi o FeCl;-NE,
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Materiales y métodos

Cepas bacterianas.

En el presente trabajo se utilizaron las cepas de G. anatis 12656-12 (biovar hemolitico,
cepa silvestre) y G. anatis 12656-12 mutante en luxS. Para su conservacion fueron
sembradas en placas de agar infusion cerebro corazon (BHI) adicionado con sangre de

borrego al 5%.

Efecto de los diferentes suplementos sobre el crecimiento de G. anatis
12656-12 y G. anatis 12656-12 Qluxs.

Para determinar el efecto de las hormonas e hierro en el crecimiento de G. anatis silvestre y
mutante, las bacterias se cultivaron en tubos de ensayo con 3 ml de medio soya tripticaseina
(TSB) durante 24 h a 37°C de los cuales se tomaron alicuotas de 30 pul y se agregaron a 14
tubos con 3 ml de medio TSB, 7 por cada cepa y se dejaron creciendo hasta alcanzar una
A%%°=0.1. Posteriormente los diferentes suplementos indicados en la tabla 4 fueron
adicionados en todos los cultivos y/o experimentos realizados a lo largo de este trabajo. Se
realizaron lecturas de densidad optica a 600 nm cada hora durante 6 h y posteriormente a

las 24 h.

Tabla 4. Suplementos utilizados durante todo el trabajo.

Suplemento Cantidad

2,2’ Dipiridil (D) 0.4 mM
Epinefrina (Epi) 50 uM
Norepinefrina (NE) 50 uM

FeCls 100 uM
Epi-FeCl; 50 uM-100 pM
NE-FeCls 50 uM-100 uM

Obtencion de OMP’s de las cepas de G. anatis 12656-12 y 12656-12 QluxS

crecidos con los diferentes suplementos.
Con pre-inoéculos de G. anatis 12656-12 y G. anatis 12656-12QluxS que se dejaron

incubando toda la noche en agitacion a 37°C se inocularon al 1% 7 matraces con 100 ml de
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medio TSB por cada cepa y se dejaron incubando a 37°C en agitacion hasta alcanzar el
crecimiento adecuado para después adicionarle los diferentes suplementos de la tabla 4 e

incubar 24 h.

los cultivos se centrifugaron a 10500 rpm durante 20 min , la pastilla celular se resuspendid
en 2 ml de HEPES-lisozima 10 mM pH 7.4 (1 ml/l1 mg) y se incubaron 1 h a 37°C en
agitacion, posteriormente fueron sonicados durante 3 min en ciclos de 15 seg de sonicacion
y 10 seg de descanso todo el tiempo en hielo. Posteriormente, los cultivos sonicados fueron
centrifugados a 13000 rpm durante 2 min para eliminar las células no rotas, el sobrenadante
fue recuperado y se centrifugo a 13000 rpm durante 30 min y la pastillas fueron
resuspendidas en HEPES 10 mM pH 7.4 y HEPES 10 mM pH 7.4 con 2% de tritén X-100
y se incubaron durante 1 h a 37°C, en seguida se centrifugaron al3000 rpm durante 30 min,
los pastillas se resuspendieron en HEPES 10 mM pH 7.4, y se conservaron en congelacion

al igual que los sobrenadantes.

Obtencion de Proteinas secretadas.

Después de 24 h de crecimiento, el sobrenadante libre de células se precipito con sulfato de
amonio al 70% de saturacion, en refrigeracion durante toda la noche, posteriormente se
centrifugo a 10500 rpm durante 20 min para recuperar las proteinas precipitadas y la

pastilla se resuspendio en 300ul HEPES 10 mM pH 7.4 y se conservaron en congelacion.

Electroforesis (SDS-PAGE)

Las proteinas secretadas y las OMP’s obtenidas fueron cuantificadas y posteriormente se
tomaron 15 pg de proteina a los cuales se les agregd de buffer de corrida 6X y B-
mercaptoretanol al 5% y se depositaron en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) al 10% y separadas electroforéticamente a 95 V durante 120 min. Al
terminar se tifieron con azul coomassie R-250 0.1%, metanol 40%, y 4cido acético al 10%

durante 30min. y se destifieron con acido acético al 10%.

