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RESUMEN

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es una frecuente enfermedad
ocular que afecta al ganado, y se manifiesta a través de ulceraciones corneales, edemas,
fotofobia y lagrimeo intenso, pudiendo ocasionar la ruptura de la cornea y ceguera
permanente. Varios agentes etioldgicos estdn asociados a la QIB, como M. bovis, M.
bovoculiy M. ovis. La QIB se encuentra distribuida mundialmente y se ha convertido en un
grave problema econdmico y sanitario, lo que ha llevado a procurar desarrollar vacunas
efectivas para su prevencidn. Actualmente, las vacunas comerciales estan elaboradas en
base a fimbrias o a bacterinas, y en general proveen una proteccidn. En vista de la
importancia que tienen las proteinas de membrana externa (PME) para la supervivencia
bacteriana, se podria pensar en considerarlas como posibles componentes de vacunas. Los
objetivos de este trabajo consistieron en evaluar la diversidad de las PME de una coleccién
de cepas de M. bovis y M. bovoculi aisladas de casos clinicos en Uruguay, su posible papel
en la patogenicidad y su potencial como componentes de vacunas.

En primer lugar, se extrajeron las PME de cepas de M. bovis y M. bovoculi, se
evalué la diversidad de sus perfiles y se selecciond una cepa de cada especie para estudios
de espectrometria de masas. Posteriormente se evalud la reactividad de las PME frente a
sueros y lagrimas de bovinos no infectados e infectados con Moraxella spp. Ademas, se
amplificé la secuencia del gen que codifica una PME comun en M. bovis y M. bovoculi.

Los perfiles de PME de las cepas analizadas de M. bovis y M. bovoculi presentaron
una alta diversidad intraespecifica. De acuerdo a los resultados de inmunogenicidad de las
PME vy la presencia de una proteina inmunogénica de similar peso molecular, se deduce la
posibilidad de que esta proteina (posible PME-CD) sea una proteina de interés como
componente vacunal. El gen que codifica para esta PME fue amplificado en la mayoria de
las cepas estudiadas, y se encontraron regiones altamente conservadas las cuales serian
potenciales epitopes.

Todos estos resultados podrian indicar que la PME-CD podria tener un papel en la

patogenicidad y ser un potencial componente de vacunas contra QIB.



INTRODUCCION

Queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB)

La QIB constituye la enfermedad ocular mas frecuente en bovinos (Baptista, 1979;
McConnel et al., 2007). Es una enfermedad altamente contagiosa que si bien afecta
animales jovenes puede manifestarse en todas las categorias de bovinos (Punch, 1985). La
QIB es una enfermedad raramente fatal, pero las pérdidas econdmicas asociadas son
ampliamente conocidas. Entre ellas encontramos la disminucién en la produccion, el
retraso en el crecimiento, la reduccion en la produccién de leche, los costos en
tratamientos y la demanda de mano de obra (Pugh et al., 1970; Thrift et al., 1974).

Esta enfermedad estd ampliamente presente en Uruguay y aunque no existen
registros precisos, las pérdidas econdmicas son significativas. Como ejemplo, en Australia
se estima que se pierden mas de 22 millones de délares anuales debido a la reducciéon de
la produccién asociada a QIB, con 1,5 millones de ddélares que se gastan para el
tratamiento (Brown et al., 1998). En EEUU, mas de 10 millones de bovinos son afectados
por QIB anualmente, con un pérdida econdmica estimada de mas de SUS 150 millones (Ali

etal., 2012).

Signos clinicos asociados a la QIB

La QIB puede presentar un curso agudo, subagudo 6 crénico, pudiendo afectar uno
o ambos ojos (Punch, 1985). Con frecuencia, al principio un solo ojo se encuentra
afectado, pudiendo ocurrir una infeccién cruzada, infectando también el otro ojo (Punch
et al., 1984). Los primeros sintomas en el bovino son lagrimeo intenso, fotofobia y
blefaroespasmo, seguido uno o dos dias de opacidad en el centro de la cérnea, lo que
puede evolucionar hasta la ulceraciéon, ocasionando ceguera temporaria 0 permanente en
uno o ambos ojos, descematocele y ruptura de la cérnea (Brown et al., 1998; Angelos,
2010a). Este proceso puede demorar una semana en progresar y en el transcurso de un

mes se pueden constatar sintomas en practicamente la totalidad del lote (Baptista, 1979).



Ciertos casos de QIB se resuelven espontaneamente (Alexander, 2010) y algunos animales

logran recuperarse sin ningun dafio permanente en el ojo (Hilton, 2002).

Transmision

La conjuntiva del ojo bovino representa la puerta de entrada a las bacterias que
son transportadas a través del polvo contaminado, de hierbas altas, de las descargas
nasales y oculares o a través de la mosca de la cara (Musca autumnalis). Esta ultima es el
vector mas importante y se ha determinado que puede ser portadora de Moraxella bovis
durante 3 dias, pudiendo captarla y transmitirla a un animal vecino, y durante dos dias
puede permanecer en el tracto alimentario de la mosca de la cara (Glass et al., 1982). Las
moscas pueden también causar irritacion superficial del ojo provocando lesiones y en
consecuencia un aumento de la secrecidon de lagrimas (Brown et al., 1998; Alexander,

2010; Hilton, 2002).

Factores asociados a la patogénesis

Asociados a los agentes etiologicos que tienen un papel determinante en la
ocurrencia de QIB existen varios factores que estan involucrados en la patogenicidad de
esta enfermedad. Los mds importantes incluyen ciertas caracteristicas del bovino (edad,
raza, sistema inmune, grado de pigmentacién en los ojos, estado de stress), factores
ambientales (viento, polvo, radiacién solar, época del afio) y bioldgicos (patdgenos
concurrentes, agentes etioldgicos, y el ciclo de vida de la mosca de la cara) (Snowder et
al., 2005; Baptista, 1979).

La prevalencia de M. bovis aumenta gradualmente durante los meses de primavera
(21,4 %) y verano (29,3 %). Esta prevalencia de QIB esta precedida por los mas altos
valores de radiacién ultravioleta (UV). De todas maneras, QIB puede ocurrir durante
cualquier época del ano, pero los brotes son mas comunes durante los meses de verano

(Smith et al., 1990; Hughes et al., 1970).



Existen variaciones entre la prevalencia de la enfermedad y raza afectada. En
América del Sur, Aberdeen Angus y Charolais tienen una mayor prevalencia de QIB que las
mismas razas en Ameérica del Norte y Australia. En EEUU, Hereford parece ser mas
predisponente a QIB, mientras Brahma y Zebu o sus cruzas, pertenecientes a la especie
Bos indicus, son menos frecuentemente afectadas (Webber et al., 1981b). En América del
Sur, se sospecha que la falta de pigmentacién periocular es un factor de riesgo importante
para la QIB. La tasa de recuperacién de M. bovis de las secreciones oculares de las vacas
mas jovenes y de las adultas es similar, sin embargo, los animales mas viejos tienen una

menor prevalencia de la enfermedad clinica (Brown et al., 1998).

Agentes etioldgicos

M. bovis

M. bovis (Allen, 1919) es un cocobacilo Gram negativo, que pertenece a la familia
Moraxellelaceae, en la clase Proteobacteria (Pettersson et al., 1998; Rosseau et al., 1991;
Alexander, 2010; Baptista, 1979). Es un patdgeno oportunista encontrado en la conjuntiva
y en las secreciones nasales de bovinos que carecen de sintomas o historia clinica de
infeccion ocular (Pugh et al., 1986). Durante décadas se consideré a M. bovis como el
principal agente etioldgico de QIB (Henson et al., 1960; Hughes et al., 1965). Mas
recientemente, en 2007 se identificd una nueva especie del género Moraxella, Moraxella
bovoculi, muy cercana filogenéticamente a M. bovis y aislada de animales afectados con
QIB en EEUU (Angelos et al., 2007a), un tiempo después fue también identificada en Brasil
por Libardoni et al. (2012) y en Uruguay por Sosa et al. (2012). Sin embargo, se ha
establecido la existencia de otras especies pertenecientes al género Moraxella, Moraxella
ovis (anteriormente denominada Branhamella ovis) y M. bovoculi, asociadas a casos de
QIB, sugiriendo que tienen un rol en la patogenicidad (Angelos, et al., 2007c; Cerny et al.,

2006; Nagy et al., 1989).



M. bovoculi

Durante el verano del 2002, en el norte de California, se tomaron muestras de 138
ojos de bovinos de entre 3 y 9 meses de edad con sintomatologia clinica de QIB. Los
examenes microbioldgicos permitieron aislar 29 cepas de M. bovis y 18 cepas PB-
hemoliticas con forma de cocos Gram negativos. Estas bacterias no identificadas se
estudiaron genotipica y fenotipicamente, lo que permitid incluirlas en una nueva especie
la que se denomind M. bovoculi. Las secuencias del ADNr 16S de estas 18 cepas
presentaron un 99,9% de homologia entre ellas. Se observé que la actividad fenilalanina
desaminasa distinguia a M. bovoculi de M. bovis (fenilalanina desaminasa negativa)
(Angelos et al., 2007a). Tiempo después, estos mismos autores identificaron cepas de M.
bovoculi con actividad fenilalanina desaminasa negativa, por lo cual consideran que para
identificar especies de Moraxella se deben analizar las secuencias de los genes
ribosomales (Angelos et al., 2007c). En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio
se estudid la relacidn filogenética de una coleccién de aislamientos clinicos de M. bovis y
M. bovoculi obtenidas en Uruguay en base a las secuencias codificantes de la subunidad
16S del RNA (ADNr 16S). Los resultados obtenidos permitieron establecer agrupamientos
filogenéticos compuestos por las cepas de las diferentes especies de Moraxella spp. e
identificar por primera vez en nuestro pais la presencia de cepas de M. bovoculi asociados
a casos de QIB. Esto indicaria que esta nueva especie ha estado circulando en nuestro pais
por lo menos desde 1983 y no estaba siendo correctamente identificada. Esto es también
propuesto por Angelos (2010a) con respecto a EEUU. Estos resultados demuestran que M.

bovoculi podria tener un rol importante en la patogenicidad de QIB (Sosa et al., 2012).

Factores de virulencia

Diversos factores de virulencia se han asociado tradicionalmente a |la

patogenicidad de M. bovis, entre los que se encuentran la expresion de fimbrias,

lipopolisacaridos (LPS), fosfolipasas, proteinas de membrana externa (PME), sistemas de



adquisicion de hierro, enzimas proteoliticas e hidroliticas asi como una hemolisina
(Postma et al., 2008). Con respecto a M. bovoculi existen pocos estudios que vinculen
factores de virulencia y patogenicidad. Hasta el momento sélo el operdn RTX ha sido
descrito en M. bovoculi, responsable de la actividad hemolitica en cepas de M. bovis, y se
ha sugerido que el mismo podria estar implicado en la patogenicidad de esta especie

bacteriana (Angelos et al., 2007b).

Fimbrias

Las fimbrias son los factores de virulencia mas estudiados. Son largos y finos
apéndices presentes en las superficies de varias especies de bacterias Gram negativas y
algunas bacterias Gram positivas (Simpson et al.,, 1976). Estdn compuestas por
subunidades polipeptidicas repetidas homadlogas, que le permiten adherirse a la superficie
corneal, mejorando asi su capacidad de vencer los mecanismos de defensa del huésped
(Lepper et al., 1992; Ruehl et al., 1993). Las fimbrias de M. bovis son clasificadas como
fimbrias tipo IV (Dalrympl et al., 1987) y se ha propuesto que las bacterias no fimbriales de
M. bovis no serian patdgenas (Jayappa et al., 1986).

Analisis moleculares han demostrado que existen dos tipos funcionalmente
distintos de fimbrias, denominados | (20KDa) y Q (17KDa) como resultado de la inversidon
de un segmento de ADN de 2,1 kb por mecanismos de recombinacidn especifica de sitio
(Marrs et al., 1988). La fimbria Q favoreceria la adhesién inicial del agente al tejido corneal
bovino mientras que la tipo | promoveria la persistencia local y el mantenimiento de la
infecciéon (Postma et al., 2008). Se ha observado que cepas de M. bovis que expresan
fimbrias de tipo Q serian mas eficientes en establecer la infeccion y por lo tanto serian
mas patogénicas que las cepas que expresan fimbrias de tipo | (Ruehl et al., 1988, 1993).

