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1.- Resumen

Las bacterias de la familia Pasteurellaceae son bacterias Gram-negativas; los
miembros de esta familia pueden ser patdégenos primarios, potenciales u
oportunistas. Estos Udltimos requieren una disminucion en las defensas
inmunologicas del hospedero. En esta categoria podemos encontrar a
Mannheimia haemolytica, Actinobacillus seminis y Gallibacterium anatis. G. anatis
es una bacteria beta hemolitica, considerada parte de la microbiota de las aves, la
cual es responsable de afectaciones como salpingitis, enteritis, septicemia,
pericarditis y lesiones en el tracto digestivo de las aves, lo que ocasiona una baja
en la produccion de huevo y en ocasiones, la muerte. El hierro es un elemento
muy importante, diferentes bacterias lo adquieren de su hospedero con proteinas
que unen transferrinas o proteinas asociadas a grupos hemo; también producen o
utilizan moléculas de bajo peso molecular llamados sideréforos. Una de las
proteinas involucrada, mas estudiadas en bacterias, en el control de la captacion y
almacenamiento de hierro, es la proteina Fur (ferric uptake regulator), cuya funciéon
es reprimir la transcripcion de promotores regulados por hierro; el Fe*? es su co-
represor. En el presente estudio se evaluo el efecto del FeCls (CF), 2°27, dipiridil
(D), lactoferrina (LF) y acido p-amino-benzoico (APAB) en el crecimiento,
captacion de hierro y la expresion de proteinas por las cepas silvestre y mutante
en el gen fur de G. anatis 12656-12. Los resultados obtenidos indican que el D
disminuye el crecimiento de ambas cepas, la cepa silvestre se ve mas afectada
(50%) con respecto a la mutante (43%). EI CF permite una recuperacion parcial
del crecimiento de la cepa silvestre en presencia de D (20%), pero no de la
mutante, indicando que los mecanismos de captacion de hierro a través de CF
estan mediados por el gen fur. Este resultado se respalda al crecer ambas cepas
con CF, el cual induce una disminucién del crecimiento de la cepa silvestre (29%),
pero no en la mutante. La adicion de LF produce una disminucién en el
crecimiento de ambas cepas, sugiriendo que es toxica para G. anatis. Un efecto
similar al observado con el D, se da al adicionar APAB. La adicién de Epinefrina
(E) o Norepinefrina (NE), inducen una disminucién de la cantidad de biopelicula
producida por la cepa silvestre, sin afectar la cantidad producida por la mutante.
Un efecto similar ocurre con la combinacion de CF+E o CF+NE en la cepa
silvestre, sin embargo, la cantidad de biopelicula formada por la mutante se
incrementd mas de dos veces con estas combinaciones. Se desconoce la razén
de este incremento, ya que CF induce una disminucion de biopelicula y se ha
sugerido que E y NE actuan como sideréforos en cepas de la misma familia. Los
resultados al adicionar D, CF, E, NE o combinaciones de E+CF, NE+CF a ambas
cepas muestran una gran cantidad de cambios en la expresion de proteinas,
indicando que el metabolismo de hierro es un proceso multifactorial en el que
estan involucrados una gran cantidad de genes de G. anatis.
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2.- Introduccidon

2.1.- Familia Pasteurellaceae

Con 38 especies clasificadas y 24 sin clasificar, las bacterias de la familia
Pasteurellaceae son bacterias Gram-negativas, aerdbicas, micro anaerofilicas o
anaerobias facultativas, parasitas de vertebrados como las aves de corral, que
llegan a colonizar partes del aparato respiratorio asi como algunas zonas del
tracto digestivo o del tracto reproductivo (Christensen y Bisgaard, 2008).

Algunos miembros de esta familia pueden ser considerados patégenos primarios,
los cuales infectan a sus hospederos sin necesidad de algun factor predisponente.
Otros son considerados patdgenos potenciales u oportunistas. Estos dltimos
requieren de una disminucion en las defensas inmunolégicas del hospedero, de la
eliminacién de alguna barrera fisica, por rasgufios o mordidas, o la presencia de
otros patdégenos virales, bacterianos, o parasitarios. Incluidos en esta categoria
podemos encontrar a Mannheimia haemolytica, Histophilus somni, Actinobacillus
seminis y Gallibacterium anatis, organismos que también pueden llegar a causar
afecciones cronicas, agudas o sub agudas (Montes-Garcia et al., 2016).

2.2.- Descripcion del organismo

G. anatis (Imagen 1) es una bacteria Gram-negativa, forma colonias de 1 a 2mm,
de color grisaceo, puede o no presentar B-hemolisis, no forma endoesporas,
presenta crecimiento anaerobio, aerobio facultativo o microaerofilico, sus colonias
son transparentes con consistencia butirosa, lisas, brillantes, circulares y no
requieren de NAD para su crecimiento (Christensen et al., 2003).

Imagen 1. Gallibacterium anatis 12656-12 y su mutante en fur cultivadas en agar sangre durante
24ha37°C.




En estudios in vitro se demostré que esta bacteria posee cierta movilidad por lo
gue se especula que también la posee in vivo. Esta movilidad depende de la
temperatura, el pH y la presencia de dextrosa, cloruro de sodio y cloruro de calcio
(Montes-Garcia et al., 2016).

G. anatis es considerada como parte de la microbiota normal de las aves, pero
también es el agente causal de diversas afecciones como salpingitis (con o sin
peritonitis), ooforitis, enteritis, septicemia, pericarditis, hepatitis y lesiones en el
tracto digestivo de las gallinas, lo que ocasiona una disminucién en la produccion
de huevo, baja conversion alimenticia y en ocasiones, mortalidad aviar
(Christensen et al., 2003). En la tabla 1 se muestran las pruebas bioquimicas que
permiten diferenciar entre los diferentes biovares de G. anatis.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas para identificar biovares de G. anatis.