Inmunoreconocimiento

Para determinar si las proteinas expresadas eran inmunogénicas, éstas se separaron por
electroforesis en 2 geles de poliacrilamida al 10%, de los cuales uno se tifio para observar
patrones y el otro se transfiridé a una membrana de nitrocelulosa a 300 mA por una hora en

frio. Las membranas fueron bloqueadas con PBS-TWEEN 0.5% y caseina al 1% durante 1
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h a 37°C en agitacion, se retir6 la caseina y se lavo 3 veces con PBS-TWEEN 0.5% durante
10 min. en agitacion, después se incubo con un anticuerpo primario (suero de aves
infectadas con G. anatis 1:1000) y se dejo 2 h en agitacion, enseguida se retird el
anticuerpo, se lavd de la misma forma y se incubo con un anticuerpo secundario (IgG de
cabra anti-pollo marcado con peroxidasa) durante 2 h en agitacion y se lavo, por tltimo se
hizo reaccionar con una soluciéon de acido fosférico 10 mM pH7.4, diaminobenzidina,
cloruro de niquel/cloruro de cobalto y peroxido de hidrogeno, se coloco en agitacion hasta

obtener reaccion y se retird de la solucion.

Cuantificacion de la formacion de biopelicula.

Con pre-indculos de las cepas que se dejaron incubando toda la noche en agitacion a 37°C
se inocularon al 10% tubos de ensaye con 3 ml de medio TSB y se coloraron los
suplementos (Tabla 4). Para determinar la formacion de biopelicula, se realizaron ensayos
en placas de poliestireno con 96 pozos, se colocaron 200 ul de cada cepa por pozo con los
suplementos a las cantidades especificadas previamente. Las placas se incubaron durante 24
h a 37°C, posteriormente el liquido se elimind tratando de no retirar la biopelicula,
enseguida, la biopelicula fue fijada con metanol durante 15 min., se retird el metanol. La
biopelicula fue tefiida con cristal violeta al 0.1% durante 15 min, se recuperd el colorante y
se lavd con agua corriente para retirar el exceso de colorante, secandolo bien y colocando
acido acético al 30%, el colorante extraido fue cuantificado espectrofotométricamente a 630

nm en un lector ELISA, previamente diluyendo 1:5 (Fedeheim et al., 2009).
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Resultados

Efecto de los suplementos en el crecimiento de G. anatis 12656-12 y G.
anatis 12656-12 Qluxs.

El crecimiento de la cepa silvestre, en presencia o no de hormonas, no muestra diferencias
significativas, sin embargo, parece que el crecimiento es ligeramente mayor por 0.08
unidades de densidad optica (D.O.) de absorbancia en presencia de Epi (Fig.5). El
crecimiento de la cepa mutante parece ser mayor por 0.2 unidades de D.O. de absorbancia
que la silvestre; la presencia de D, no afecta de manera sustancial a la cepa mutante (Fig.

6) en comparacion con la cepa silvestre que no alcanza una absorbancia mayor a 0.4 D.O.

(Fig. 5).

CRECIMIENTO DE G. anatis

e=g==Silvestre
D
==he=Epi

- NE

Figura 5 Curva de crecimiento de la cepa 12656-12 con los diferentes tratamientos.
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CRECIMIENTO DE G. anatis 12656-12Q[uxS
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Figura 6 Curva de crecimiento de la cepa 12656-12QluxS con los diferentes tratamientos.
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Como ya se mencion6 antes, las hormonas pueden actuar como sider6foros por los cual se
probo el efecto de estas hormonas en presencia de hierro: FeCls, FeCl;-Epi y FeCls-NE. Se
puede observar un aumento en el crecimiento de la cepa silvestre (de 0.12 D.O.) con la
adicion de FeCls, pero la presencia de las hormonas, no afectan el crecimiento de esta cepa
(Fig. 7). Un efecto similar fue observado con la cepa mutante (Fig. 8). El crecimiento fue
muy similar al observado previamente (Fig. 6).

CRECIMIENTO DE G. anatis 12656-12

e=(==Silvestre

D

#A—EPI

= NE
FeCI3
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=== FeC|3-NE

Figura 7. Curva de crecimiento de la cepa 12656-12 con los diferentes tratamientos con
hormonas congeladas.
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CRECIMIENTO DE G. anatis 12656-12QluxS
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Figura 8 Curva de crecimiento de la cepa 12656-12QluxS con los diferentes tratamientos con

hormonas congeladas.