La capacidad de Moraxella spp. de producir mas de un tipo de fimbrias podria
incrementar su habilidad para evadir las defensas del huésped ya que el cambio de un tipo
a otro le conferiria una heterogeneidad antigénica frente al sistema inmune (Postma et

al., 2008; Angelos 2010b). Diversos autores han observado ademas la existencia de



numerosos serotipos de Moraxella determinados en base a antigenos fimbriales lo que
genera una marcada diversidad antigénica entre cepas de estos patdgenos e incorpora
dificultades a la formulacidon de vacunas en base a antigenos fimbriales (Moore et al.,

1991).

Sistemas de adquisicion de hierro

Se ha propuesto que M. bovis posee una alta afinidad por los sistemas de hierro,
pudiendo captar el elemento de la lactoferrina bovina y transferrina por medio de PME
que actlan como receptores especificos de superficie (Tsutomu et al., 2003). Se ha
observado que la expresion de estos receptores se ve incrementada cuando el
crecimiento se produce en condiciones de disponibilidad de hierro limitada. Un
mecanismo comun para la adquisicién de hierro consiste en la sintesis y secrecion de
sideréforos, pequefias moléculas quelantes del hierro que compiten con las proteinas de
union a hierro del huésped. En M. bovis se ha estudiado que hay ligandos de alta afinidad
al hierro pudiendo ser sideréforos (Fenwick et al., 2002). Sin embargo, hasta el momento
no se ha descrito la produccidn de sideréforos por parte de especies del género Moraxella

(Postma et al., 2008),

Proteinas de membrana externa (PME)

La membrana externa de las bacterias Gram-negativa consiste principalmente en
fosfolipidos, lipopolisacéaridos, y un grupo de PME, que forman aproximadamente el 50%
de la masa de la membrana externa (Koebnik et al., 2000). Las PME son expuestas en las
superficies de las bacterias y funcionan principalmente como una interfaz dinamica entre
la célula y su entorno, estando implicadas en el mantenimiento de la estructura celular, el
transporte pasivo y activo, la adhesiéon a otras células, la unién de una variedad de
sustancias, y resistencia a los antimicrobianos (Sun et al.,, 2013). Ademas presentan

también un rol esencial en la adaptacion de las bacterias a los nichos del huésped, que



suelen ser hostiles a los patégenos invasores (Lin et al., 2002). Las PME bacterianas mas
abundantes son las porinas que son esencialmente B-barriles triméricas formando canales
con diversos grados de selectividad (Galdiero et al., 2012). Su estructura, ubicacién vy el
gran numero en la superficie bacteriana le permite tener multiples funciones (Achouak et
al., 2001). Las porinas de varias bacterias Gram negativas tienen un papel fundamental en
la interaccion huésped-patdgeno, provocando diversas actividades proinflamatorias
biolégicas y respuesta inmune. De hecho, las porinas presentan una actividad bioldgica
intrinseca cuando interacciona con las células eucariotas, pero también se comportan

como antigenos estimulando la respuesta inmune (Galdiero et al., 2012).

En la patogénesis bacteriana, tanto el contacto con la célula huésped, Ila
adherencia, como la colonizacién son fundamentales para desarrollar una infeccidn. Las
PME que actuan como adhesinas se sabe que juegan un papel clave en la adhesidn
durante el proceso de infeccién. Ademas, estas moléculas podrian servir como candidatas
a vacunas porque a menudo son esenciales para la infeccidon y estan localizadas en la

superficie (Maiti et al., 2012).

Por todo ello, las PME son consideradas antigenos utiles para el reconocimiento
del patégeno por el sistema inmune del huésped, asi como para la identificacién clinica de

la bacteria (Prieto et al. 1999).

Citotoxina

Diversos autores han propuesto que en la patogénesis de M. bovis también
participa una exotoxina con propiedades de hemdlisis calcio dependiente, corneotdxicas y
leucotodxicas. Se trata de una citotoxina (100 KDa) que se encuentra altamente conservada
en distintos aislamientos. Se ha determinado que es una B-hemolisina (MbxA)
perteneciente a la familia RTX de exo-proteinas bacterianas y que se caracteriza por

provocar la lisis celular al producir poros en la membrana citoplasmatica promoviendo el

10



desarrollo de ulceras corneales (Angelos et al., 2001; George et al., 2007; Angelos et al.,
2014). Angelos y colabradores (2003) identificaron y secuenciaron los genes que codifican
las proteinas de M. bovis RTX C, B y D, que juntos forman un clasico operén RTX,
designado mbx. Operones RTX completos han sido identificados en M. bovoculi y M. ovis;
en M. bovoculi el operén fue denominado mbv, mientras que en M. ovis el operén fue
denominado mov (Angelos et al., 2007b).

Existe una correlacion entre la capacidad de M. bovis de producir B-hemolisinas en
Agar Sangre y la capacidad de este patdgeno de producir la enfermedad clinica. Las cepas
no hemoliticas de M. bovis no son patégenas para el bovino (Postma et al., 2008). La
citotoxina de M. bovis esta conservada geograficamente entre los aislamientos de M.
bovis. Por lo tanto vacunas contra QIB que tienen MbxA como antigeno podrian ofrecer

proteccién geografica contra diversas cepas de M. bovis (Angelos, 2007e).

Tratamiento

Se han sugerido diversos tratamientos para la QIB, entre los que se destaca la
terapia antimicrobiana, aunque esta no es efectiva al 100 % (Brown et al., 1998). La
terapia antimicrobiana consiste en administrar antibiéticos por via subconjuntiva o por via
tépica lo mas temprano posible, una vez diagnosticada la enfermedad para evitar lesiones
graves en la cornea del animal (Kibar et al, 2005).

El tratamiento tépico mediante aerosoles, pomadas o ungilientos puede detener
rapidamente los estadios temprano de la enfermedad (Alexander, 2010) pero no es
ampliamente utilizado debido a que el manejo de un gran nimero de animales resulta
poco prdactico. Ademas causa irritacién dolorosa provocando la secrecion de lagrimas y
reduciendo su efectividad (Brown et al., 1998). Por ello, generalmente es necesario aplicar
el tratamiento 2 o 3 veces al dia (Kibar et al, 2005).

Las vias parenteral sistémica o subconjuntiva son las mas indicadas para tratar QIB
(Shryock et al., 1998), las inyecciones subconjuntivas son una manera econdmica de

administrar antibiéticos, como la pencilina G que es un antibidtico universal. La
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oxitetraciclina es a menudo el segundo tratamiento de eleccidn después de la penicilina,
debido a que tiene como consecuencia la irritacién a los tejidos del parpado superior y el
aumento de la hinchazén en la zona afectada (Alexander, 2010). La tetraciclina es efectiva
pero puede causar necrosis en el sitio de inyectado. Por otro lado, la oxitetraciclina
intramuscular es mas eficaz que la furazolidona aplicada tépicamente (Brown et al, 1998).
El tratamiento sistémico incluye antibidticos y antiinflamatorios no esteroideos. Este
tratamiento es mas caro debido a la cantidad de medicamentos que se usan. A su vez, la
velocidad y la seguridad de la administracion, sin embargo, son superiores a la terapia
tépica y subconjuntival. Varios agentes antimicrobianos son utilizados ademas de los ya
mencionados, como por ejemplo florfenicol tilmicosina, nitrofurazona, gentamicina y

ceftiofur (Alexander, 2010; Shryock et al., 1998).

Prevencion

Las moscas de la cara son atraidas por las ldgrimas secretadas en los casos de QIB.
Un modo de prevenir esta enfermedad es reducir la exposicion a las moscas, mediante el
uso de pesticidas, alejar el ganado de las zonas arboladas o con agua estancada, pero esto
es poco practico. A su vez los arboles proporcionan sombra, lo cual puede ayudar a reducir
el nocivo efecto de la luz UV (Alexander, 2010; Snowder et al., 2005; Baptista 1979;
Angelos, 2010b).

Hilton y colaboradores (2002) recomiendan llevar a cabo las siguientes practicas de
manejo para reducir la incidencia y gravedad de la QIB: cortar pastos altos para reducir la
irritaciéon de los ojos y también para evitar el contacto con el material vegetal
contaminado con las ldgrimas de los bovinos afectados, controlar las moscas con
plaguicidas, proveer algun tipo de sombra para proteger a los bovinos de la exposicién

directa a la luz solar y la vacunaciéon de bovinos.

Vacunas
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La magnitud del problema sanitario originado por la QIB ha llevado a sectores
académicos y técnicos a procurar desarrollar vacunas efectivas para prevenir la
enfermedad. En la actualidad, las vacunas comerciales estan elaboradas en base a fimbrias
0 a bacterinas (bacterias enteras inactivadas) cultivadas en condiciones que optimizan la
expresion de fimbrias (Brown et al, 1998). Sin embargo, la proteccién asociada a las
vacunas es variable. Esto se podria explicar por la elevada variabilidad de los antigenos
fimbriales entre las cepas de Moraxella spp. causantes de QIB (Horsnell et al, 1987).
Ademas, la presencia de multiples serogrupos de fimbrias aumenta la variabilidad
antigénica y puede dar lugar a un “switching” antigénico permitiéndole a M. bovis evadir
la respuesta inmune del huésped en animales vacunados con fimbrias (Lepper et al.,
1995). La vacunacién con cepas homodlogas reduce la prevalencia y severidad de la
enfermedad, aunque es poco probable la prevencion de la enfermedad en la totalidad de
los animales. En cambio, cepas heterdlogas contra QIB son menos efectivas (Brown et al,
1998).

Por lo tanto, debido a que las vacunas comerciales tienen una proteccién variable
(Smith et al., 1990; Webber et al, 1981a) y sumado a que los tratamientos con antibidticos
no son siempre exitosos erradicando la enfermedad (McConnel et al., 2007; Sargison et
al., 1996), es importante buscar una estrategia alternativa para poder prevenir
efectivamente la enfermedad, y es por esto que se han realizado estudios procurando
desarrollar nuevas vacunas que sean efectivas.

Existen diferentes estudios sobre el desarrollo de vacunas constituidas por
subunidades proteicas: de fimbrias purificadas mediante administracidn intranasal (Zbrun
et al.,, 2012) y en base a citotoxina nativa (George et al., 2005), y de administracion
subcutanea de citotoxina recombinante de M. bovis (Angelos et al., 2004). Posteriores
estudios se centraron aun mas en la formulacién de una vacuna con la citotoxina
recombinante, en la cual se incluyeron fragmentos conservados de fimbrias de M. bovis
(Angelos et al., 2007d) y una citotoxina recombinante de M. bovoculi (Angelos et al.,
2012). Angelos y colaboradores (2010c) inmunizaron de forma subcutanea bovinos con

una vacuna recombinante formada por subunidades del extremo carboxi-terminal de la
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citotoxina de M. bovoculi (MbvA) junto al adyuvante ISCOM y evaluaron su capacidad de
prevenir naturalmente la QIB. En los animales vacunados con MbvA se observd un
aumento significativo de anticuerpos en suero, respecto a los animales que recibieron sdlo
adyuvante (control), aunque no se observaron diferencias significativas en la proporcion
de animales que desarrollaron ulceras de cérnea. Recientemente se estudié una vacuna
de administracién por via intranasal de una citotoxina recombinante de M. bovis

combinada con un polimero muco-adhesivo (acido poliacrilico) (Angelos et al., 2014).
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HIPOTESIS

Las PME de M. bovis y M. bovoculi pueden ser consideradas como candidatas para
vacunas contra la QIB en virtud de su papel en la biologia y la patogenicidad bacteriana asi

como su posible limitada variabilidad antigénica entre cepas.

OBIJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la diversidad de las PME de una colecciéon de cepas de M. bovis y M.
bovoculi aisladas de casos clinicos en Uruguay, su posible inmunogenicidad y su potencial

como componentes de vacunas.

Objetivos especificos

1. Extraer las PME de las cepas de M. bovis y M. bovoculi

2. Evaluar la diversidad en los perfiles de PME por medio de electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida.

3. Determinar la identidad de diferentes bandas de cepas representativas de los
grupos mediante espectrometria de masa.

4. Evaluar la reactividad de las PME frente a sueros y lagrimas de bovinos no
infectados e infectados con Moraxella spp.

5. Amplificar y secuenciar el gen de una PME comun en M. bovoculiy M. bovis en

distintas cepas de origen clinico.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se utilizdé una coleccién de aislamientos bacterianos de origen clinico de 14 cepas
de M. bovis y M. bovoculi obtenidas entre los afios 2005 y 2009 de diferentes
departamentos de Uruguay (Canelones, Cerro Largo, Flores, Maldonado, Paysandu, Rocha,
Tacuarembd y Treinta y Tres), ampliamente caracterizadas en nuestro laboratorio (Sosa et
al., 2012). Se incluyeron 4 aislamientos obtenidos de un brote de QIB en el estado de
Kansas, Estados Unidos, gentilmente cedidas por el Dr. Brad Fenwick (Kansas State
University) (Tabla 1). En el estudio se incluyeron las cepas de referencia ATCC de M. bovis
(EPP63) y M. bovoculi (BAA1259).