(+) (+) (-)

Biovar Larabinosa Dxilosa minositol Dsorbitol Maltosa Trehalosa Dextrina
1 - +/(+) +/(+) + + +/(+) +/(+)
2 - + + + + + -

3 - + +(+) + + - +

: : + Hi) : HE) )
5 - + - - + + (+)

6 - + - + + + +

7 - - + + + +

8 + + - - + + +

9 - + +/(+) - + - +

10 - + - + + + -

11 - + + + - - -/(+)
12 : + HE) - : HE) ()
13 - + - + - + -

14 - - + + + - -

15 - - + + - = =

16 - - - + - + -

17 - + +/(+) - - - -

18 : * : : : HE) ()
19 - + - = - = =

20 - - - - - + -

21 - - + - - - -

22 - + - + + - -

23 - - - - + + +

24 - +/(+) +/(+) - + + +/(+)

+: Positivo en 1-2 dias; (+): Positivo en 3 a 14 dias; -: Negativo dentro de 14 dias. Fuente: Christensen
et al. (2003).




2.3.- Patogenia

En el sector avicola, las enfermedades del sistema respiratorio representan uno de
los mayores problemas de salud animal con niveles de morbilidad y mortalidad
entre el 10 y 50% (Ledn, 2009).

En aves comerciales, las enfermedades respiratorias se pueden clasificar en
virales 'y bacterianas. Dentro de los agentes virales destacan
Paramoxovirus, Coronavirus, Herpesvirus, Metapneumovirus y en las bacterianas
se describen Avibacterium paragallinarum, Pasteurella multocida, Gallibacterium
anatis y Escherichia coli (Roh et al., 2013).

2.4.- Factores de virulencia

Los factores de virulencia de G. anatis que se han descrito hasta la fecha son; la
secrecion de metaloproteasas degradadoras de inmunoglobulinas tipo G (IgG)
(Garcia-GOmez et al., 2005), la capacidad de hemaglutinar globulos rojos de
conejo (Zepeda et al., 2009; Montes Garcia et al., 2016), la proteina secretada
GtxA, del tipo RTX descrita por Kristensen et al. en 2010, la formacion de biofilm
(Vaca et al., 2011). Asi como la expresion de fimbrias (Salgado Lucio et al., 2012;
Persson y Bojesen, 2015) y la formacion de un flagelo polar en la bacteria
(Montes-Garcia, 2012).

2.4.1.- Movilidad

La movilidad de una bacteria esta dada por la capacidad de ésta para producir
estructuras filamentosas llamados flagelos, los cuales le permiten desplazarse por
el medio en el que se encuentran, esta es una ventaja evolutiva aunque
representa un gran gasto energético para las bacterias. En 2012, Montes-Garcia
determiné las condiciones de movilidad para las cepas de G. anatis F1497 y
12656-12 in vitro. Usando microscopia electrénica de transmision observé en
ambas cepas un flagelo polar y obtuvo una proteina posiblemente flagelar de
aproximadamente 60 KDa.

2.4.2.- Toxina RTX GtxA

Las proteinas toxicas, mas importantes, en la familia Pasteurellaceae, son la RTX
y la CDT (repeats in toxin y Cytolethal distending toxin, respectivamente). La
toxina reportada para G. anatis pertenece al grupo de toxinas RTX, estas son
producidas por una gran cantidad de bacterias Gram-negativas y se consideran
factores de virulencia importantes (Martinez-Gonzalez, 2013).




Kachlany y Balashova en 2008 describen a las toxinas RTX como proteinas
grandes, las cuales presentan en su region C-terminal repeticiones ricas en glicina,
que le permiten unircalcio. Probablemente GtxA use un mecanismo donde el
dominio RTX-hemolisina del extremo C-terminal sea el responsable de la unién a
las células diana y de la translocacion del dominio N-terminal o de la toxina
completa al citoplasma (Martinez-Gonzalez, 2013).

Este tipo de toxina es responsable de la leucotoxicidad y de la capacidad
hemolitica de G. anatis, su dominio N-terminal esta formado por 950 aminoacidos
gue no existen en otras toxinas (Figura 2).

1kb
— > .
suhB gtxA gtxC  uxuA

Regian rica Gly-tsp
Repetidos ATY

(¥
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#— Dominio N-Terminal s Dominio RT¥k————

Figura 2. Organizacion y ubicacién de la gtxA de G. anatis. En la parte superior se muestra la
ubicacion de los genes que la flanquean en el genoma de G. anatis 12656-12. Las flechas indican
los marcos de lectura. La parte inferior muestra la region rica en glicina y aspartato (posicién 1640-
1830) (Kristensen et al., 2010).

2.4.3.- Metaloproteasas

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces peptidicos en
proteinas o péptidos. Estas proteinas son consideras como importantes factores
de virulencia debido a que participan en diversos procesos durante una infeccion.
Incluidos en estos estan: la colonizacion, la nutricion y/o evasion del sistema
inmune del hospedero (Persson y Bojesen, 2015).

En 2005, Garcia-Gémez y colaboradores describieron una proteina secretada por
G. anatis de 100 KDa. Esta presenta actividad proteolitica, la cual se vio en geles
de poliacrilamida al 10% copolimerizados con caseina bovina. Esta
metaloproteasa es activa en un pH alcalino y se inhibe en presencia de EDTA. Su
actividad es estable a los 50° C, y se inhibe a los 60° C o temperaturas superiores.
Puede degradar IgG de pollo después de incubarse 24 h; con antisueros




policlébnales presenta una reactividad cruzada contra una proteasa de
Actinobacillus pleuropneumoniae.

2.4.4.- Biopelicula

Una biopelicula bacteriana es un conjunto de organismos asociados entre si y
adheridos a una superficie viva o inerte, estos organismos se encuentran en una
matriz extracelular producida por estos mismos y esta formada principalmente por
proteinas, polisacaridos, sales, minerales y DNA (Dickschat, 2010).

Debido a que el crecimiento en una biopelicula es considerado un crecimiento
multicelular, ya que pueden existir organismos de la misma especie, o de diferente
especie, asi como organismos de diferentes géneros; en una biopelicula debe
existir una comunicacion entre los diferentes miembros de la misma. Esta
comunicacién, denominada quorum sensing (QS), permite controlar la expresion
de diversos genes en conjunto y permitir una comunicacion mas eficiente entre
ellas para permanecer y sobrevivir en el hospedero o en ambientes hostiles, y
resistir varios tipos de estrés (Montes-Garcia et al., 2016).

2.4.5.- Hemaglutinacion

Zepeda y colaboradores en 2009 trabajando con aislados de campo de G. anatis
de México y Dinamarca mostraron que, en presencia de eritrocitos de aves y
mamiferos, un grupo de cepas son capaces de aglutinar eritrocitos de pollo, gallina,
codorniz, conejo y cerdo. En 2016 Montes-Garcia et al., identificaron una
hemaglutinina de 65 KDa de las cepas de G. anatis 12656-12 y F149', la cual
sugieren que puede constituir un factor de inmunidad y de virulencia comun entre
las cepas de G. anatis.