De acuerdo a las fichas técnicas de las hormonas, éstas no deben ser refrigeradas o
congeladas y ser preparadas al instante de ser utilizadas, por lo cual se llevd acabo un
nuevo experimento con hormonas recién preparadas. Los resultados observados indican que
las hormonas recien preparadas y el hierro no tienen un efecto diferente en el crecimiento
de la cepa silvestre (Fig. 9) a como se habia observado con las hormonas congeladas (Fig.

7). Un efecto similar fue también observado con la cepa mutante (Fig. 10)
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CRECIMIENTO DE G. anatis 12656-12
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Figura 9 Curva de crecimiento de la cepa 12656-12 con los diferentes tratamientos con

hormonas preparadas al momento.

CRECIMIENTO DE G. anatis 12656-12QluxS
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Figura 10 Curva de crecimiento de la cepa 12656-12QluxS con los diferentes tratamientos con
hormonas preparadas al momento.
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Electroforesis (SDS-PAGE)

El crecimiento del cepa silvestre y de la mutante en presencia o no de D, Epi y NE permite
ver diferencias en las bandas de proteina de aproximadamente 150,100, 50, 20 y 15 kD en
la cepa silvestre, a las 4 h de crecimiento (Fig. 11A), mientras que en la mutante se

observaron diferencias en bandas aproximadamente de 100, 50, 25 y 15 kD al mismo

tiempo (Fig. 11B)

e 0% o o 0o
!
{
eete @

- @

L X

Figura 11. Patrdn de proteinas de extractos totales de la cepa silvestre (12656-12, A) y de la
mutante (12656-12QluxS, B) en presencia o no (1) de D (2), Epi (3) o NE (4) a las 4 h de

incubacion . M: marcador de peso molecular. Las flechas muestran las bandas que presentan
cambios.

El crecimiento del cepa silvestre y de la mutante, durante 6 h, en presencia o no de D, Epi y
NE permite ver diferencias en bandas de proteina de aproximadamente 150,100, 75, 50, 37,

25 y 20 kD en la cepa silvestre (Fig. 12A), y de 100, 75, 50, 25 y 15 kD en la cepa mutante
(Fig. 12B).
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Figura 12 Patron de proteinas de extractos totales de la cepa silvestre (12656-12, A) y de la
mutante (12656-12QluxS, B) en presencia o0 no (1) de D (2), Epi (3) o NE (4) a las 6 h de
incubacion. M: marcador de peso molecular. Las flechas muestran las bandas que cambiaron.

Con respecto a las proteinas de membrana insolubles en triton al 1% se persentaron
diferencias en las bandas de aproximadamente 150, 100, 75, 50, 10 kD en la cepa silvestre
(Fig. 13A), mientras que en la mutante se observaron diferencias en bandas

aproximadamente de 60, 50, 37, 25,20 kD del mismo extracto (Fig. 13B).

08 (1 (111
RN

Figura 13. Patrén de proteinas de membrana insolubles en triton 1% de la cepa silvestre
(12656-12, A) y de la mutante (12656-12QluxS, B) en presencia o no (1) de D (2), Epi (3) o NE
(4). M: marcador de peso molecular. Las flechas muestran las bandas que presentan cambios

en su concentracion.
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Inmunoreconocimiento

La expresion diferencial en el patron de proteinas de la cepa silvestre y mutante crecidas en
presencia o no de D, Epi y NE también puede ser visualizada mediante reconocimiento por
el suero de aves infectadas de G. anatis de bandas aproximadamente de 75, 70 50 40 kDa
en la cepa silvestre (Fig. 14A), y de aproximadamente de 70 55 50 25 kD en la cepa
mutante (Fig. 14B)

M 1 2 3 4

Ao (TN
Figura 14 Western blot de proteinas de membrana insolubles en triton de la cepa silvestre
(12656-12, A) y de la mutante (12656-12QIuxS, B) en presencia o no (1) de D (2), Epi (3) o NE
(4). M: marcador de peso molecular. Las flechas muestran las bandas reconocidas por el

suero de aves enfermas por G. anatis y que presentan cambios por el efecto de las hormonas o
D.

Cuantificacion de la formacion de biopelicula
Cuando se usaron las hormonas preparas y congeladas se puede observar que hay una
disminucién en la produccion de biopelicula en la cepa silvestre en todos los tratamientos

(Fig. 15); un efecto similar también es observado en la cepa mutante (Fig. 16).