Las bacterias se cultivaron en forma rutinaria en infusién cerebro corazén (BHI)
agar suplementado con 5 % de sangre ovina estéril (Agar Sangre) durante 24 hs a 37 °C.
Los aislamientos se conservaron a -20 2C y a -80 2C en caldo BHI suplementado con
glicerol al 15 %. Para la extraccion de PME, las bacterias se cultivaron en el medio BHI

durante 72 hs a 37 2C, con agitacidn.

Tabla 1. Aislamientos utilizados de M. bovis y M. bovoculi obtenidos de
diferentes Departamentos de Uruguay (2005-2009) y EEUU (Kansas).

Aislamientos Origen Descripcion (cepa)
CANIIIB Uy, Canelones (2009) M. bovis
EV345 Uy, Maldonado (2006) M. bovis
Fs327 EEUU, Kansas M. bovis
Fs328 EEUU, Kansas M. bovis
Fs330 EEUU, Kansas M. bovis
LC190 Uy, Flores (2006) M. bovis
5120 Uy, Paysandu (2009) M. bovis
BM3B Uy, Cerro Largo (2005) M. bovoculi
Fs343 EEUU, Kansas M. bovoculi
M1 Uy, Rocha (2009) M. bovoculi
NIN1 Uy, Tacuarembo (2007) | M. bovoculi
PRO Uy, Canelones (2007) M. bovoculi
3A8 Uy, Treintay Tres (2007) | M. bovoculi
EV458 Uy, Maldonado (2006) M. bovoculi
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Extraccion de PME

Se estudiaron dos protocolos para la extraccién de PME. Primeramente, se evalud
el protocolo descrito por Piccini et al. (1998), para la extraccion de PME de Proteus
mirabilis por tratamiento mecanico y centrifugacién diferencial al que se le realizaron
modificaciones para M. bovis y M. bovoculi. También se puso a punto el método descripto
por Prieto et al. (1999) para la extraccion de PME de M. bovis, al que se le realizaron
modificaciones. Este Ultimo permitié obtener las PME por tratamiento con lisozima-shock
térmico y posterior sonicado, con solubilizaciéon diferencial de envolturas celulares con
Triton X-100 (Schnaitman, 1971). Los distintos aislamientos se cultivaron en 100 mL de BHI
a 37 °C durante 72 hs con agitacion continua (New Brunswick Scientific. Excella E24
Incubator Shaker Series). A continuacién las células del cultivo se lavaron con PBS, se
concentraron por centrifugaciéon (8000 x g, 15 minutos, 4 2C) en Centrifuga Thermo
Scientific Sorvall RT1 Centrifuge, y luego se resuspendieron en buffer Tris 10 mM/EDTA 20
mM al que se le adiciond 100 i de lisozima (9 mg/ml). La suspension se homogeneizd y se
incubd 1 h a temperatura ambiente (25 2C-30 2C). Luego se congeld a -80 2C, por 1 h
(shock térmico) para romper las células. Luego de descongelar cada muestra se sonicé en
hielo durante 4 minutos cada muestra con intervalos de 1 minuto, en modo pulsado a la
maxima potencia permitida por el equipo (Ultrasonic Homogenizer, Cole-Parmer
Instrument Co). Posteriormente se adicionaron 800 [l de MgCl, 80 mM, se centrifugaron a
10000 rpm, 10 minutos, 4 °C. Se recuperé el sobrenadante y las membranas sedimentaron
por centrifugacion (20000 x g, 1 h, 4 2C). El pellet se resuspendié en 1 ml de buffer HEPES
10 mM/Triton X-100 2 % y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. El
material insoluble que quedd (PME) se sedimentd por centrifugacién (20000 x g durante 1
h a 4 2C). El pellet final se resuspendié en 100 [l de H,0 bidestilada.

Finalmente, las PME se conservaron a -20 2C hasta su uso o se trataron con buffer

de muestra de doble concentracidn si a continuacion se realizaba un SDS-PAGE. Las PME
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que se analizaron por espectrometria de masas fueron resuspendidas en Tris-HCl 10 mM,
MgCl,, Triton 2 % para su cuantificacion, debido a que se requiere que las PME estén en

un buffer con detergentes desde el momento en que se preparan.

Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para evaluar la diversidad de los perfiles de PME se utilizd la técnica de
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Esta técnica
fue realizada de acuerdo al protocolo de Sambrook y colaboradores (1989). Para la
preparacion se us6 una relacion de acrilamida/bisacrilamida de 29:1. El gel concentrador
fue utilizado en todos los casos a una concentraciéon final de acrilamida de 5 %. El gel
separador se prepard a una concentracion final de acrilamida de 12 %. La solucidon tampdn
utilizada para electroforesis fue Tris-glicina (Tris 0,3 %, glicina 1,9 %, SDS 1 %). La corrida
electroforética se realizé en una cuba Mini Protean Il de Bio-Rad a 100 V hasta que el
frente de corrida llegd al gel separador y luego se continué a 140 V.

Las proteinas se suspendieron en buffer de muestra al doble de su concentracién
(2x) para electroforesis en geles de acrilamida (Tris-HCl 125 mM, pH: 6,75, glicerol 20 %,
SDS 4 %, [B-mercaptoetanol 10 % y azul de bromofenol 0,01 %) y se solubilizaron por
calentamiento a 100 2C durante 10 minutos. Las bandas proteicas se visualizaron por
tincion de los geles con azul brillante de Coomassie (0,25 g de azul brillante de Coomassie
en 90 ml de etanol absoluto al 50 % en agua destilada y 10 ml de acido glacial) y posterior
decoloracién de los mismos con solucién decolorante (etanol 25 %, acido acético 8 %).
Para la estimacion del peso molecular de la proteina se empled el marcador de peso

molecular estandar de amplio rango de Bio-Rad.

Cuantificacion de PME

La cuantificacidon de PME se realizé primeramente mediante el ensayo de Bradford

basado en la unién del colorante Coomassie Blue a las proteinas, provocando un cambio
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en el maximo de absorcion del colorante desde 465 a 595 nm (Bradford, 1976). Es un
método sensible, rapido, econdmico y con pocas interferencias (sensible a detergentes y
lipidos). Para la cuantificacion de las PME se construyd una curva de calibraciéon
empleando como estandar albumina sérica bovina (BSA) a diferentes concentraciones. El
reactivo de Bradford se afiadid, tanto a las muestras de la curva de calibracidén asi como a
las muestras de PME, los mismos se agitaron y se midié la absorbancia a 595 nm.

Debido a que las PME que fueron analizadas por espectrometria de masas
requerian estar resuspendidas en un buffer con detergente, se las cuantificé empleando el
ensayo de BCA (Acido Bincocinico) (Smith et al., 1985), basado en la reduccién de iones de
Cu®* mediante la interaccidn con las proteinas bajo condiciones alcalinas. El BCA se une a
los iones de Cu'* y forman un producto coloreado (ptrpura) que se puede medir
espectrofotométricamente a 562 nm. Ademas de las ventajas ya sefialadas, esta técnica
muestra una gran tolerancia a compuestos que afectan a otros métodos (tolera hasta en
un 5 % al Tritdn). Dicha cuantificacion se realizé en la Unidad de Bioquimica y Protedmica
Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo previo a realizar la espectrometria de

masas.

Espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF)

Una vez analizadas las preparaciones de PME por SDS-PAGE y en base a los
patrones de bandas obtenidos, se selecciond una cepa representativa de cada especie.
Con el fin de determinar la identidad de las proteinas, las preparaciones de PME se
analizaron en SDS-PAGE en dos dimensiones (2D) en el Servicio de la Unidad de
Bioquimica y Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo.

Se identificaron las proteinas de interés y se extrajeron del gel donde fueron
separadas. El siguiente paso consistié en la digestion de las proteinas mediante una
proteasa especifica (tripsina) que genera un conjunto de péptidos que se analizd por
espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF). La identidad de los spots analizados se
obtuvo analizando los resultados con el programa MASCOT (Matrix Science, London, UK)

usando bases de datos publicas (NCBI).
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Western blot

Con el fin de determinar qué PME se expresaban in vivo asi como la
inmunoreactividad de las distintas bandas, se realizaron ensayos de Western blot
empleando sueros y lagrimas de terneros sanos y enfermos de QIB, de acuerdo al
procedimiento clasico descrito por Towbin et al. (1979). Dichos sueros fueron cedidos
gentilmente por el Dr. Carlos Lopez Mazz obtenidos en el marco de las actividades de
rutina que se llevan a cabo en la Estacion Experimental Prof. Bernardo Rosengurtt (Cerro
Largo, Fac. de Agronomia) y se encontraban conservados a -20 2C en nuestro Laboratorio.

Las lagrimas fueron colectadas por la Dra. Fabia Ferndandez con pipeta Pasteur
estéril del lacrimal de cada animal, en el marco de un proyecto de investigaciéon con
Laboratorios Santa Elena SA. Las muestras se colectaron de animales con y sin sintomas de
QIB. Las muestras se almacenaron a -20 2C en nuestro Laboratorio.

Las muestras de PME purificadas se separaron en geles de poliacrilamida al 12 %.
Luego de realizadas las corridas electroforéticas, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa de 0.45 mm (Bio-Rad) utilizando una cuba de transferencia
Mini Trans-blot (BioRad), a 100 V, 1 h. Luego de la transferencia se realizé el bloqueo con
TBS-Tween (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 200 Mm, Tween 20 al 0,5 %)-Leche descremada
(Conaprole) al 3% (p/v) durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, las membranas se
lavaron tres veces en TBS-Tween y luego se las incubd con el suero (o lagrima segun sea el
caso) de un animal sano y otro correspondiente a un animal enfermo de QIB a una
dilucion 1/100 (1/200 para lagrimas) en TBS-T-1 % Leche descremada durante una hora a
37 9C con agitacidon. Las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween. El conjugado,
anti-IgG de bovino acoplado a fostatasa alcalina se empled en el caso de las muestras de
suero (SIGMA, dilucion 1/30.000 en TBS-Tween-1 % leche descremada) y anti-IgA de
bovino acoplado a fostatasa alcalina para las muestras de lagrimas (SIGMA, dilucidn
1/10000), se incubd 45 minutos a 37 2C. Nuevamente se lavaron las membranas tres veces

con TBS-Tween y se les agregd solucion tampdn (Tris 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM,
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MgCI2 50 mM), 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato (BCIP, 15 mg/ml) y nitro blue tetrazolium
(NBT 30 mg/ml) como sustrato cromogénico de la fosfatasa alcalina. Las membranas se
incubaron a temperatura ambiente hasta que las bandas fueran visibles, deteniéndose la

reaccion con una solucién de EDTA al 0,05 % en agua destilada.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los pasos anteriores, se continud el
estudio en base a la PME-CD (50 KDa) que presentd una elevada homologia con M.
catarrhalis identificada por espectrometria de masas tanto en M. bovoculi como en M.

bovis.

Extraccion de ADN

El ADN de cada aislamiento se obtuvo resuspendiendo colonias aisladas, cultivadas
durante toda la noche en medio BHI agar, en 1 mL de agua destilada estéril y llevando a
ebullicion la muestra durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 10000 x g
durante 10 minutos para eliminar restos celulares y se utilizé el sobrenadante como ADN
molde para PCR. La pureza del ADN se determiné empleando un espectrofotémetro para

micro-volimenes (Nanodrop).

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Luego de identificar una PME (PME-CD) presente en los geles de SDS-PAGE 2D y su
posterior analisis por MALDI-TOF/TOF en M. bovis y en M. bovoculi, se amplificd el gen de
dicha PME mediante PCR convencional, para esto se utilizaron 4 pares de primers. La
sintesis de los mismos se realizd en Macrogen Inc. (Corea del Sur,

http://www.macrogen.com/eng).

Inicialmente se disefiaron primers (Tabla 2) en las regiones adyacentes al gen, 1588
pares de bases (pb), a partir de la secuencia conocida del genoma de M. catarrhalis

(Numero de acceso Genbank: L10755.1).
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Tabla 2. Secuencias de los primers forward (OMP-F) y
reverse (OMP-R) usados para la amplificacion de la PME-CD.