2.4.6.- Adhesion

Se ha demostrado que G. anatis es capaz de adherirse a vidrio y poliestireno, esto
gracias a la expresion de fimbrias que le ayudan a la adhesion en células
epiteliales orofaringeas de pollo (Salgado-Lucio et al., 2012).

2.4.7.- Capsula

La capsula bacteriana es una red de polimeros que cubre la superficie de la
bacteria. Esta estd compuesta de polisacaridos, y protege a la bacteria de la
respuesta inflamatoria del hospedero y de la fagocitosis. Persson y Bojesen en
2015 demostraron que la mutante (AgexD) de capsula de G. anatis es mas
virulenta que la cepa silvestre. Aun se desconocen otras funciones de la capsula
en G. anatis.




2.4.8.- Vesicula de la membrana externa

Se ha demostrado que G. anatis puede producir vesiculas de la membrana
externa (OMV’s) de un tamafio entre los 150 y 160 nm. Estas vesiculas se
producen en mayor cantidad durante la fase de crecimiento exponencial de la
cepa en medio BHI. En medio RPMI, la cepa parece que produce una menor
cantidad de vesiculas. Cultivadas en BHI adicionado con EDTA las vesiculas
producidas son de >100 nm, ademas de que se encontraron restos de células
lisadas, esto se debe a que el EDTA promueve a la lisis de las células (Ragnhild et
al., 2013).

2.5.- El hierro en las bacterias

El hierro es un elemento muy importante para todos los seres vivos excepto
algunos Lactobacillus. Diferentes bacterias adquieren el hierro principalmente de
su hospedero con la ayuda de proteinas que unen transferrinas o proteinas
asociadas a grupos hemo; también producen o utilizan moléculas de bajo peso
molecular, producidas por otros microorganismos, que unen hierro con una alta
afinidad, llamados sideroforos (Chantes-Guerra et al., en preparacion). Sin
embargo, la concentracién del hierro debe ser controlada adecuadamente, pues
su reaccion con el oxigeno puede dar lugar a la generacién de radicales libres,
moléculas altamente reactivas que pueden dafar diversas macromoléculas (Pérez
et al, 2005).

Las bacterias requieren de una concentraciéon de hierro entre 10° y 108 M. En
condiciones anaerobias el hierro se encuentra en forma reducida (Fe*?), esta
forma es lo suficientemente soluble para que pueda ser asimilada por las bacterias
sin la necesidad de recurrir a mecanismos complejos (Chantes-Guerra et al, 2012).

2.6.- Gen fur

Una de las proteinas involucradas, y mas estudiadas en bacterias, en el control de
la captacion y almacenamiento de hierro, es la proteina Fur (ferric uptake
regulator). Esta proteina es un polipéptido cuya funcion es reprimir la transcripcion
de promotores regulados por hierro; el Fe*? es su co-represor (Escolar et al., 1999).

La regulacion de la expresion del gen fur es muy compleja, ya que es
autorregulable, con lo que se liga su expresion con el metabolismo celular. Esta
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proteina también es regulada por la respuesta al estrés oxidativo (Echeverria-Ruiz
et al., 2010).

En condiciones donde el hierro abunda, Fur se une al ion divalente de hierro y
forma el complejo llamado Fe*2-Fur, adquiriendo una configuracién capaz de
unirse a secuencias blanco del DNA o cajas Fur, inhibiendo la transcripcion de
genes regulados por Fur downstream (rio abajo). En situaciones contrarias,
disminuye la concentracion del complejo Fe*?-Fur y se liberan regiones
operadoras reguladas por el hierro, permitiendo que la RNA polimerasa acceda a
los promotores de genes encargados de la sintesis de sideréforos y/u otras
proteinas reguladas por el hierro, permitiendo la expresion de estos genes,
favoreciendo su captacion (Chantes-Guerra et al., 2012).

2.7.- Captacion de hierro.

Las bacterias cuentan con diversos mecanismos para la captacion de hierro y
estas se engloban en dos formas: directas e indirectas. Los mecanismos directos
son aquellos en los que los iones de Fe?* interactian directamente con los
receptores de la membrana bacteriana. Ya que estos iones son altamente solubles
en condiciones anaerobias y en pH &cidos logran una difusién pasiva a través de
porinas de las bacterias Gram-negativas hacia el periplasma, de ahi son
transportadas al citosol mediante un complejo de membrana ABC (ATP Binding
Cassette).

El mecanismo indirecto se caracteriza por la implementacion de compuestos
secretados por la bacteria o por otras bacterias llamados sideréforos, los cuales
forman complejos con el hierro para luego adherirse a las proteinas receptoras de
la superficie de la bacteria (Martinez-Gonzalez, 2010).

En muchas bacterias de las familias Neisseriaceae y Pasteurellaceae se han
logrado describir dos proteinas conservadas y especificas que reconocen las
transferrinas o lactoferrinas de su hospedero (Reyes-Malpica, 2018). Estas
proteinas son receptores de membrana llamadas TbpA y TbpB para transferrina y
LpbA y LpbB para la lactoferrina. La primera es dependiente de TonB y es muy
afin a transferrinas cargadas de moléculas de hierro y a apotransferrinas.

La segunda es una lipoproteina que cusa un incremento en la eficacia en la
captacion del hierro. Su mecanismo consiste en que primero, la proteina TbpB
reconoce la transferrina cargada con hierro, la lleva a un dimero (la TbpA de la
membrana y la TbpB proyectada al exterior), el hierro es extraido de la transferrina
y la TbpA lleva el hierro al periplasma. Por ultimo por medio de un sistema de
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transporte tipo ABC, el hierro es acarreado al citoplasma (Schryvers y Stojijikovic,
1999).

2.8.- Sideroéforos.

Los sideroforos son moléculas de bajo peso molecular, menor a 1 kDa, afines al
hierro. Su biosintesis esta regulada generalmente por los niveles de hierro (lll) en
el ambiente donde se encuentra la bacteria. La forma en la que la bacteria capta el
hierro a través de los sideréforos es mediante un complejo hierro-sideroforo el cual
acarrea el hierro a la membrana de la bacteria; esta es rica en polisacaridos y
purinas, importantes para el transporte del hierro. Ya que el periplasma contiene
20% del agua de la célula aproximadamente y el complejo hierro-sideroforo es
pesado, su capacidad para penetrar a la célula por las porinas es baja, por esto es
necesaria la presencia de proteinas acarreadoras (Hider & Kong, 2010).