Cuantificacion de biopelicula formada de G. anatis 12656-12
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Silvestre FeCl3 FeClI3-EPI FeCI3-NE

Figura 15 Cuantificacion de la formacion de biopelicula de G. anatis 12656-12 con los

diferentes suplementos (hormonas congeladas).

Cuantificacion de biopelicula formada de G. anatis 12656-12Q/uxS
3

FeClI3 FeCI3-EPI FeCI3-NE

Figura 16 Cuantificacion de la formacion de biopelicula de G. anatis 12656-12QluxS con los

diferentes suplementos (hormonas congeladas).
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Se aprecia tanto en la cepa silvestre (Fig. 17) como en la cepa mutante (Fig. 18) que la
presencia de 2,2, dipiridil produce una menor cantidad de biopelicula, en comparacion de
sus respectivos cultivos sin suplementos. Este efecto se observa tanto con hormonas

congeladas como con recién preparas (Figs.19 y 20)

De acuerdo a la literatura, las biopeliculas en presencia de Epi o Ne presentan una
dispersion, y por consiguiente, una menor cantidad de la biopelicula al ser cuantificada. Por
ello, se evalud efecto de los diversos suplementos en la biopeliculas formadas, usando tanto

hormonas congeladas como recién preparadas.

Con las hormonas congeladas, no se observo variacion en la cantidad de la biopelicula
después de haber incubado la biopelicula por 30 min con los diferentes suplementos (Fig.
19). Tampoco se observaron cambios en la cantidad de la biopelicula formada por la cepa

mutante (Fig. 20).

Cuantificacion de biopelicula formada de G. anatis 12656-12
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Silvestre FeClI3 FeCI3-EPI FeCl3-NE

Figura 17. Efecto de los diferentes suplementos (hormonas congeladas) sobre la biopelicula
formada por G. anatis 12656-12.
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Cuantificacion de biopelicula formada de G. anatis 12656-12Q/uxS
1.4
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FeClI3 FeCI3-EPI FeCI3-NE

Figura 18. Efecto de los diferentes suplementos (hormonas congeladas) sobre la biopelicula
formada por G. anatis 12656-12QluxS

En la biopelicula formada por ambas cepas, se nota una disminucién de la cantidad de
biopelicula formada después de incubar con D. Lo que sugiere que los iones metalicos

podrian ser importantes para la estructura de la misma (Fig. 18 y 19).

El uso de hormonas recién preparadas no indujo cambios significativos en la cantidad de la
biopelicula formada por la cepa de G. anatis silvestre, excepto un ligero incremento de la
misma en presencia de FeCls-Epi (Fig. 18). En el caso de la biopelicula formada por la
cepa mutante, se observo un incremento de la misma cuando estas se incubaron con FeCls,
FeCls-Epi y FeCl3-NE (Fig. 19). El efecto del D, una disminucion de la cantidad de

biopelicula, fue también observada en este ensayo.
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Cuantificacion de biopelicula formada de G. anatis 12656-12
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Figura 19. Cuantificacion de la formacién de biopelicula de G. anatis 12656-12 con los
diferentes suplementos (hormonas recien preparadas).

Cuantificacion de biopelicula formada de G. anatis 12656-12QluxS
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Figura 20. Cuantificacion de la formacion de biopelicula de G. anatis 12656-12QIuxS con los
diferentes tratamientos (hormonas recién preparadas).
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El efecto de las hormonas recién preparadas en la biopelicula formada por la cepa silvestre
y mutante de G. anatis no mostré cambios significativos en el caso de la cepa silvestre (Fig.
21) Con respecto a la cepa mutante se observo una menor cantidad de biopelicula cuando
estas fueron incubadas con D, FeCls, FeCl3-NE (Fig. 22). Esto sugiere un efecto dispersor
de la biopelicula. Una menor cantidad de biopelicula también se observa en las muestras

incubadas con 2,2, dipiridil, de manera similar a como se observo en los diferentes ensayos.

Cuantificacion de biopelicula de G. anatis 12656-12
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0.8 %
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0.4

Silvestre FeCl3 FeClI3-EPI FeCI3-NE

Figura 21 Efecto de los diferentes suplementos (hormonas recién preparadas) sobre la
biopelicula formada por G. anatis 12656-12.