Primer Secuencia

OMP-F 5’-GCAGGTCAACGGATCGCTATGCTA-3’

OMP-R 5’-TGATTTATTCAAAAGCTAAGAAAACCGC-3’

La amplificacion de las muestras se realizd en un volimen total de 25 pl,
conteniendo 1x PCR buffer, 1 U de Taqg polimerasa (INVITROGEN), 0,2 mM de cada uno de
los cuatro dNTPs, 3,5 mM MgCl,, 0,5 uM de cada primer, y 1 ul de ADN. Como control
negativo se utiliz6 agua bidestilada en lugar de ADN molde, realizados en paralelo a cada
corrida. El termociclador utilizado fue el Labnet International, Inc. MultiGene optimax con

las condiciones mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones utilizadas para realizar los andlisis por PCR.

Temperatura (°C) Tiempo (min)
Pgs‘naturallzauon 94 5
inicial
2
Desnaturalizacion 94
S 30ciclos
Hibridacion 46 1
Extensidn 72 1
Extension final 72 10

Debido a que los resultados no fueron los esperados, y ademas los primers estaban
disefiados a partir de una especie diferente a M. bovis y M. bovoculi, se disefiaron primers
degenerados sobre la base de datos de secuencias de genes homodlogos relacionados y ya
secuenciados como es el caso de M. catarrhalis (Lang et al., 2011) en las regiones
adyacentes al gen. Estos se degeneraron en la tercera base de cada codén con una “N”

como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Secuencias de los primers degenerados forward (OmpCD-F) y reverse
(OmpCD-R) usados para la amplificacién de la PME-CD.

Primer Secuencia

OmpCD-F 5’-CCTTGGAGGAATTTATGAANTTNAANAANATNG-3’

OmpCD-R 5’-CTCATGTGCAATTATTNAANAANCANATNTTNG G-3'

Las condiciones de la PCR se mantuvieron iguales que la anterior, a excepcién de la
temperatura de annealing, la cual se bajé a 40 °C, y la cantidad de primers se aumenté a 1
uL. Sin embargo, no se amplificé el tamano esperado (1387 pb) en ningun caso, lo que
llevd a disefiar nuevos primers.

En el transcurso del estudio se pudo acceder a la secuencia preliminar del genoma
de la cepa de referencia Epp63 de M. bovis
(https://www.hgsc.bcm.edu/microbiome/moraxella-bovis-epp63). Se realizd un analisis
mediante BLAST de la secuencia preliminar de Epp63 con el gen de PME-CD de M.
catarrhalis, resultando en diferentes contigs, el de menor E value fue seleccionado,
mostrando los marcos abiertos de lectura. La identidad de dicha secuencia se confirmé
por retroBLAST utilizando la base de datos de la NCBI. De ésta manera se obtuvo la
secuencia nucleotidica del gen de PME-CD de M. bovis. A partir de dicha secuencia se

disefié un par de primers en regiones adyacentes al gen, denominado Draft2 (Tabla 5).

Tabla 5. Secuencias de los primers forward (Draft2-F) y reverse (Draft2-R)
usados para la amplificacién de la PME-CD.

Primer Secuencia
Draft2-F 5’-CGAAACCATCCTTTGGAGG -3’
Draft2-R 5’-GAACTTACACAAAAGCTGTCTA-3’

Las condiciones de PCR se mantuvieron iguales a las utilizadas con los primeros
primers utilizados (OMP-F y OMP-R), a excepcién de la temperatura de anneling. Para los
primers Draft2 la temperatura de annealing varié entre cepas, como se muestra en la
tabla 6. Para el caso de los ADN de Epp63, Lc190 y EV345, todas M. bovis, se utilizé una
temperatura de anneling de 56 °C. En cambio para los ADN de BAA1259, 3A8, Fs343 y PRO
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(M. bovoculi) y CANIIIB (M. bovis) se utilizd una temperatura de anneling de 44 °C. El

producto de amplificacién esperado era de 1392 pb.

Tabla 6. Diferentes temperaturas de annealing
utilizadas con los primers Draft2 segln el ADN de
la cepa analizada

Draft2-
Tannealing
M. bovis
Epp63 56°C
Lc190 56°C
EV345 56°C
CANIIIB 44°C
M. bovoculi

BAA1259 44°C
3A8 44°C
Fs343 44 °C
PRO 44 °C

Finalmente, debido a que no todas las secuencias de ADN presentaron homologia
con la PME-CD de M. catarrhalis, se diseid un nuevo par de primers denominados
OMPCD _IntF y OMPCD_IntR (Tabla 7). Estos estdn ubicados en las regiones conservadas
gue se pudieron visualizar a partir de un alineamiento multiple realizado con la
herramienta informdtica BioEdit, una vez obtenidas las secuencias esperadas con los
primers Draft2. Para el alineamiento de las secuencias se incluyd la secuencia preliminar

del genoma de Epp63 original (Anexo 1).

Tabla 7. Secuencias de los primers forward (OMPCD_IntF) y
reverse (OMPCD_IntR) situados en regiones conservadas en las
secuencias con homologia a la PME-CD de M. catarrhalis.

Primer Secuencia
OMPCD_IntF 5’-AAGCTCACGACAAACAACGTG-3’
OMPCD_IntR 5’-TACGGTAGGTGCCAAACGAC-3’
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Las condiciones de PCR se mantuvieron iguales a las utilizadas con los primers
usados anteriormente a excepcién de la temperatura de anneling que en este caso fue de

59 °C, y el producto esperado de amplificacion fue de 586 pb.

Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR se analizaron mediante la electroforesis con geles de agarosa
al 0,8 % en TBE (108 g Tris, 55 g acido bodrico, 40 ml EDTA 0,5 M pH 8,0). Los geles se
prepararon utilizando 0,8 g de agarosa en 100 ml de buffer TBE 0,5X. Las bandas se
visualizaron mediante tincidon con Gelred 3X durante media hora, y se analizaron en un
transiluminador de luz UV (Biometra T13) de donde se tomo registro fotografico digital.
Para estimar el tamafio y cantidad de ADN presente en las bandas se utilizé el marcador

1Kb plus (Fermentas).

Secuenciacion

Para la determinacién de la secuencia nucleotidica de los productos de PCR, se
selecciond la banda de acuerdo al tamafio esperado del fragmento segun el par de primers
utilizado. Estos productos se purificaron utilizando el QIlAquick Gel Extraction KiT de
QIAGEN de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El producto purificado se envié a
Macrogen Inc. (Corea del Sur) para su secuenciacion y algunos también fueron enviados al
Instituto Pasteur de Montevideo (IPMont).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas empleando la herramienta
informatica BioEdit. Posteriormente, se las analizd en la herramienta informatica BLAST
buscando su homologia en la base de datos del NCBI. Una vez hallada la homologia con la
PME-CD de M. catarrhalis, se realizé un alineamiento multiple en BioEdit para analizar que

regiones estaban conservadas entre las secuencias estudiadas.
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Resultados

Extraccion de PME y andlisis de diversidad de los perfiles entre las cepas de Moraxella

spp.

El protocolo de extraccion de PME puesto a punto para Proteus spp. no permitié la

correcta purificacion de PME de las diferentes cepas de Moraxella spp. obteniéndose

bandas poco definidas y con bajo rendimiento (Fig. 1). De esta forma, se puso a punto el

método utilizado por Prieto et al. 1999 (Fig. 2) al que se le realizaron modificaciones. Se

logro realizar la extraccion de PME de 7 cepas de M. bovis (EV345, Lc190, CANIIIB, Fs327,

Fs330, Fs328, 5120) y de 7 cepas de M. bovoculi (PRO, Fs343, 3A8, M1, NIN1, BM3B,

EVA58) ademas de las cepas de referencia ATCC (Epp63 y BAA1259).
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Figura 1. SDS-PAGE 12 % de las PME
de M. bovis. Extraccion de PME
realizada con el protocolo para
Proteus spp. Primer carril: marcador
de peso molecular de amplio rango
de Bio-Rad (KDa). Segundo carril:
PME de M. bovis. No se obtiene una
correcta purificacién de PME.
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Figura 2. SDS-PAGE 12 % de las
PME de M. bovis. Mejora en la
extraccion de PME realizado con el
protocolo de Prieto et al, 1999.
Primer carril: marcador de peso
molecular de amplio rango de Bio-
Rad (KDa). Segundo carril: PME de
M. bovis.
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Se analizaron los perfiles de PME de M. bovis y M. bovoculi mediante electroforesis

en SDS-PAGE 12 % y se compararon los distintos perfiles como se muestra en las figuras 3

y 4.
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Figura 3. SDS-PAGE 12 % de PME de 7 cepas de M. bovis. Las PME
purificadas se analizaron a través de un SDS-PAGE 12 %
presentando una alta heterogeneidad entre ellas.
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Figura 4. SDS-PAGE 12 % de PME de 7 cepas de M. bovoculi. Las PME
obtenidas se analizaron a través de un SDS-PAGE 12 % presentando
heterogeneidad entre ellas.
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Dado que los patrones de bandas entre las diferentes cepas de una misma especie
presentaron una elevada heterogeneidad, se seleccionaron dos cepas, una de cada
especie, en base al alto rendimiento y definicion que presentaron en los geles de
poliacrilamida. A continuacién se analizaron los perfiles de PME por medio de geles 2D y
posterior espectrometria de masas (MALDI-TOF/TOF). Las extracciones de PME
seleccionadas fueron de las cepas de CANIIIB (M. bovis) y de BAA1259 (M. bovoculi)
(Fig.5). Estos ensayos se realizaron en el Servicio de la Unidad de Bioquimica y Proteémica

Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo.
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Figura 5. SDS-PAGE 12 % de PME
de las dos cepas seleccionadas,
CANIIIB  (M.bovis) y BAA1259

(M.bovoculi), para su posterior
analisis por MALDI-TOF/TOF.

Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

La concentracion proteica de ambas preparaciones de PME se cuantificé por el
método de BCA en el Servicio de la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas del
Instituto Pasteur de Montevideo resultando las PME de CANIIIB (M. bovis) de 0.3 ug/ul y
de BAA1259 (M. bovoculi) de 0.2 pg/ul.
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A continuacién, se visualizaron las proteinas en un gel 2D, de las cuales se
seleccionaron 7 spots en el gel de CANIIIB (M. bovis) y 9 spots en el de BAA1259 (M.
bovoculi), incluyendo aquellas que contenian ambas cepas y otras que se encontraban en
una y no en la otra (Fig. 6). Estas proteinas se digirieron con tripsina y el extracto proteico

resultante se identificé por MALDI-TOF/TOF (Tabla 7).
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Figura 6. Perfiles 2D de BAA1259 y CANIIIB. Con flechas se indica la seleccidn de spots en comun entre ambas cepas,
y mediante circulos se sefialan los spots diferenciales entre las dos especies. La 6ptima resolucion electroforética
fue en el rango de pH 4-7 en la primera dimensién como se indica debajo de cada gel.
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Tabla 7. Identificacién de proteinas de M. bovis y M. bovoculi por MALDI-TOF/TOF. En rojo se muestran las
proteinas comunes a ambas extracciones.

Masa
Rétul | M lecul lecul
otulo de la asa molecutar Proteina identificada por MALDI-TOF/TOF mo ?c.u ar
muestra en el gel (kDa) tedrica
(kDa)
BAA1259-1 81 Chaperona Dnak 69

(Acinetobacter)

BAA1259-2 57 Proteina de membrana ext.erna cD 47.9
(Moraxella catarrhalis)

BAA1259-3 57 Proteina de membrana ext.erna cD 45.8
(Moraxella catarrhalis)

BAA1259-4 36 Aminotransferasa de cadena tjamlflcada 34.6
(Moraxella catarrhalis)

Proteina de membrana externa omp38

BAA1259-5 43 . 38
(Acinetobacter spp.)

BAA1259-6 92 Chaperona.CIub ATP-dependiente 94
(Acinetobacter spp.)

BAA1259-7 53 D|h|drol!p0|l deshidrogenasa 51
(Acinetobacter spp)

BAA1259-8 30 Proteina hlpotetlca F923_00870 7
(Acinetobacter spp.)

BAA1259-9 17 Proteina pgquena de shock térmico 17
(Acinetobacter spp.)

CANIIIB -1 85 Chaperona DnaK .

(Moraxella spp.)