En la figura 1se observan diferentes componentes de mecanismos de captacion
de hierro por medio de sidero6foros.

Fe-Salmochelin
Fe-crrate Fe-Entarobactin Fe-DBS Fe—?Bs Ferrichrome Fe—CapJogen Fer{ioxamine

(FecA) (ll'(;.‘!N) (FopA) (Fiu) (Cir) (Fl‘luA) <Fh.UE) (FhuF) Outer membrane

@ >/ s e

(1]

Citrate Enterobactin TonB Hydroxamate '
transporter transporter complex transporter Cytoplasmlc membrane
* % + Cytoplasm

Figura 1. La donacion del complejo hierro-sideréforo al periplasma.

El sideroforo es facilitado por la proteina citoplasmatica TonB. Los transportadores citoplasmaticos
de sideroforos de hierro funcionan mediante un mecanismo de tipo ABC, que es impulsado por la
hidrélisis de ATP. El transportador de hierro se encuentra principalmente en cepas de E. coli
uropatégenas. Fe-DBS, complejo de hierro de dihidroxibenzoilserina (Garibaldi and Neilands, 1956).

Estas moléculas facilitan la solubilidad de los iones de Fe®* a pH fisiol6gico asi
como también su remocion. La mayoria de los sideréforos son secretados aunque
existen algunos que se encuentran anclados a la superficie celular con es el caso
de la micobactina en Mycobacterium tuberculosis (Gobin y Horwitz, 1996).




2.9.- Quorum sensing

El quorum sensing (QS), una forma de comunicacion bacteriana, participa en la
regulacion en la expresion de genes en respuesta a fluctuaciones en la densidad
de la poblacién celular. Esto produce y libera moléculas de sefalizacion quimica
llamados autoinductores (Al) que se incrementan en concentracion dependiendo
de la funcion requeria por la poblacion bacteriana. La deteccion de una minima
concentracion estimulatoria de un Al lleva a la alteracion en la expresion de genes.
Las bacterias usan este mecanismo como comunicacion para regular un diverso
rango de actividades fisiol6gicas, estos procesos incluyen simbiosis, virulencia,
competencia, conjugacion, produccion de antibidticos, motilidad, y formacion de
biofilm. Mientras que las bacterias Gram-positivas utilizan oligopéptidos, las
bacterias Gram-negativas usan N-acil homoserina lactonas como Als. Esta
comunicacién puede darse entre bacterias de la misma o diferente especie. La
evolucion del QS podria ser el inicio en el desarrollo de los organismos
pluricelulares (Miller y Bassler, 2001).

2.9.1.- Autoinductores

Dependiendo del Al liberado al medio podemos hablar de un espectro de
comunicacién bacteriano que comprende desde la comunicacién inter-especie,
intra-especie o0 entre reinos, y son usados por las bacterias para regular la
expresion de factores de virulencia. En Aeromonas hydrophila, los autoinductores
estimulan la liberacion de exoproteasas; en Agrobacterium tumefaciens la 3-oxo-
octanoil-HSL da inicio a la conjugacion, siendo estos autoinductores inter-especie.
El género Pseudomonas libera butanoil-HSL, 3-oxo-dodecanoil-HSL, hexanoil-HSL
y 3-oxo-hexanoil-HSL, involucradas en la formacion de biopeliculas, en la
liberacibn de exoenzimas (proteasas), en la motilidad y en la produccion de
exopolisacéridos, respectivamente; pudiendo considerarlos como inductores intra-
especie. En algunas bacterias como Rhizobium leguminosarum bv viciae, la
simbiosis, la nodulacién radicular y la transferencia plasmidica, son favorecidas
por la 7-cis-tetradecanoil/ hexanoil-HSL, heptanoil/octanoil-HSL los cuales son Al
inter reinos. Se ha demostrado que la N-3-oxo-decanoil-HSL de P. aeruginosa
favorece la actividad pro-inflamatoria y acelera la apoptosis en varios tipos
celulares como macrofagos, neutréfilos y carcinomas de seno (Flores-Encarnacion,
et al., 2011).
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2.9.2.- Catecolaminas

Algunas hormonas como la Epinefrina (E) y la Norepinefrina (NE) poseen una
similitud estructural con los Al entre especie, por ello, se ha sugerido que la NE
puede actuar como promotor en el crecimiento y virulencia de enterobacterias, en
particular, la quinasa Qsec del quérum sensing que se ha visto involucrada en la
induccion por NE, en la expresion de genes asociados a la motilidad y adherencia
de estas bacterias. La concentracibn mas comunmente empleada para la
induccion de los genes que causan esto es de 50 UM y para que la bacteria pueda
activar estos factores de virulencia debe viajar al epitelio intestinal, ya que ahi es
donde se encuentra la NE en mayor concentracion (Pasupuleti et al, 2018).

La E ha demostrado incrementar también la motilidad y la virulencia en
Pseudomonas aeruginosa, bacteria Gram-negativa, sin embargo, con esta
bacteria se han observado cambios a una concentracion de 1 uM (Cambronel M.,
et al, 2019). En 2003, Sperandio y colaboradores sugieren que ocurre un cross-
talks entre Al-3 y la E de mamiferos ya que una mutante en IuxS restaura sus
fenotipos de virulencia en presencia de estas moléculas y ambas sefiales son
bloqueadas por antagonistas adrenérgicos, todo esto siguiere que existe una
comunicacién célula a célula entre la bacteria y su hospedero.