36

——
| —



Cuantificacion de biopelicula formada de G. anatis 12656-12QluxS
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Figura 22 Efecto de los diferentes suplementos (hormonas recién preparadas) en la biopelicula
formada por G. anatis 12656-12€luxs.
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Discusion

G. anatis es una bacteria Gram negativa considerada como parte de la microbiota normal
del tracto respiratorio superior y tracto genital inferior de aves, la cual ha sido asociada a
condiciones patologicas como salpingitis, peritonitis, septicemia, pericarditis, hepatitis,
enteritis y lesiones del tracto respiratorio, por lo cual es considerada como patogena
oportunista. Estas afecciones causan la disminucion de la produccion del huevo y daiia el
aparato reproductor de las gallinas ocasionando hemorragia, ruptura y deformacién de los
foliculos ovaricos. G. anatis esta clasificado en 24 biovares de los cuales 15 han sido
descritos en México, hasta ahora no han sido descritos todos sus mecanismos de factores de

virulencia regulados por QS (Lopez, 2019).

El QS es un mecanismo de comunicacion bacteriana dependiente de la densidad
poblacional que contribuye a la patogenicidad; mediante este proceso se liberan y detectan
moléculas quimicas denominadas Als, Se sabe que los patdogenos Gram-negativos y Gram-
positivos usan moléculas Als para coordinar la expresion de genes cruciales para la
virulencia y la supervivencia dependientes de las necesidades de la bacteria ya sea en

condiciones normales o bajo estrés (Camilli y Bassler, 20006).

El estrés se puede definir como una respuesta bioldgica producida cuando un individuo
percibe una amenaza a su homeostasis o parametros fisioldgicos ademas, de perturbar el
bienestar, afecta negativamente la rentabilidad. Esto genera que se altere la funcidon
biologica de manera que se producira un desplazamiento de los recursos o actividades que
ocurran antes de la actuacion del estresor, lo que induce a la proliferacion de

microorganismos y a que estos expresen factores de virulencia (Odedén y Romera, 2017).

En G. anatis se han descrito diversos factores de virulencia como lo son la capacidad de
aglutinar eritrocitos, produccion de toxinas la (RTX GtxA), movilidad, capsula, adhesion,
proteasas, biopelicula, VME de los cuales varios podrian ser regulados por QS (Martinez,

2013).
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Tabla 5. Importancia del QS en la virulencia de miembros de la familia Pasteurellaceae.

Gen
Microorganismo Hospedero Enfermedad Virulencia
mutante
Mannheimia Bovinos y Fiebre de enbarque, xS Incrementada
ux
haemolitica ovinos neumonia (invitro)
- - - . . . IUXS’
Gallibacterium anatis | Aves Gallibacteriosis ND
gseC
] ) Disminuida
Actinobacillus Pleuroneumonia luxs,
) Cerdos . ‘ para ambas
pleuropneumoniae contagiosa porcina | qseC '
mitantes
Agreggatibacter Enfermedades o
o ) Humanos ‘ luxs, Disminuida
actinomicetencomitans periodontales
Haemophiluis Neumonia, luxs, o
_ Humanos o Disminuida
influenzae meningitis gseC
‘ Diversas
Bovino, aves,
enfermedades
cerdos, _
dependiendo del
] humanos,
Pasteurella multocida _ hospedero: No ND
conejos, .
‘ pasteurelosis,
ovinos, S
célera aviar, rinitis
perros, gatos.
atrofia, etc.
Avibacterim o .
] Aves Coriza infecciosa No ND
paragallinarum
_ _ Enfermedad de
Haemophilus parasuis | Cerdos No ND
Glesser
Enfermedades
' respiratorias,
. . ) Bovinos y o
Histophilus somni ' meningitis, No ND
ovinos
enfermedades
sistémicas.
Pasteurella Roedores, Enfermedades No ND

——
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pneumotropica perros, gatos | respiratorias

] ) o Bovinos y Afecciones del
Actinobacillus seminis ' ND ND
ovInos aparato reproductor

ND: no identificado (Montes-Garcia et al., 2018)

De acuerdo a la tabla 5 podriamos decir que la virulencia de G. anatissmutante en luxS se ve
afectada ligeramente ya que la falta de hierro no afecta tan drasticamente el crecimiento

bacteriano de esta cepa (Figs. 6,8 y 10).