Proteina de membrana externa CD
CANIIIB -2 >7 (Moraxella catarrhalis) 4>.8

Proteina de membrana externa CD
CANIIB -3 >7 (Moraxella catarrhalis.) 4>.8

CANIIIB-4 37 Aminotransferasa de cadena.ramlflcada 346
(Moraxella catarrhalis.)

CANIIIB-5 35 Proteina de membrana externa M35 38
(Enhydrobacter aerosaccus)

Componente de la piruvato
deshidrogenasa E3 (dihidrolipoamida

CANIIIB-6 >6 deshidrogenasa) >l
(Moraxella catarrhalis)
CANIIIB-7 57 Hydrolasa Acetyl-CoA 55

(Moraxella catarrhalis)




Tal como se indica en la Tabla 7, se identificaron porinas, otras PME, chaperonas y
distintas enzimas que participan en el metabolismo (Tabla 4). Todas las proteinas
seleccionadas presentaron homologia con proteinas aisladas de M. catarrhalis,
Enhydrobacter aerosacus o Acinetobacter spp.

Ambos extractos de PME de M. bovis y M. bovoculi presentaron cuatro proteinas
en comun. Una proteina presenté homologia con la PME-CD de M. catarrhalis (45,8 KDa,
con 427 aminodcidos (aa)), una exhibié homologia con la aminotransferasa de cadena
ramificada de M. catarrhalis (34,6 KDa con 310 aa), otra con la chaperona DnaK de
Moraxella spp. (67KDa con 635 aa) y de Acinetobacter spp. (69KDa con 646 aa), y otra
con homologia a la dihidrolipoil deshidrogenasa de Acinetobacter spp. (51 KDa con 477
aa) y a la componente de la piruvato deshidrogenasa E3 (dihidrolipoamida
deshidrogenasa) de M. catarrhalis (51 KDa con 482 aa).

El alineamiento realizado con la herramienta BLASTp, entre las secuencias
aminoacidicas publicadas de las chaperonas DnaK de Acinetobacter spp. (NUmero de
acceso Genbank: gi|262377673) y Moraxella spp. (NUmero de acceso Genbank
gi|296112251) resulté en un 78% de identidad lo que indica que se trata de la misma
proteina. De la misma manera, se realizé el alineamiento entre la dihidrolipoil
deshidrogenasa de Acinetobacter spp (NUmero de acceso Genbank: gi|480165187) y la
componente de la piruvato deshidrogenasa E3 (dihidrolipoamida deshidrogenasa) de M.
catarrhalis (NUmero de acceso Genbank: gi|296112302) resultando en un 71 % de
identidad, mostrando que se trata de la misma proteina.

Solamente dos proteinas estaban presentes en la preparacién de PME de M. bovis
y no fueron identificadas en M. bovoculi (una proteina con homologia a la PME M35 de
Enhydrobacter aerosacus y otra con homologia a una hidrolasa Acetyl-CoA de M.
catarrhalis).

Ademas, solamente cuatro proteinas estuvieron presentes en la preparacion de M.
bovoculiy no fueron detectadas en M. bovis (una proteina que presentaba homologia con

la PME omp38 de Acinetobacter spp., otra con una proteina pequefia de shock térmico de
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Acinetobacter spp., una con la proteina hipotética F923_00870 de Acinetobacter spp., y

finalmente una con la chaperona Club ATP-dependiente de Acinetobacter spp.

Inmunogenicidad de PME

Mediante la técnica Western blot se evalud de forma indirecta la expresion in vivo,
e inmunogenicidad de las PME de cuatro cepas de M. bovis (Epp63, Lc190, EV345, CANIIIB)
y de cuatro cepas de M. bovoculi (BAA1259, 3A8, Fs343, PRO) seleccionadas al azar. Se
utilizaron sueros de animales sanos (St0) y enfermos de QIB (Et0), evaluados
anteriormente en el marco de un proyecto de investigacidon desarrollado en nuestro
laboratorio, como se muestra en las figuras 7, 8 y 9. Estos animales de igual raza
(Hereford), se encontraban en un mismo campo experimental y no habian sido
previamente inmunizados contra ninguna enfermedad bacterial ni viral.

Por otro lado, la reactividad de las PME también fue evaluada por Western blot
con muestras de lagrimas de un animal sano y otro enfermo (Fig. 10, 11y 12). En todos los
casos se observd una banda que, de acuerdo a su peso molecular (aproximadamente de
50 KDa) podria tratarse de la proteina que presenta homologia con la PME-CD de M.
catarrhalis, identificada por espectrometria de masas (figura 7, 8, 9, 10, 11 y 12).

Esta PME-CD es una de las principales PME de M. catarrhalis a la que se le han
atribuido propiedades como para ser un buen antigeno (Hsiao et al., 1995). En general, la
reaccion fue notoriamente mas intensa en los enfermos que en los sanos.
Particularmente, las PME de BAA1259 (M. bovoculi) evaluadas frente a muestras de

lagrimas de un animal sano, no presentaron ninguna banda.
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M. bovis con sueros

Enfermos Sanos

M. bovoculi con sueros

Enfermos Sanos

Figura 7. Western blot de tres cepas de M.
bovis evaluadas con sueros. Carril 1: EV
345-Et0, carril 2: Epp63-Et0 , carril 3:
LC190-Et0, carril 4: EV345-St0, carril 5:
Epp63-St0, carril 6: LC190-St0. Las flechas
indican la presencia de una banda de
aproximadamente 50 KDa segun el
marcador de peso molecular de amplio
rango Bio-Rad (no mostrado).

Figura 8. Western blot de tres cepas de
M. bovoculi evaluadas con sueros. Carril
1: 3A8-Et0, carril 2: PRO-Et0 presenta una
banda mas intensa que las demas, carril
3: Fs343-Et0, carril 4: 3A8-St0, carril 5:
PRO-StO, carril 6: Fs343-St0. Las flechas
indican la presencia de una banda de
aproximadamente 50 KDa segln el
marcador de peso molecular de amplio
rango Bio-Rad (no mostrado).



M. bovis y M. bovoculi con sueros

Enfermos Sanos

1 2 3 4

Figura 9. Western blot de una cepa de M.
bovis y una M.bovoculi evaluadas con sueros.
Carril 1: BAA1259-EtO, carril 2: CANIIIB-EtO,
carril 3: BAA1259-St0, carril 4: CANIIIB-StO.
Las flechas indican la presencia de una banda
de aproximadamente 50 KDa segun el
marcador de peso molecular de amplio rango
Bio-Rad (no mostrado).

M. bovis con lagrimas

Enfermos Sanos

M. bovoculi con lagrimas

Enfermos | | Sanos
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Figura 10. Western blot de tres cepas de M.
bovoculi evaluadas con lagrimas. Carril 1: 3A8-EtO,
carril 2: PRO-EtO, carril 3: Fs343-EtO, carril 4:
marcador de peso molecular de amplio rango Bio-
Rad (KDa), carril 5: 3A8-5t0, carril 6: PRO-St0, carril
7: Fs343-5t0. Las flechas indican la presencia de una
banda de aproximadamente 50 KDa segun el
marcador de peso molecular Bio-Rad.

M. bovis y M. bovoculi con lagrimas

Enfermos Sanos

Figura 11. Western blot de tres cepas de M.
bovis evaluadas con lagrimas. Carril 1: EV
345-Et0, carril 2: Epp63-Et0, carril 3: LC190-
EtO, carril 4: EV345-St0, carril 5: Epp63-5t0,
carril 6: LC190-St0. Las flechas indican la
presencia de una banda de aproximadamente
50 KDa segun el marcador de peso molecular
de amplio rango Bio-Rad (no mostrado).

Figura 12. Western blot de una cepa de
M. bovis y una de M. bovoculi evaluadas
con lagrimas. Carril 1: BAA1259-Et, carril
2: CANIIIB-EtO, carril 3: BAA1259-5t0 no
se observan bandas, carril 4: CANIIIB-StO.
Las bandas presentes en los animales
enfermos son mas intensas que en los
animales sanos. Las flechas indican la
presencia de una banda de
aproximadamente 50 KDa segun el
marcador de peso molecular de amplio
rango Bio-Rad (no mostrado). 34



Amplificacion por PCR del gen que codifica para la PME-CD

Para probar que la PME-CD estaba presente en otras cepas de M. bovis y M.

bovoculi se amplificé el gen que codifica para la PME-CD mediante PCR convencional, para

lo que se disefiaron cuatro pares de primers.

Primers OMP-F y OMP-R disefiados a partir de M. catarrhalis

Inicialmente, los primers se disefiaron a partir del genoma de M. catarrhalis
teniendo en cuenta que el genoma de M. bovoculi aun no estaba disponible en las bases
de datos publicas y hasta el momento tampoco lo estaba el de M. bovis. A dichos primers
se los denominé OMP-F y OMP-R. Los productos de amplificacidon obtenidos tuvieron un

tamafio variable, siendo el esperado de 1588 pb (Fig. 13).

Std BAA1259 CANIIIB Epp63 Std Lc190 PRO Fs343 std EV345 3A8

O LR

Figura 13. Visualizacidn de los productos de PCR amplificados con los primers OMP-F y OMP-R en
geles de agarosa al 0,8 % de cuatro cepas de M. bovis (CANIIIB, Epp63, Lc190, EV345) y de cuatro
cepas de M. bovoculi (BAA1259, PRO, Fs343, 3A8). En el primer carril de cada gel se observa el
marcador de tamafio molecular, 1Kb plus (Std). No se observan productos del tamafio esperado
(1588 pb). Sin embrago se observan bandas de menor tamafio. Las flechas indican los productos
de amplificacidn que fueron enviados a secuenciar al servicio de Macrogen.



Posteriormente, los productos de amplificacion de entre 1000-1500 pb de las
cepas BAA1259, Epp63, CANIIIB, 3A8 y PRO se extrajeron de un gel de agarosa 0,8 %
utilizando el QlAquick Gel Extraction KiT de QIAGEN y se enviaron a secuenciar al Servicio

de Secuenciacion de Macrogen Inc. (Corea del Sur).

De la misma manera se purificaron y se enviaron a secuenciar los productos de
amplificacion de 400-300 pb de Lc190, Fs343, EV345 y 3A8. Los productos de PCR
analizados presentaron cromatogramas con picos solapados, haciendo dificil la obtencidn
de las secuencias. Dichas secuencias no resultaron tener homologia con el gen de PME-CD

de M. catarrhalis, lo que llevé al disefio de un nuevo par de primers.

Primers degenerados ompCD-F y ompCD-R diseriados a partir de M. catarrhalis

Seguidamente, se empled un par de primers degenerados ompCD-F y ompCD-R,
disefiados a partir de la secuencia de la PME-CD de M. catarrhalis. Se logré amplificar
bandas de 500 pb (Fig. 14), pero no del tamafio esperado (1387 pb), lo que llevé a pensar

en el diseiio de nuevos primers.

Std BAA1259 CANIIIB Epp63
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Figura 14. Visualizacion de los productos

de PCR amplificados con los primers

OmpCD-F y OmpCD-R en geles de

agarosa al 0,8 %. Se observan productos

de 500 pb (indicado con una flecha).

Carril 1: marcador 1Kb plus (Std), 2:

BAA1259 (M. bovoculi), 3: CANIIB (M.

bovis) ademas de amplificar un

fragmento de 500 pb, también amplifica 36
de 400 pb, 4: Epp63 (M. bovis).



Primers Draft2-F y Draft2-R disefiados a partir de secuencia preliminar del genoma de la

cepa de referencia Epp63 de M. bovis

Posteriormente, se disefiaron primers que se encontraban adyacentes al gen que
codifica la PME-CD a partir de la secuencia preliminar del genoma de la cepa de referencia
Epp63 de M. bovis, a la que en esta etapa del trabajo se pudo tener acceso.

Se pudo amplificar en ambas especies el producto esperado (1392 pb). Luego se
purificaron las bandas de interés con kit (QIAGEN) en geles de agarosa 0,8 %, vy
posteriormente se enviaron a secuenciar al Servicio de Secuenciacion de Macrogen Inc.
(Corea del Sur).