Se ha descrito que estas hormonas también pueden ser usadas como sideréforos
transitoriamente, esto debido al grupo catecol, el cual puede capturar al hierro que
se encuentra en las glicoproteinas de la transferrina y lactoferrina transitoriamente,
lo que permite la adquisicion bacteriana del hierro secuestrado normalmente
inaccesible del anfitrion (Sandrini et al., 2010)

2.10.- Lactoferrina

La lactoferrina (LF) es una glicoproteina de 80 KDa, pertenece a la familia de las
proteinas transportadoras de hierro denominadas transferrinas y presenta una alta
homologia entre especies. Se encuentra principalmente en fluidos como la leche,
sin embargo puede encontrarse en pequefias cantidades en el plasma sanguineo.
Esta molécula esta integrada por una cadena polipeptidica simple, plegada en dos
l6bulos globulares N y C, cada uno es capaz de unir Fe*? o Fe*3, Cu*?, Zn*3, y
Mn*2, Recientemente se ha comprobado que tiene propiedades antiinflamatorias,
antioxidantes, antibacterianas, bacteriostaticas y antivirales (Rodriguez-Franco et
al., 2005).

La funcidn bacteriostatica se debe a la capacidad de la LF para unirse a iones de
Fe, si esta se encuentra en su forma de apo-lactoferrina (libre de hierro) tiene la
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capacidad de secuestrar el hierro en las zonas de infeccion inhibiendo el
crecimiento de las bacterias. La LF exhibe una interaccion con la superficie de
bacterias Gram-negativas, seguida de una liberacion de lipopolisacaridos, lo que
aumenta la permeabilidad de la membrana y la liberacion del citoplasma al medio
extracelular (Rodriguez-Franco et al., 2005).

12



3.- Antecedentes.

Previamente Rea (2011), trabajando con la respuesta al estrés por hierro en G.
anatis reporté que este microorganismo induce la expresion diferencial de
proteinas implicadas en la captacion de hierro cuando crece bajo condiciones de
bajo hierro, incluida la expresion de un probable receptor de sideréforos. También,
se sugirio la posible produccién de sideroforos por este microorganismo, por
medio de un analisis espectrofotométrico.

Continuando con éste trabajo, se encontré que G. anatis presentaba la expresion
diferencial de una proteina que une hemoglobina, una proteina que parecia no
encontrarse bajo control de Fur, ademas, se corroboré que la produccién de
sideroforos por G. anatis no se lleva a cabo, esto mediante crecimiento de esta
bacteria en medio con cromo azurol (Chantes-Guerra, et al., en preparacion)

En éste mismo trabajo también se reporta la generacion de una mutante de G.
anatis 12656-12 en el gen fur mediante su interrupcion por la insercion de un
cassette que codifica para resistencia a estreptomicina, obtenido de un plasmido
aislado de una cepa de Pasteurella multocida de cerdo (Lépez-Ochoa et al., 2019).
Con la interrupcion del gen fur se pudo demostrar que el probable receptor de
sideroforos de G. anatis se encontraba bajo control de Fur, pero no asi la proteina
gue une hemoglobina (Chantes-Guerra et al., en preparacién). Una caracterizacion
de esta mutante no fue realizada.
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4.- Justificacion.

La caracterizacion de la mutante en fur servir4 para tener un mayor conocimiento
de la fisiologia de G. anatis y de sus mecanismos regulatorios

5.- Objetivos.

5.1.- General

Caracterizacion parcial de la cepa G. anatis 12656-12 y su mutante en Q fur

5.2.- Particulares.

+ Describir el efecto de las moléculas FeCls y del agente quelante de hierro
2,2 dipiridil en el crecimiento de G. anatis 12656-12 y su mutante en Q fur.

s Determinar las posibles diferencias en la expresion de proteinas entre la
cepa silvestre y su mutante en Q fur en presencia de las moléculas; E, NE,
FeCls y del agente quelante de hierro 2,2 dipiridil.

«+ Conocer si existen diferencias en la capacidad de producir biopelicula entre
la cepa silvestre y su mutante en Q fur en presencia de las moléculas; E,
NE, FeCls y del agente quelante de hierro 2,2 dipiridil.

+ Determinar la posible utilizacion de las moléculas; acido 3-aminobenzoico y
LF por la cepa silvestre de G. anatis y su mutante en Q fur como posibles
sideréforos, como molécula transportadora de hierro, asi como molécula
bacteriostatica, en presencia de FeClsz y 2,2 dipiridil.
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6.- Materiales y metodos.

6.1.- Cepas.

Las cepas de G. anatis 12656-12 y su cepa mutante Q fur fueron sembradas en
agar sangre de carnero al 5% e incubadas durante 24h a 37°C. Para su
conservacion se mantuvieron en refrigeracion y se resembraban cada semana.

6.2.- Cinética de crecimiento.

Para determinar el efecto de los suplementos en el crecimiento de 12656-12 y su
mutante fur, estas fueron cultivadas en tubos de ensaye con tres ml de medio de
soya triptocaseina (TSB) y se incubaron durante 24 h a 37° C. Este pre cultivo
sirvio para inocular al 1% medios de cultivos conteniendo diferentes
suplementaciones, un tubo sin suplementos se us6 como control. Los cultivos se
incubaron hasta una A%°=0.1 para posteriormente aplicar los suplementos de la
tabla 2. Por ultimo, los cultivos se mantuvieron en incubacion y agitacion, la
densidad o6ptica (DO) fue determinada a 600 nm cada hora durante 8 h hasta
alcanzar la fase estacionaria.

Tabla 2. Suplementos utilizados durante el estudio.

Tratamiento Dosis

Dipiridil (D) 0.25mM

FeCls (CF) 100 uM

Acido 3 amino-benzoico (APAB) 100 uM

Dipiridil + FeCls 0.25 mM + 100 uM

Acido 3 amino-benzoico + FeCls 100 pM + 100 pM

Acido 3 amino-benzoico + FeCls + Dipiridil 100 uM + 100 uM + 0.25 mM
Control(C) Sin adiciones
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6.3.- Ensayo de recuperacion del crecimiento.

Para conocer si es que alguno de los suplementos utilizados funcionaban como
sideréforos o como fuente de hierro para las bacterias, estas se cultivaron en
tubos de ensaye con tres ml de medio de soya triptocaseina (TSB) y se incubaron
durante 24 h a 37°C en agitacion. Siete tubos de ensaye con tres ml TSB se
inocularon al 1% con un pre-cultivo y se dejaron crecer hasta una A%%°=0.01.
Primero se aplico el dipiridil a sus correspondientes tubos, este se dejo actuar
durante tres horas y posteriormente se aplicaron los suplementos APAB, CF o una
combinacion de ambos para poder observar si la bacteria mostraba una
recuperacion en su crecimiento. Se determiné el crecimiento de las cepas a las 24
h (DO=600nm).