El hierro es un elemento esencial tanto para los eucariotas como para los procariotas porque
esta involucrado en muchos procesos metabolicos centrales, y un suministro suficiente de
hierro es fundamental para la proliferacion y el crecimiento celular. Los quelantes de hierro
también pueden afectar la formaciéon de biopeliculas como ha sido descrito para
Staphyloccoci crecido en presencia de un quelante de hierro: deferiprona (Coraga-Huber et
al., 2018) donde se reporta una disminucion en la formacion de biopelicula. Este resultado
es similar a lo observado en el presente trabajo donde hay una disminucion de la formacion

de biopelicula tanto de-esn la cepa silvestre como de la mutante (Figs. 16 a la 22).

La comparacion de las curvas de crecimiento de la cepa silvestre de G. anatis y la mutante
luxS en presencia o no de D, Epi o NE parecen presentar algunas diferencias aunque no
significativas. La presencia de NE favorece un incremento del crecimiento mas rapido con
respecto al medio en ausencia de ésta. Un resultado similar fue observado por Martinez
(2013) quien trabajo con dos cepas de G: anatis. También se observo que la cepa mutante

crece a niveles mas altos que la silvestre en presencia de D (Fig. 5 y 6).

LuxS es una enzima que participa en el metabolismo de metionina y es una enzima crucial
en el paso final en el ciclo de los grupos metilo activados para catalizar S-ribosil -
homocisteina a homocisteina y 4,5-dihydroxy-2,3-pentanedione (DPD). El AI-2 es un
subproducto de esta reaccion que se genera por un re-arreglo del DPD (Schauder, Bassler,
2001). Esta molécula participa en la sefializacion de diversas bacterias y es la molécula de
comunicacion comun entre bacterias Gram positivas y negativas, por lo que es considerada
como una sefial en quorum sensing inter-especie. LuxS participa en la expresion de

diversos factores de virulencia que incluyen: formacion de biopelicula, produccion de
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toxinas, proteasas y hemolisinas; adherencia y movilidad entre otras, asi como en el

metabolismo del hierro, azufre y carbono (Li et al., 2011).

La generacion de una mutante de Actinobacillus pleuropneumoniae en luxS muestra un
incremento en la capacidad de formar biopeliculas, una adhesion disminuida y baja
virulencia, sin embargo, estos efectos no fueron atribuibles a la falta del AI-2, sugiriendo
un efecto pleiotropico (Li et al, 2011). Esta conclusion fue obtenida ya que el co-cultivo de
la cepa silvestre con la mutante no revierte los efectos observados. Se ha descrito que LuxS
afecta el metabolismo del hierro en diferentes bacterias incluidas A. pleuropneumoniae y
Mannheimia haemolytica. En Porphyromonas gingivalis, LuxS participa en la adquision de
hierro inorganico y hemina a través de la regulacion de diversos genes que participan en
esta adquision. En A. pleuropneumoniae se observa una expresion diferencial de diversos
genes que participan en el metabolismo y/o captacion de hierro. En G. anatis 12656-12
mutante en luxS podria estar ocurriendo algo similar, ya que esta cepa no es tan afectada en

su crecimiento, en un medio restringido de hierro, a como lo es la cepa silvestre (Figs. 5 a

la 10).

M. hemolytica forma una biopelicula robusta después de 72 h de incubacion en una placa de
cultivo de tejidos. M. haemolytica tarda al menos 36 h en formar biopeliculas in vitro. La
exposicion de la biopelicula formada de M. haemolytica a NE, Epi y Sustancia P (SP),
causa una disminucién en la biomasa de biopeliculas sugiriendo una dispersion de la
misma. En general, Epi es el agente de dispersion mas efectivo, seguido de NE; siendo SP
el menos efectivo. Pillai y colaboradores (2018) confirmaron que el tratamiento de la
biopelicula de M. haemolytica con NE, Epi y SP causa su dispersion. En el presente trabajo
este efecto no fue observado. Sin embargo, se observa una menor cantidad de biopelicula
cuando esta incubada con un agente quelante D, esto sugiere que los iones metalicos

divalentes podrian ser importantes para la biopelicula formada por G. anatis.