Finalmente, tres cepas de M. bovis (Epp63, EV345, Lc190) y dos de M. bovoculi
(BAA1259, 3A8) presentaron homologia con la PME-CD de M. catarrhalis. Sin embargo,
Fs343 y PRO (M. bovoculi) no pudieron ser editadas, debido a que los cromatogramas

presentaban picos solapados.
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Figura 15. Visualizacidn de los productos de PCR, con primers Draft2-F y Draft2-R de las 4
cepas analizadas de M. bovis (Epp63, Lc190, CANIIIB, EV345) y 4 cepas de M. bovoculi
(BAA1259, PRO, Fs343, 3A8) en geles de agarosa 0,8 %. Ademas, se observa el marcador
1Kb plus (Std). En todos los casos se observan bandas entre 1000-1500 pb como se
esperaba (indicado con una flecha).
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Primers OMPCD IntF y OMPCD IntR, disefiados a partir del alineamiento multiple entre

las secuencias obtenidas con los primers Draft2

Finalmente, se disefidé un par de primers en base a regiones conservadas internas
del gen que codifica la PME-CD. El producto de amplificacién por PCR esperado era de 586
pb. Los cuatro ADN de M. bovis presentaron dicha banda, y ademds CANIIIB y Epp63
amplificaron otros fragmentos de entre 1000-1500 pb (Fig. 16). Se seleccionaron los
productos de amplificacidon de alrededor de 580 pb correspondientes a las cepas CANIIIB,
Epp63 y LC190, asi como los fragmentos de entre 1000-1500 pb de las cepas CANIIIB y
Epp63, y se purificaron con un kit comercial (QIAGEN) en geles de agarosa 0,8 %.
Posteriormente se enviaron a secuenciar al Servicio de Secuenciacién de Macrogen Inc.

(Corea del Sur) y al servicio del Instituto Pasteur de Montevideo (IPMont).

Para el caso de los aislamientos de M. bovoculi solamente el ADN de la cepa 3A8
amplificé el tamafio esperado mientras que el resto amplificd una banda intensa de entre
1000-1500 pb. Particularmente, los productos de PCR de las cepas BAA1259, Fs343 y 3A8
fueron purificadas en geles de agarosa 0,8 %, y posteriormente se enviaron a secuenciar al

Servicio de Secuenciacién de Macrogen Inc. (Corea del Sur) y al servicio del IPMont.

Finalmente, de los ADN analizados solamente resultaron tener homologia con la
PME-CD de M. catarrhalis los fragmentos de ADN de aproximadamente 580 pb de Epp63,
CANIIIB, Lc190 y 3A8. Sin embargo, los dos fragmentos de ADN secuenciados de M.
bovoculi, de las cepas BAA1259 y Fs343, no pudieron se editados debido a que las
muestras indicaban mds de un producto de PCR presentando picos solapados en el

cromatograma de secuenciacion.
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Std CANIIB Epp63 EV345 LC190 BAA1259 Fs343 PRO 3A8

Figura 16. Visualizacion de los productos de PCR, con primers
OMPCD_IntF y OMPCD_IntR de las cepas analizadas de M. bovis
(CANIIB, Epp63, EV345, Lc190) y de M. bovoculi (BAA1259, Fs343, PRO,
3A8) en geles de agarosa 0,8 %. Las flechas negras indican las bandas
que se purificaron con kit (QIAGEN) y se enviaron a secuenciar al
servicio de Macrogen Inc. (Corea del Sur) y de IPMont.

Secuenciacion de los fragmentos de ADN de interés

Las secuencias obtenidas de los ADN analizados fueron editadas en el programa
informatico BioEdit y posteriormente mediante la herramienta informatica BLAST se
evalud su homologia con la base de datos publicas del NCBI (Anexo 2). En la Tabla 8 se
muestran los resultados obtenidos de la secuenciacién realizada en el servicio de
Macrogen Inc. y en el servicio de IPMont, de los productos de amplificacion analizados con

los dos ultimos pares de primers utilizados.

Tabla 8. Resultado del andlisis de las secuencias obtenidas de la secuenciacidn, amplificadas
con los primers Draft2 y OMPCD_Int

Cepas Homologia por Homologia por
BLAST con primers BLAST con primers
Draft2 OMPCD_Int

M. bovis Epp63 PME-CD PME-CD (586 pb)
M. bovis EV345 PME-CD
M. bovis LC190 PME-CD PME-CD (586 pb)
M. bovis CANIIIB - PME-CD (586 pb)
M. bovoculi BAA1259 PME-CD -
M. bovoculi 3A8 PME-CD PME-CD (586 pb)
M. bovoculi Fs343 - -
M. bovoculi PRO -
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Comparacion de las secuencias

Luego de determinar la homologia que presentaba cada secuencia, se procedio a
compararlas entre ellas, incluyendo la secuencia preliminar del genoma de Epp63 (M.
bovis) original. La alineacién de las mismas mostré gran similitud entre todas las
secuencias, mostrando varias regiones conservadas internas, a partir de las cuales se

disefiaron los primers OMPCD_Int (Anexo 1).
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DISCUSION

La ganaderia en el Uruguay cumple un papel clave para el desarrollo nacional
(DIGESA, 2012). La explotacion del ganado se ve alterada de forma negativa por diversas
enfermedades lo cual trae enormes pérdidas econdmicas a nivel nacional. Entre estas
enfermedades se encuentra la Queratoconjuntivitis infecciosa bovina. Esta se encuentra
distribuida mundialmente y se ha convertido en un grave problema econémico y sanitario
gue afecta al sector productivo y ganadero. Varios agentes etiolégicos estdn asociados a
esta enfermedad, incluyendo M. bovis, M. bovoculiy M. ovis (Henson et al., 1960; Angelos
et al., 2007a; Nagy et al., 1989; Sosa et al, 2012).

En Uruguay, existen pocos datos disponibles acerca de la diversidad de las cepas
circulantes de Moraxella spp. Recientemente en nuestro laboratorio se analizé la
diversidad de estas cepas asociadas a brotes de QIB. El conocimiento de dichas cepas
circulantes es un requisito para un exitoso programa inmunoprofilactico debido a que las
cepas circulantes varian durante los brotes de la enfermedad exigiendo una
caracterizacién continua (Sosa et al., 2013). El problema sanitario originado por la QIB ha
llevado a procurar desarrollar vacunas efectivas para prevenir la enfermedad. En la
actualidad, las vacunas comerciales estan elaboradas en base a fimbrias o a bacterinas
(bacterias enteras inactivadas) (Brown et al, 1998). Sin embargo, la proteccién asociada a
las vacunas es variable. Esto se podria explicar por la elevada heterogeneidad antigénica
fimbrial entre las cepas de Moraxella spp. causantes de QIB (Horsnell et al, 1987).

El objetivo de este trabajo consistid en evaluar la diversidad de las PME de una
coleccién de cepas clinicas de M. bovis y M. bovoculi aisladas de casos clinicos en Uruguay,
su posible papel en la patogenicidad y su potencial como componentes de vacunas. Para
cumplir con los objetivos propuestos se emplearon 16 cepas de M. bovis y M. bovoculi
obtenidas entre los afios 2005 y 2009 de diferentes departamentos de Uruguay (Sosa et
al., 2012) y 4 aislamientos obtenidos de un brote de QIB en el estado de Kansas, Estados
Unidos. Ademads se incluyeron las cepas de referencia ATCC de M. bovis (Epp63) y M.
bovoculi (BAA1259).
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Todas estas actividades se desarrollaron en el marco de una de las principales
lineas de investigacion del Departamento de Microbiologia del IIBCE, relacionada con la
patogenicidad de Moraxella spp. Dando continuidad a esta linea de investigacién y a raiz
de la importancia que tiene prevenir la enfermedad se busca desarrollar nuevas vacunas
gue sean efectivas. Esta situacion justifica la investigacion dirigida a identificar y
caracterizar antigenos conservados entre cepas capaces de inducir una respuesta inmune
potente y efectiva. En vista de la importancia que tienen las proteinas de membrana
externa (PME) para la supervivencia bacteriana, se podria pensar en considerarlas como
posibles componentes de vacunas.

Con el fin de extraer las PME presentes en ambas especies se utilizaron dos
protocolos. Inicialmente se utilizd el de Piccini et al. 1998 utilizado para Proteus mirabilis,
un uropatdégeno Gram-negativo, el cual no resulté en una correcta purificaciéon de las
PME. Posteriormente, se utilizé el protocolo de Prieto et al, 1999 al que se le realizaron
modificaciones y que resulté el adecuado para la purificacion de PME. Estas fueron
obtenidas por tratamiento con lisozima-shock térmico, sonicacion y solubilizacidon
diferencial de envolturas celulares con Tritdn X-100. Esto demuestra que son importantes
los pasos de ruptura celular y en especial para Moraxella ya que demostré que no fue facil
romper su pared celular, requiriendo de diversos tratamientos. A su vez, con el protocolo
de Prieto se pudieron extraer las PME que luego fueron identificadas como tales a través
de MALDI-TOF/TOF.

Una vez obtenidas las PME, se visualizaron los perfiles de bandas de las PME entre
las cepas de Moraxella spp. a través de una electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida: SDS-PAGE. Esta técnica ya ha sido utilizada por diversos autores para
evaluar la diversidad de perfiles de PME de Moraxella (Prieto et al, 1999; Horsnell et al.,
1987). En el presente trabajo debido a la alta heterogeneidad observada, tanto en M.
bovis como en M. bovoculi no se pudieron establecer grupos de cepas en base a los
perfiles de bandas obtenidos de los extractos proteicos. En otros trabajos, se han
observado variaciones con respecto a los resultados de diversidad de PME de Moraxella

que pueden deberse a diferencias locales o temporales de las cepas.

42



En lo que respecta a diversidad de otros antigenos de M. bovis, Prieto y
colaboradores (1999) analizaron una coleccién de 57 aislamientos clinicos de M. bovis
obtenidos de brotes de QIB en Argentina y tres cepas de referencia e identificaron tres
perfiles de LPS y tres perfiles de PME, reflejando una baja heterogeneidad de los
antigenos de superficie evaluados. Este resultado es contradictorio al que habian obtenido
previamente Horsnell y colaboradores (1987), quienes analizaron los patrones de PME de
diez aislamientos britdnicos de M. bovis. En ese caso los patrones proteicos de los
diferentes aislamientos fueron similares pero no idénticos y sélo se encontraron tres
proteinas en comun (128 KDa, 55KDa y 37KDa) para todos los aislamientos. Asi, para
identificar las PME presentes en una alta proporcidon entre las distintas cepas se necesita
de otras metodologias por lo que se decidié utilizar geles en 2D.

La técnica de MALDI-TOF/TOF ha probado ser una herramienta interesante para el
hallazgo e identificacidon de nuevas proteinas y para descubrir probables nuevas funciones
de proteinas ya conocidas. Ademas de las ventajas de MALDI-TOF como una técnica
sensible para el andlisis de compuestos de alto peso molecular, la disposicién en tdndem
permite la identificacion de las proteinas a través de sus patrones de fragmentacion de los
experimentos de espectrometria de masas/espectrometria de masas (MS/MS) (Mateos-
Martin et al., 2012; Severin et al., 2007; Webster et al., 2012). Esta técnica ya ha sido
empleada con éxito por nuestro grupo para determinar las identidades de las PME de
Proteus mirabilis (D"Alessandro et al., 2011).

Con la finalidad de analizar la variabilidad en las PME presentes en M. bovis y M.
bovoculi, se selecciond una cepa de M. bovis y una de M. bovoculi en base a la alta
definicién y rendimiento que presentaron en los geles de poliacrilamida. El analisis de las
PME en geles 2D a menudo es dificultoso debido a la alta hidrofobicidad intrinseca de las
proteinas de membrana, que usualmente se refleja con una baja resolucién de los
patrones (Molloy, 2000). Sin embargo, se obtuvo una buena resolucién en los patrones. La
O6ptima resolucion electroforética fue en el rango de pH 4 -7 en la primera dimensién. Se
obtuvieron proteinas que se separaron por geles 2D y a partir de esta separacion se

seleccionaron 16 spots para su analisis por MALDI-TOF/TOF, en el Servicio de la Unidad de



Bioquimica y Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo. Los resultados
obtenidos se compararon con la informacién incluida en bases de datos publicas. Los
resultados de MALDI-TOF/TOF permitieron identificar porinas, otras PME, chaperonas y
distintas enzimas que participan en el metabolismo. La presencia de estas ultimas podria
deberse a contaminacién con proteinas del citosol durante la extraccién de las PME.

Conjuntamente, el estudio por MALDI-TOF/TOF indicé que las cepas de M. bovis y
de M. bovoculi tenian cuatro proteinas en comun. Una de ellas presentd homologia con
una PME-CD de M. catarrhalis (45,8 KDa con 427 aa), otra con una aminotransferasa de
cadena ramificada de M. catarrhalis (34,6 KDa con 310 aa), una chaperona DnaK de
Moraxella (67 KDa con 635 aa) y de Acinetobacter (69 KDa con 646 aa) y cuarta una con
homologia a la Dihidrolipoil deshidrogenasa de Acinetobacter spp. (51 KDa con 477 aa) y a
la componente de la piruvato deshidrogenasa E3 (dihidrolipoamida deshidrogenasa) de M.
catarrhalis (51 KDa con 482 aa).