6.4.- Produccion de biopelicula

Se prepararon cultivos con indculos al 10% en tubos de ensaye con tres ml de
medio TSB. Para determinar la formacion de la biopelicula se usé una placa de
poliestireno de 96 pozos. Se colocaron 200ul de cada cepa por triplicado para
cada tratamiento con los suplementos aplicados y se dejo incubar a 37°C durante
24 h. Posteriormente a la incubacién, se le retir6 el sobrenadante sin desprender
la biopelicula del fondo del pozo y se fijé con metanol durante 15 min, se retir6 el
metanol y se aplicd cristal violeta al 0.01% durante 15 min, se recuper6 el
colorante y se lavé con agua corriente, se sec6 y se coloco acido acético al 30%
para extraer el colorante retenido para posteriormente realizar una disolucién 1.5y
se midié con un lector ELISA a 630nm (Sanchez-Espinoza, 2010).

6.5.- Electroforesis.

Para poder determinar si las hormonas Epinefrina o Norepinefrina pudiesen
funcionar como posibles sideroforos al estar en presencia de FeCls y esta
presencia afectaba el patrén de proteinas, ambas cepas se crecieron en presencia
0 no de estos suplementos durante 24 h a 37 °C. Posteriormente se obtuvieron
proteinas secretadas y OMP’s conforme a lo descrito por Martinez-Gonzélez
(2013), estas se cuantificaron por el método de Bradford, y de ambas se tomaron
20 pg a los cuales se agrego buffer de muestra 6X y B-mercaptoetanol al 5% y se
colocaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%. Las muestras se
separaron electroforéticamente a 95 V durante 120 min, al terminar, los geles se
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tiferon con una solucion de azul de Coomassie durante 1 h y se destifieron con
acido acético al 10%. Los geles fueron fotografiados en un transiluminador.
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7.- Resultados.

7.1.- Cinética de crecimiento.

La cepa silvestre muestra una disminucion en su crecimiento de aproximadamente
el 50% comparada con el control cuando se le adiciona Unicamente D. El cultivo
adicionado solo con CF no presenta cambios significativos en el crecimiento
comparado con el control. Los tres cultivos se midieron a 600nm durante ocho
horas (Grafica 1).

Curva de crecimiento G. anatis
cepa silvestre (12656-12)
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Gréfica 1. Curva de crecimiento de G. anatis en presencia o no de 2,2, dipiridil (D) o FeCls (CF).
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La cepa mutante muestra una disminuciobn en su crecimiento cuando se le
adiciona unicamente D, sin embargo, esta disminucién es menor que la observada
en el crecimiento de la cepa silvestre (Grafica 1), de aproximadamente el 43%
comparada con el control. El cultivo de la mutante en fur, adicionado solo con CF,
no presenta cambios significativos en el crecimiento comparado con su control.
(Grafica 2). Comparando ambas cepas se observa que la cepa mutante tiene un
mayor crecimiento (aprox. 20%) que la cepa silvestre.

Curva de crecimiento G. anatis
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Gréfica 2. Curva de crecimiento de G. anatis mutante en fur en presencia o no de 2,2, dipiridil (D) o
FeCls (CF)
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7.2.- Ensayo de recuperacion del crecimiento

La adicion de D al cultivo de G. anatis silvestre, induce una disminucion del 65%
del crecimiento con respecto al cultivo control (Grafica 3). Este efecto se mantiene
en la combinacion de D + APAB y D + CF + APAB ya que el crecimiento disminuye
en un 25 y 30% respectivamente. La adicion de CF + APAB disminuye el
crecimiento en aprox. un 40% y el APAB solo lo disminuye un 10%, mientras que
el CF disminuye 25% aprox.

Crecimiento de

e G. anatis 12656-12
1.4
1.2

1
0.8
0.6
0.4
. B

0

APAB D+APAB CF+APAB D+CF+APAB

Grafica 3. Crecimiento de la cepa silvestre en presencia 0 no de 2,2 dipiridil (D), FeCls (CF), y/o
APAB.
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La cepa mutante en el gen fur, presenta un comportamiento diferente con respecto
a la cepa silvestre (Grafica 4). La adicion de D produce una disminucion del
crecimiento en 35% aprox., pero en menor proporcion con respecto a la cepa
silvestre (65% aprox.). La combinaciéon de D+APAB o D+APAB+CF producen el
mismo efecto inhibitorio en el crecimiento que se observo en la cepa silvestre,
aunque en comparacion con el crecimiento en presencia Unicamente de D se ve
menos afectada. La adicion de CF o APAB, de manera independiente, no parecen
afectar el crecimiento de la cepa mutante, pero la combinacibn de ambos
compuestos presenta un efecto similar al observado cuando se adiciona D.

Recuperacion en el crecimiento de

e G. anatis mutante en fur
1.4
1.2
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0.8
0.6
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APAB D+APAB CF+APAB D+CF+APAB

Grafica 4. Crecimiento de la cepa mutante en presencia o no de 2,2 dipiridil (D), FeCls (CF), y/o
APAB.
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El crecimiento de la cepa de G. anatis 12656-12 mutante en el gen fur no es
afectado por la adicion de CF (Grafica 5), en comparacion a la cepa silvestre
(Grafica 3), en que se observa una disminucién de 30% en su crecimiento, sin
embargo, la adicion de D + CF no mejoran el crecimiento de esta cepa. Esto
sugiere que esta mutante no tiene la capacidad de incorporar CF de una manera
directa.

G. anatis (fur) en presencia de FeCl,
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Gréfica 5.Crecimiento de la cepa mutante en presencia o no de CF o D con o sin CF.
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Por el contrario, en la cepa silvestre, la adicion de CF produce una disminucién del
crecimiento de aprox. 70%, ademas, la adicion de este, permiten la recuperacion
del crecimiento en un 20% a pesar de estar en presencia de D (Grafica 6). Este
resultado sugiere que a diferencia de la cepa mutante, la cepa silvestre posee un
mecanismo de captacion de CF funcional.

G. anatis (silvestre) en presencia de FeCl,
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Gréfica 6. Crecimiento de la cepa silvestre en presencia o no de CF o D con o sin CF.
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Como una forma de determinar si esta bacteria podria adquirir hierro de otras
fuentes, se utilizé lactoferrina adicionada a los medios de cultivo. De lo que puede
observarse en la grafica 7, se aprecia que esta molécula disminuye el crecimiento
de G. anatis cepa mutante en 29% con respecto al control sin adiciones. Esto
sugiere que la lactoferrina podria ser toxica para G. anatis. Ademas, cuando la
lactoferrina se agrega en presencia de dipiridil, no permite una recuperacion del
crecimiento bacteriano, sugiriendo su incapacidad para adquirir hierro de esta
molécula.