Se ha descrito que los exopolisacaridos pueden asociarse con iones metalicos y cationes
bivalentes, generando una carga neutra o polianidnica, segun el tipo de exopolisacarido con
el que interaccionen, lo que les permitira interactuar con distintos antimicrobianos, y de
esta forma pueden quedar atrapados en la matriz sin capacidad para actuar sobre las

bacterias (Sarduy y Gonzélez, 2016). Shen y colaboradores (2018) estudiaron las
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biopeliculas desarrolladas a partir de una fuente de agua potable con alta concentracion de
iones divalentes (“agua dura”), encontrando que éstas eran mas rigidas en comparacioén con
las biopeliculas desarrolladas a partir de la fuente de agua potable con iones divalentes en
baja concentracion. La mayor rigidez de las biopeliculas desarrolladas a partir del agua dura
se atribuye al alto contenido de carbonato de calcio, sugerido por el examen de
composicion de biopeliculas. Lo que con cuerda con los resultados obtenidos en este
experimento ya que al tener un quelante de metales en el medio hay una disminucion de la

biopelicula.

En Escherichia coli uropatogénica (UPEC) se ha descrito que la ausencia de hierro induce
la autoagregacion y la formacion de biopelicula, y cuando se suplementa el medio con
FeCl; ocurre una dispersion de la misma (Rowe et al., 2010). Este efecto podria estar
mediado por la produccion de celulosa, exopolisacarido descrito como un componente
importante de diversas biopeliculas; ya que el tratamiento con celulasa impide la
agregacion bacteriana y la formacion de la biopelicula. La adicion de hierro facilita la
disgregacion de la biopelicula, probablemente a través de la expresion de novo de diversos
genes pues cuando se adiciona rifampicina, inhibidor de la sintesis de RNAm o
cloranfenicol, inhibidor de la sintesis de proteinas, no ocurre esta dispersion. (Rowe et al.,

2010)

En el caso de Staphylococcus epidemidis se ha descrito que la quelacion de hierro usando
deferiprona (Def), un quelante de hierro de uso terapeutico, desestabiliza la biopelicula
formada (Coraga-Huber., et al 2018), un resultado similar al observado en este trabajo con
G. anatis y dipiridil. El uso de Def, induce una disminucion de la formacion de biopelicula
asi como mortalidad celular, la cual es evaluada con el uso loduro de propidio. El
tratamiento de cultivos con Def impide la formacion de biopelicula por S. epidermidis de
manera masiva, y si este tratamiento se combina con antibioticos, se logra la disgregacion
de la biopelicula asi como mortalidad bacteriana. Los autores sugieren que la alteracion de
la estructura de la biopelicula, al quelar el hierro, facilita la penetraciéon de los

antimicrobianos (Coraga-Huber et al., 2018).

En E. coli se ha descrito que el uso de Def se asocia con un incremento de la permeabilidad

de la membrana externa asi como un incremento de radicales oxigeno intracelulares, lo cual
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podria explicar la mortalidad celular (Ma et al., 2015). Gokarn y Pal (2018) proponen que
las afectaciones observadas podrian deberse a la inhibicién o inactivacion de enzimas que

participan en funciones vitales.

Por consiguiente, de manera similar a como a sido descrito para Staphylococci, y en base a
los resultados obtenidos durante la caracterizacion parcial de G. anatis mutante en luxs,
podria ser util el uso de agentes quelantes como medio para tratar de disminuir y/o eliminar

las infecciones causadas por este microorganismo.
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Conclusiones

1) Epi y NE no afectan el crecimiento de la cepa silvestre G. anatis 126565-12 y su cepa
mutante luxS

2) Epi y NE no afectan la formacion de biopelicula en G. anatis, ni inducen su dispersion.

3) FeCl; y su combinacion con Epi o NE producen una disminucion de la cantidad de

biopelicula en la cepa mutante, sugiriendo una posible dispersion.

4) La cepa de G. anatis mutante en luxS es menos susceptible a la falta de hierro en

comparacion con la cepa silvestre.

5) En los patrones de proteina se observan diferencias en las bandas de proteinas de 150,

100, 50, 37, 25, 20, 15kD entre ambas cepas.

6) El dipiridil afecta la formacion de biopelicula.

Perspectivas
-Determinar el efecto de la mutacion de luxS en la virulencia/patogenicidad de G. anatis.

-Evaluar el posible potencial de agentes quelantes y antibidticos en el control de
enfermedades causadas por G. anatis

-Determinar el efecto de los iones divalentes en la estructura de la biopelicula producida
por G. anatis
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