G. anatis (fur) en presencia de Lactoferrina
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Gréfica 7. Crecimiento de la cepa mutante en presencia o no de LF o D con o sin LF.
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De manera similar a lo observado en la cepa mutante de fur, la cepa silvestre de G.
anatis presenta una disminucién en su crecimiento cuando ésta se crece en
presencia de 100 uM de LF pero, cuando la cepa silvestre se crece en presencia
de LF y de D, no existe una recuperacion del crecimiento como el observado con
la mutante en fur. Por el contrario, pareciera haber un efecto sinérgico entre D y
LF (Grafica 8), solo apoyando el posible efecto toxico de la lactoferrina.
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Gréfica 8. Crecimiento de la cepa silvestre en presencia o no de LF o D con o sin LF.
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7.3.- Formacioén de biofilm

Con el fin de determinar si existia diferencia en la capacidad de formar biopelicula
entre la cepa silvestre de G. anatis y su mutante, éstas se crecieron en presencia
o no de diferentes suplementos: hormonas (E y NE), FeCL3 0 combinaciones de
hormona y FeCls. Los resultados obtenidos indican que la cepa silvestre forma
menos biopelicula si se crece en presencia de hierro s6lo o en combinacion de E
(50 ul) o NE (50 pl) (Grafica 9). Por otro lado, aunque la cepa mutante en el gen
fur produce una cantidad similar de biopelicula cuando ésta se induce sin
suplementos. En presencia de 100 pl de FeCls, se observa un incremento del 25%
con respecto al cultivo sin suplementos, pero en presencia de E + FeCLs o NE +
FeCLs, se observa un incremento en la formacion de la biopelicula del 243% Y del
286%, respectivamente (grafica 9).
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Gréfica 9. Formacion de biopelicula de ambas cepas en presencia o no de los aditamentos
Epinefrina (E), Norepinefrina (NE) y/o FeCls (CF).
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7.4.- Patrones de proteinas

Con el fin de determinar si existian diferencias en los patrones de proteinas entre
la cepa silvestre y la cepa mutante, los extractos totales (20ug/carril) de bacterias
crecidas en presencia de D, E, NE, CF o combinaciones de E+CF, NE+CF se
separaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10%. De aqui se
puede apreciar que el patron de proteinas de la cepa mutante crecida en
presencia de D es bastante diferente con respecto al control sin D en el rango de
15 a 200 kDa. En presencia de E, las diferencias se aprecian en proteinas de 150,
40, 30 y 20 kDa. La combinacion de E+CF muestran disminucion en una banda de
70 kDa y aparicion de una de 15 kDa. En presencia de NE se aprecia la
disminucién de bandas de 25, 20 y 18 kDa. La mezcla de NE+CF induce la
expresion de bandas de 15, 39 y 45 kDa. CF induce la expresion de dos bandas,
una de 20 y otra de 23 KDa aproximadamente (Imagen 3).

Con respecto a la cepa silvestre, el crecimiento en presencia de D induce la
expresion de 4 bandas de entre 100 y 150 KDa, tres entre 37 y 50, una de 30
aprox. y un par de 17 y 18 KDa aprox. Las diferencias en presencia de E se dan
en proteinas de 250, 150, 55, 60 y 18 KDa aproximadamente. E+CF produce
cambios en proteinas de 250, 150, 55 y 18 KDa. NE en 250, 150, 53, 50, 45y 18
KDa. CF en 250, 150, 30, 21, 20, 16 y 15 KDa aproximadamente
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Extractos totales

Imagen 3. Patron de proteinas en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie
donde se observan diferencias en intensidad, presencia o ausencia de bandas expresadas por
crecimiento en presencia de D, CF, E, NE o combinaciones de estos. Las flechas rojas sefialan las
diferencias de los tratamientos con el control.
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El sobrenadante libre de bacterias se precipité con (NH4)2SO4 al 70% durante 24 h
en refrigeracion para obtener las proteinas secretadas. La cepa mutante no
presenta diferencias en la expresion proteica en presencia de D. Cuando se afiade
E, disminuye la expresion de bandas de 37 y 40 kDa y se induce la expresion de
una proteina de 14 KDa, en presencia de E+CF solo se aprecia la expresion de
una de 14KDa. En presencia de NE se induce la expresion de proteinas de 43, 25
28 y 16 KDa aprox. NE+CF no presenta diferencias y CF expresa una proteina de
15 KDa. La cepa silvestre presenta diferencias al anadir E+CF en una banda de
15 KDa, NE de 250 100, 75, 60, 40 y 15 KDa aprox. y en CF de 60, 40, 21 y 18
KDa.

Proteinas secretadas

fu Fur ur fur fur

control D E+CF NE
b s L IR Y > - -

Imagen 4. Patrén de proteinas en gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie
donde se observan diferencias en intensidad, presencia o ausencia de bandas expresadas por
crecimiento en presencia de D, CF, E, NE o combinaciones de estos. Las flechas rojas sefalan las
diferencias de los tratamientos con el control.
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8.- Discusion

En el presente trabajo, se evaluo el efecto de D, CF, LF y APAB en el crecimiento,
expresion de proteinas y formacion de biopelicula en la cepa de G. anatis 12656-
12 y su mutante en fur. Se encontré que la mutante es menos sensible al efecto
del D ya que su crecimiento, aunque disminuye, esta disminucién es menor en
comparacion con el de la cepa silvestre, sugiriendo una capacidad méas efectiva
para la captacion de hierro, ain en presencia de D ya que el hierro es un
regulador en G. anatis (Chantes-Guerra et al, 2012).

El hierro es un nutriente esencial para el metabolismo bacteriano ya que este
actla como cofactor en enzimas involucradas en procesos metabdlicos como la
respiracion, sintesis de DNA y la proteccion ante las especies reactivas de
oxigeno (ROS). A pesar de ser un elemento abundante, el estado en que se
encuentra en la naturaleza es un problema por su dificil adquisicion por los
organismos ya que factores como la humedad, la presencia de oxigeno y pH
neutro, el Fe(ll) se oxida a Fe(lll) formando hidroxidos insolubles, lo que provoca
una disminucién en su disponibilidad (Chantes-Guerra, 2012). Existen dos
estrategias principales por las cuales las bacterias adquieren el hierro del medio.
Una es a través de moléculas especificas de alta afinidad por el hierro que facilitan
el transporte de éste al interior de la célula y la segunda ocurre por medio de
transportadores especificos de tipo ABC, los cuales interactian con receptores de
alta afinidad que se encuentran en la membrana externa de la bacteria, los cuales
transfieren los complejos de hierro o hierro libre al interior de la célula bacteriana
(NURez-Lbopez, 2021).

Diferentes bacterias adquieren el hierro principalmente de su hospedero con la
ayuda de moléculas con una alta afinidad por el hierro, las cuales producen o
utilizan de otros microorganismos (Chantes-Guerra et al., en preparacion).

G. anatis, una bacteria Gram-negativa, ha sido considerada como parte de la
microbiota del tracto respiratorio y genital de aves y es asociada a patologias
como salpingitis, peritonitis, septicemia, pericarditis, hepatitis, enteritis y lesiones
en el tracto respiratorio del hospedero, es por esto que ha sido clasificada como
patdgena oportunista, ya que puede infectar a su hospedero cuando este se
encuentra en un estado de bajas defensas. Lo anterior puede provocar una baja
en la produccion de huevos y dafia severamente el aparato reproductor de las
gallinas (Lopez-Ochoa et al, 2019).

Un exceso en la concentracion de hierro puede estimular la formacion de ROS,
generando radicales de hidroxilo, lo que puede ser toxico para las bacterias. El
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gen fur es el encargado de regular la expresion de proteinas implicadas en la
captacion y almacenamiento del hierro, dependiendo de la concentracion
extracelular del metal (Bosch-Gallego, 2003).

Para conocer si el CF es un compuesto que las cepas puedan utilizar del medio se
evaluo la recuperacion en el crecimiento de ambas. Por lo mostrado en la grafica 4
el CF por si solo permite a la cepa mutante aumentar su crecimiento, por otro lado,
al agregar D, el CF no es aprovechado por la bacteria, siendo asi, es posible que
la cepa mutante no produzca sideréforos y solo cuente con proteinas de
membrana a la cual se adhiere el hierro. Al contrario, la grafica 3 muestra a la
cepa silvestre, la cual es afectada tanto por D, CF y sus combinaciones en su
crecimiento disminuyéndolo, por lo que se sugiere un efecto téxico del CF en la
cepa silvestre pero no para la mutante, esto posiblemente debido a un mecanismo
alterno regulado por fur.

El crecimiento de la cepa silvestre en presencia de D se ve muy reducido, esto
debido a que el agente quelante de hierro no permite que la cepa silvestre
aproveche el hierro disponible. Esto indica que la cepa silvestre cuenta con
mecanismos de captacion de hierro pero es incapaz de competir con el agente
guelante D. Estos resultados concuerdan con los descritos por Chantes-Guerra et
al. (en preparacion) donde el crecimiento de G. anatis se ve reducido en un 40%
en presencia de D en comparacion con el control.

Ramirez-Rico en 2018 describi6 el efecto de la apo-lactotransferrina (apo-Lfb) en
Mannheimia haemolytica A2. En este estudio demostr6 que apo-Lfb inhibe la
actividad proteolitica de M. haemolytica y genera un efecto bactericida sobre la
misma.

Tanto la cepa mutante como la silvestre, en presencia de LF no presentan
cambios significativos en su crecimiento por lo que se intuye que la bacteria no
solo no es capaz de usar la LF sino que también limita el crecimiento de esta por
lo que se especula que esta molécula no funge como donadora de hierro para la
cepa mutante ni para la silvestre, ademas es posible que la LF también actlue
como bactericida para ambas cepas.

Las hormonas E y NE, asi como el CF limitan la formacion de biopelicula de la
cepa silvestre, considerablemente, mientras que la cepa mutante fue capaz de
producir una mayor cantidad de esta en presencia de estas moléculas, por lo que
la interrupcién del gen fur podria ser un factor que le otorgue una ventaja sobre su
hospedero durante la infeccion.
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La cepa silvestre crecida en presencia de NE y E, y en combinaciéon con D mostré
una disminucién en la formacion de biopelicula, o que sugiere una dispersion de
ésta al aplicarles estas hormonas. Este resultado se aprecia de igual forma en el
trabajo de Gutiérrez Urbano del 2019, donde aplica NE y E a G. anatis 12656-12 y
a su mutante en Q luxS, sin embargo, la aplicacion a la cepa mutante en fur la NE
y E solas y en conjunto con CF producen un incremento muy marcado de la
biopelicula, lo que indica que la mutante activa un mecanismo de captacion de
hierro muy eficiente en presencia de las hormonas, confiriéndole una posible
ventaja sobre sus hospederos.

Las abundantes diferencias en los patrones de proteinas de la mutante en
presencia o no de D indican la gran importancia que tiene la regulacion de fur, ya
gue el metabolismo de esta se observa muy cambiado. En cuanto la aplicacion de
hormonas, las diferencias en los patrones indican un posible control en la
expresion de factores de virulencia.

Estos resultados preliminares indican cambios importantes en la fisiologia y
probable nivel de patogenicidad de esta mutante por lo que se sugiere continuar el
estudio de esta mutante.
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9.- Conclusiones

-Cepa mutante crece mas que la silvestre

-D afecta menos a la cepa mutante que a la silvestre

-Cepa silvestre puede obtener hierro de CF, pero no la mutante

-Cepa mutante no es afectada por CF pero si la silvestre

-Lactoferrina inhibe crecimiento de ambas cepas silvestre y mutante

- Produccion de biopelicula es menor por presencia de CF y sus combinaciones

-Presencia de CF o sus combinaciones con hormonas favorecen la produccion de
biopelicula en la cepa mutante

-La mutacion del gen fur afecta el patrén de proteinas.

10.- Perspectivas

- Continuar caracterizando esta cepa mutante

- Determinar si existen otros mecanismos de control de
captacion/almacenamiento de hierro

- ldentificar alguna de estas proteinas expresadas diferencialmente
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La parte mas dificil de terminar es volver a empezar.

--Chester Bennington--
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