La proteina con homologia a la PME M35 de Enhydrobacter aerosacus solamente
se identificd en M. bovis. Esta PME presenta homologia con la PME M35 de M. catarrhalis,
gue estd altamente conservada, se expresa en la superficie siendo importante para
cumplir su rol de porina y se ha propuesto que es una interesante candidata a vacunas
(Easton et al., 2005). Dicha PME ya ha sido identificada en la cepa de referencia de M.
bovis (Epp63), en estudios anteriores en nuestro laboratorio dentro el marco de la tesis de
doctorado de la Dra. Vanessa Sosa. Ademas, se identificd una proteina con homologia a
una hidrolasa Acetyl-CoA de M. catarrhalis.

A su vez, cuatro proteinas se identificaron Unicamente en M. bovoculi: una
proteina con homologia a la PME omp38 de Acinetobacter la cual se conoce que podria
actuar como un potente factor de virulencia para inducir la apoptosis en células epiteliales
en estadios temprano de la infeccion de A. baumanni (Choi et al., 2005), una proteina con
homologia a una proteina pequefia de shock térmico de Acinetobacter, una con
homologia a una proteina hipotética F923_00870 de Acinetobacter y finalmente una con

homologia a una chaperona Club ATP-dependiente de Acinetobacter.



Hasta el momento, la PME-CD con una masa molecular tedrica de 45,8 KDa se
conoce en M. catarrhalis y no existen reportes previos sobre esta proteina en M. bovis ni
en M. bovoculi. Debido a que esta PME-CD se encuentra presente en M. bovis y en M.
bovoculi y ademds posee posibles atributos como buen antigeno en M. catarrhalis (Hsiao
et al., 1995) se continuaron los estudios para su caracterizacién como posible componente
de vacunas contra la QIB.

M. catarrhalis es un patégeno Gram-negativo del tracto respiratorio humano que
causa aproximadamente el 20 % de todos los episodios de otitis media en nifios y arriba
del 10 % de infecciones del tracto respiratorio (Giebink et al., 2005; Murphy et al., 2005).
Ademads otras enfermedades como sinusitis (Brook et al., 2005), y conjuntivitis (Bingen et
al., 2005) pueden agregarse a la lista de enfermedades asociadas a M. catarrhalis.
Asimismo, expresa varias proteinas afimbriales, una de ellas es la PME-CD (Akimana et al.,
2007; Holm et al., 2004), proteina modificable térmicamente. Tiene una masa molecular
de 55 kDa a temperatura ambiente y una masa de 60 kDa cuando se calienta bajo
condiciones reductoras. Esta proteina esta expuesta superficialmente y conservada entre
una variedad de cepas de M. catarrhalis conteniendo al menos dos epitopes que estan
presentes en todas las cepas estudiadas de M. catarrhalis (Sarwar et al., 1992; Sarwar et
al., 1993; Hsiao et al., 1995; Murphy et al., 1999). Un evento clave que se produce
temprano en la patogénesis por el organismo es la adhesién a la superficie de la mucosa
de la nasofaringe, conduciendo a la colonizacién. Las proteinas afimbriales de adherencia
(adhesinas), son cruciales para este proceso ya que median la union de las bacterias a las
células huésped (Beachey, 1981; St Geme, 1997; Gerlach et al., 2007).

Ademds de sus funciones relacionadas con el crecimiento bacteriano y la
adherencia a las células epiteliales humanas, la PME-CD juega un papel muy importante
en la fisiologia bacteriana y la patogénesis, incluyendo aspectos tales como Ia
estabilizacion de la morfologia celular bacteriana y la prevencién de autoagregacion
mediante la reduccidon de hidrofobicidad de la superficie. Asimismo juega un rol
importante en el pasaje de nutrientes a través de la membrana externa de M. catarrhalis

(Saito et al., 2013). Se ha propuesto que la PME-CD es una adhesina para las células
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humanas de pulmén A549. Holm y colaboradores (2004) sugieren que una vacuna
conteniendo esta proteina o partes de la misma podria interferir con la adherencia, un
paso importante en la patogénesis bacteriana. La adhesina PME-CD contiene dos dominios
distintos de unién a la célula, uno localizado en la regidn B-barril y otro en la regién linker
entre los residuos 236 y 300 conteniendo un motivo parecido a una repeticion de tipo Il
de la trombospondina (TT3R) (Akimana et al., 2007). Otras adhesinas han sido provistas
como efectivos antigenos para vacunas, por ejemplo vacunas contra Bordetella pertussis

que contienen la adhesina FHA (http://www.cdc.gov/nip/publications/pink/pert.pdf).

Ademas se han inmunizado ratones con la recombinante de PME-CD dando inmunidad
protectora (Murphy et al., 1998) y se ha observado que es un importante blanco en la
respuesta inmune, de pacientes con enfermedades pulmonares provocadas por M.
catarrhalis (Murphy et al., 2003).

Por todo lo expuesto, existen evidencias que sugieren que la inmunizacién con
PME-CD induciria anticuerpos protectores. Primero, la inmunizacién de animales de
experimentacion con PME-CD induce anticuerpos bactericidas (Yang et al., 1997).
Segundo, la inmunizacion sistémica y mucosal con la recombinante de PME-CD favorece la
eliminacion pulmonar de M. catarrhalis en un modelo de ratén (Murphy et al., 1998).
Finalmente, el nivel de anticuerpos en suero contra PME-CD en nifos es inversamente
correlativo con la severidad de la otitis media, sugiriendo que los anticuerpos contra PME-
CD tienen un papel protector (Harabuchi et al., 1998).

Con el fin de analizar de forma indirecta la expresién in vivo y la inmunogenicidad
de las PME de M. bovis y M. bovoculi se empled la técnica Western blot. Esta es usada
para identificar la presencia de proteinas gracias a la especificidad de la interaccién
anticuerpo-antigeno; dicha técnica ha sido empleada con éxito en nuestro laboratorio
para el analisis de PME de P. mirabilis (Piccini et al., 1998).

En la mayoria de las cepas estudiadas en M. bovis y en M. bovoculi, evaluadas con
sueros y lagrimas se observaron que las PME mostraron una respuesta a los anticuerpos.
En todos los casos se utilizd la misma cantidad de PME. Sin embargo en algunos se

observaron bandas notoriamente mas intensas en los animales enfermos que en los
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sanos, como se visualiza en la cepa PRO (M. bovoculi) evaluada con los sueros de los
animales. La presencia de cierta reaccién en animales sanos, puede deberse a que el
animal estuvo expuesto a bacterias Gram negativas previamente, y en particular a
Moraxella spp., debido a que se ha descrito que forma parte de la biota ocular normal
(Pugh et al. 1986, O’connor et al. 2012).

De acuerdo al peso molecular se presume que se trataria de la PME-CD
identificada por MALDI-TOF/TOF. Para probar que esta PME-CD estd presente en otras
cepas de M. bovis y M. bovoculi se amplificé el gen que codifica para la PME-CD mediante

PCR convencional.

A partir de la técnica de PCR se amplificd el gen que codifica para la PME-CD
identificada por MALDI-TOF/TOF en M. bovis y en M. bovoculi. De los cuatro pares de
primers utilizados, solamente con el par Draft2 (disefiado a partir de la secuencia
preliminar del genoma de la cepa de referencia Epp63 de M. bovis) y el par OMPCD_Int
(disefiado a partir del alineamiento multiple entre las secuencias obtenidas con los
primers Draft2) se logré obtener secuencias que presentaban homologia con el gen de la

PME-CD de M. catarrhalis.

Con los primers Draft2 se logré amplificar fragmentos del tamafio esperado (1391
pb) en todas las cepas, cuyas secuencias en la mayoria de los casos presentaron

homologia con el gen que codifica la PME-CD de M. catarrhalis.

Ademas, con el par de primers OMPCD _Int se logré amplificar el tamano esperado
(586 pb) en los cuatro ADN de M. bovis y en uno de M. bovoculi (3A8). Cuando se
emplearon los ADN de M. bovis Epp63 y CANIIIB, y de M. bovoculi BAA1259, Fs343 y PRO,
se amplificé una banda de un tamafio mayor al esperado en los productos de PCR (entre
1000-1500 pb). De todos estos fragmentos, aquellos de aproximadamente 580 pb de
Epp63, CANIIIB, Lc190 y 3A8 resultaron tener homologia con el gen de la PME-CD.

En resumen, en las cuatro cepas de M. bovis estudiadas y en dos de las cuatro M.

bovoculi analizadas, se logré identificar secuencias homologas al gen de la PME-CD de M.
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catarrhalis. Esto demuestra que la PME-CD estaria conservada en la mayoria de las cepas

estudiadas, pudiendo constituir un posible candidato a vacunas contra la QIB.

CONCLUSION

Los perfiles de PME de las cepas analizadas de M. bovis y M. bovoculi presentaron
una alta diversidad cuando se visualizaron a través de SDS-PAGE. Este resultado se
inscribe junto a otros obtenidos por nuestro grupo con anterioridad, que indican la
existencia de una alta diversidad intraespecifica (Sosa et al., 2013).

Dados los antecedentes de inmunogenicidad de la PME-CD de M. catarrhalis y la
presencia de una banda de una proteina inmunogénica de similar peso molecular, se
deduce la posibilidad de que esta PME sea una proteina inmunogénica.

Se amplificé el gen de la PME-CD en la mayoria de las cepas estudiadas. En
particular se encontraron regiones altamente conservadas las cuales serian posibles
potenciales epitopes. Todos estos resultados podrian indicar que la PME-CD podria tener

un papel en la patogenicidad y ser un potencial componente de vacunas contra QIB.

PERSPECTIVAS

Para continuar con la validacién de la PME-CD como un potencial blanco para la
generacion de vacunas se plantean los siguientes experimentos:
Inicialmente evaluar la presencia del gen de interés en la coleccion de cepas mediante
PCR, utilizando el par de primers OMPCD_Int disefiados en base a las regiones
conservadas que se observaron en el alineamiento multiple. A continuacion, generar un
plasmido recombinante para la expresién de dicha PME (se evaluara la posibilidad de
expresar la proteina entera, o dominios de ésta) en un sistema de expresién adecuado. La
expresion y purificacion de la proteina recombinante permitird realizar ensayos que

permitan evaluar la proteccién otorgada por la vacunacidn con dicho antigeno.
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ANEXO

Anexo 1:

Alineamiento Miuiltiple

Seguidamente de haber obtenido las secuencias de los fragmentos amplificados, con los

primers Draft2, a través del servicio de secuenciacion de MACROGEN Inc. y haberlas editado con la

herramienta informatica BioEdit, se realizd un alineamiento multiple de las secuencias del gen que

codifican la PME-CD de 3 cepas de M. bovis, de 2 cepas de M. bovoculi, ademads se incluyé la

secuencia preliminar de la PME-CD de Epp63 de M. bovis (Epp63sec.p) y la secuencia que codifica

la PME-CD de CANIIIB, obtenida a partir de los fragmentos de amplificacion con los primers

OMPCD_Int. Se observan regiones conservadas entre ellas. En la siguiente figura se muestra en

color verde la localizacién de los primers OMPCD_Int.

LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANII I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

ATGAAACTTA ATAAAATCGC TTTGGCATTG GITGCCACTG CTGCTACCGC

P R AR TR I RN I VRN B
60 70 80 90 100

CGCATCTGCT GGCGTAACCG TAACCCCACT AGTTGGTTAT CAATATCAAG
CGCATCTGCT GGOGTAACCG TAACCCCACT AGTTGGTTAT CAATATCAAG
----------------- CCG TAACCCCACT AGTTGGTTAT CAATATCAAG
CGCATCTGCT GGCGTAACCG TAACCCCACT AGTTGGTTAT CAATATCAAG
CGCATCTGCT GGCGTAACCG TAACCCCACT AGTTGGTTAT CAATATCAAG

P R AR TR I RN I VRN B

110 120 130 140 150
ACAAAGCTCA CGACAAACAA CGTGAAATAT TCAAAACTCG TCAGCAACTT
ACAAAGCTCA CGACAAACAA CGTGAAATAT TCAAAACTCG TCAGCAACTT
ACAAAGCTCA CGACAAACAA CGTGAAATAT TCAAAACTCG TCAGCAACTT
----- GCTCA CGACAAACAA CGTGAAATAT TCAAAACTCG TCAGCAACTT
ACAAAGCTCA CGACAAACAA CGTGAAATAT TCAAAACTCG TCAGCAACTT
ACAAAGCTCA CGACAAACAA CGTGAAATAT TCAAAACTCG TCAGCAACTT
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Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANII I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANII I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

N T P N D

160 170 180
AATGACGCTA ACGCCAAAGC ACCAAACAAT
AATGACGCTA ACGCCAAAGC ACCAAACAAT
AATGACGCTA ACGCCAAAGC ACCAAACAAT
AATGACGCTA ACGCCAAAGC ACCAAACAAT
AATGACGCTA ACGCCAAAGC ACCAAACAAT
AATGACGCTA ACGCCAAAGC ACCAAACAAT

e

210
CCTAGAAAGT
CCTAGAAAGT
CCTAGAAAGT
CCTAGAAAGT
CCTAGAAAGT
CCTAGAAAGT
CCTAGAAAGT

T
220

GACTTATACA
GACTTATACA
GACTTATACA
GACTTATACA
GACTTATACA
GACTTATACA
GACTTATACA

N
230

CGEGTCTTGC
CGEGTCTTGC
CGEGTCTTGC
CGEGTCTTGC
CGEGTCTTGC
CGEGTCTTGC
CGEGTCTTGC

AU D R D
190 200
CCAGCAAATG GTGGOGTTGC

CCAGCAAATG GTGECGITGC
CCAGCAAATG GTGECGITGC
CCAGCAAATG GTGECGITGC
CCAGCAAATG GTGECGITGC
CCAGCAAATG GITGGECGTTGC

AU R R B

240 250
GCTAGGTGTG GAACTTACCC
GCTAGGTGTG GAACTTACCC
GCTAGGTGTG GAACTTACCC
GCTAGGTGTG GAACTTACCC
GCTAGGTGTG GAACTTACCC
GCTAGGTGTG GAACTTACCC
GCTAGGTGTG GAACTTACCC

e .

260 270
CATCTACTCA ATTCCAAGTA
CATCTACTCA ATTCCAAGTA
CATCTACTCA ATTCCAAGTA
CATCTACTCA ATTCCAAGTA
CATCTACTCA ATTCCAAGTA
CATCTACTCA ATTCCAAGTA
CATCTACTCA ATTCCAAGTA

280 290 300
GAATATGGECG TAACTGATAC TGATGCGAGA
GAATATGGECG TAACTGATAC TGATGCGAGA
GAATATGGECG TAACTGATAC TGATGCGAGA
GAATATGGECG TAACTGATAC TGATGCGAGA
GAATATGGECG TAACTGATAC TGATGCGAGA
GAATATGGECG TAACTGATAC TGATGCGAGA
GAATATGGECG TAACTGATAC TGATGCGAGA

e . .

310 320 330
GCTTCAAAAA CTTCTGCCAA TGCTCATCCT
GCTTCAAAAA CTTCTGCCAA TGCTTATCCT
GCTTCAAAAG CTTCTGCCAA TGCTTATCCT
GCTTCAAAAG CTTCTGCCAA TGCTTATCCT
GCTTCAAAAA CTTCTGCCAA TGCTCATCCT
GCTTCAAAAG CTTCTGCCAA TGCTTATCCT
GCTTCAAAAA CTTCTGCCAA TGCTCATCCT

340
AGAAACGTAT
AGAAACGTAT
AGAAACGTAT
AGAAACGTAT
AGAAACGTAT
AGAAACGTAT
AGAAACGTAT

350
TTGATGCCAA
TTGATGCCAA
TTGATGCCAA
TTGATGCCAA
TTGATGCCAA
TTGATGCCAA
TTGATGCCAA

e . .

360 370 380
AGAAGAAATC ATCTCTGGTA ACTTCCTAAT
AGAAGAAATC ATCTCTGGTA ACTTCCTAAT
AGAAGAAATC ATCTCTGGTA ACTTCCTAAT
AGAAGAAATC ATCTCTGGTA ACTTCCTAAT
AGAAGAAATC ATCTCTGGTA ACTTCCTAAT
AGAAGAAATC ATCTCTGGTA ACTTCCTAAT
AGAAGAAATC ATCTCTGGTA ACTTCCTAAT

AU R R B
390 400
CGGCACTGAG CAATTCTCAG
CGGCACTGAG CAATTCTCAG
CGGCACTGAG CAATTCTCAG
CGGCACTGAG CAATTCTCAG
CGGCACTGAG CAATTCTCAG
CGGCACTGAG CAATTCTCAG

CGGCACTGAG CAATTCTCAG
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Epp63
CANII I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANII I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANII I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

e

410
GCTACACTAA
GCTACACTAA
GCTACACTAA
GCTACACTAA
GCTACACTAA
GCTACACTAA
GCTACACTAA

e
460
GCCAAATATA

420 430

CAATAAGITC AAGCCTTATG TGCTTATCGG TGCAGGTCAA
CAATAAGITC AAGCCTTATG TGCTTATCGG TGCAGGTCAA
CAATAAGITC AAGCCTTATG TGCTTATCGG TGCAGGTCAA
CAATAAGITC AAGCCTTATG TGCTTATCGG TGCAGGTCAA
CAATAAGITC AAGCCTTATG TGCTTATCGG TGCAGGTCAA
CAATAAGITC AAGCCTTATG TGCTTATCGG TGCAGGTCAA
CAATAAGITC AAGCCTTATG TGCTTATCGG TGCAGGTCAA

o]
AAGTAGAAA

- - CCGTGAAC

470 480

o]
AACTTC- GTG ATGGTACTCC

GCCAAATATA AAGTAGAAAG - - CCGTGAAC AACTTC- GTG ATGGTACTCC
GCTAAATATA AAGTAGAAAG - - CCGTGAAC AACTTC- GTG ATGGTACTCC

GCTAAATATA

AAGTAGAAAG - - CCGTGAAC

AACTTC- GTG ATGGTATTCC

GCCAAATATA AAGTAGAAAA GCCTGTGAAC AACTTCTGIG ATGGTACTCC
GCTAAATATA AAGTAGAAAG - - CCGTGAAC AACTTC- GTG ATGGTACTCC
GCCAAATATA AAGTAGAAAG - - CCGTGAAC AACTTC- GTG ATGGTACTCC

e

510
AG- CTGGCAT
AG- CTGGCAT
AG CTGGCAT
AG- CTGGCAT
AGGCTGGCAT
AG- CTGGCAT
AG- CTGGCAT

G GICTAGGT
G GICTAGGT
G GICTAGGT
G GICTAGGT
GAGTCTAGGT
G GICTAGGT
G GICTAGGT

e

610
G CGAAGC- T
G CGAAGC- T
G CGAAGC- T
G CGAAGC- T
GTCGAAGCCT
G CGAAGC- T
G CGAAGC- T

560

AG AAGTATC TGA- GTCAAA
AG- AAGTATC TGA- GTCAAA
AG AAGTATC TGA- GTCAAA
AG- AAGTATC TGA- GTCAAA
AGGAAGTATC TGAAGTCAAA
AG- AAGTATC TGA- GTCAAA
AG- AAGTATC TGA- GTCAAA

520 530

570 580
GCTCG TTAC CTAATCAACG ACG- CTCTA-
GCTCG TTAC CTAATCAACG ACG CTCTA-
GCTCG TTAC CTAATCAACG ACG- CTCTA-
GCTCG TTAC CTAATCAACG ACG CTCTAA GCTCTACGIG
GCTCGATTAC CTAATCAACG ACGGCTCTAG CGTCTACGIG
GCTCG TTAC CTAATCAACG ACG- CTCTA-
GCTCG TTAC CTAATCAACG ACG- CTCTA-

620 630

AGACACCATC GG TAACCTA
AGACACCATC GG TAACCTA
AGACACCATC GG TAACCTA
AGACACCATC GG TAACCTA
AGACACCATC GGGTAACCTA
AGACACCATC GG TAACCTA
AGACACCATC GG TAACCTA

GCTCTACGIG

AU D R
640

440 450

490 500

540 550

590 600
GCTCTACGTG
GCTCTACGTG

GCTCTACGIG
GCTCTACGIG

o
650

CGICCCG TT
CGIGCCG TT
CGICCCG TT
CGITCCG TT
CGIGCCCGTT
CGIGCCG TT
CGIGCCG TT

CACAACTTTG ACAACGCATG GTGGGAAGGT
CACAACTTTG ACAACCCATG GTGGGAAGGT
CACAACTTTG ACAACGCATG GTGGGAAGGT
CACAACTTTG ACAACCCATG GTGGGAAGGT
CACAACTTTG ACAACGCATG GTGGGAAGGT
CACAACTTTG ACAACGCATG GTGGGAAGGT
CACAACTTTG ACAACGCATG GTGGGAAGGT
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Epp63
CANII I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

N T P N D

660 670 680
CAAGCCCTAG CAGGTCTTGA AGTGACTCTA
CAAGCCCTAG CAGGTCTTGA AGTGACTCTA
CAAGCCCTAG CAGGTCTTGA AGTGACTCTA
CAAGCCCTAG CAGGTCTTGA AGTGACTCTA
CAAGCCCTAG CAGGTCTTGA AGTGACTCTA
CAAGCCCTAG CAGGTCTTGA AGTGACTCTA
CAAGCCCTAG CAGGTCTTGA AGTGACTCTA

GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT
GGTGGTCGTT

690

TGGCACCTAC
TGGCACCTA-

TGGCACCTAC
TGGCACCTAC
TGGCACCTAC
TGGCACCTAC
TGGCACCTAC

700

R N PR IR R IR D BV B

710 720 730 740 750
CGTACCTGTG GCACCTATTC ATGAGCC- AG TGGTTCAA- C CTGTACAAGT
CGTACCTGTG GCACCTATTC ATGAGCC- AG TGGTTCAA- C CTGTACAAGT
CGTACCTGTG GCACCTATTC ATGAGCC- AG TGGTTCAA- C CTGTACAAGT
CGTACCTGTG GCACCTATTC ATGAGCCCAG TGGTTCAATC CTGTACAAGT
CGTACCTGTG GCACCTATTC ATGAGCC- AG TGGTTCAA- C CTGTACAAGT
CGTACCTGTG GCACCTATTC ATGAGCC- AG TGGTTCAA- C CTGTACAAGT

A T RN IR D I D B B

760 770 780 790 800
AC- AAGTTGT TGAAGAGC- A GTTCATC- GA CAGT- GATGG TGATGGTGIT
AC- AAGTTGT TGAAGAGC- A GTTCATC- GA CAGT- GATGG TGATGGTGIT
AC- AAGTTGT TGAAGAGC- A GTTCATC- GA CAGT- GATGG TGATGGTGIT
ACTAAGTTGT TGAAGAGCCA GTTCATCTGA CAGTAGATGG TGAT-- - - - -
AC- AAGTTGT TGAAGAGC- A GTTCATC- GA CAGT- GATGG TGATGGTGTT
AC- AAGTTGT TGAAGAGC- A GTTCATC- GA CAGT- GATGG TGATGGTGTT

R R R R D RN I VR B
810 820 830 840 850
GCTGACCATC TAGACCTATG CCCAAATACT CCA- CGCAAC GITGTGGTTG

GCTGACCATC TAGACCTATG CCCAAATACT CCA- CGCAAC GITGIGGTTG
GCTGACCATC TAGACCTATG CCCAAATACT CCAGCGCAAC GITGIGGTTG
GCTGACCATC TAGACCTATG CCCAAATACT CCA- CGCAAC GITGIGGTTG
GCTGACCATC TAGACCTATG CCCAAATACT CCA- CGCAAC GITGIGGTTG

A T RN IR D I D B B
860 870 880 890 900
ATGCTAATGG TTGCCCAGTT GAGACTGCGG TACAAGAAGA CCTACGCATG

ATGCTAATGG TTGCCCAGIT GAGACTGCGG TACAAGAAGA CCTACGCATG
ATGCTAATGG TTGCCCAGIT GAGACTGCGG TACAAGAAGA CCTACGCATG

ATGCTAATGG TTGCCCAGIT GAGACTGCGG TACAAGAAGA CCTACGCATG
ATGCTAATGG TTGCCCAGIT GAGACTGCGG TACAAGAAGA CCTACGCATG
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910 1920 930 940 950

Epp63 GAACTTCGTG TATTCTTTGA CCGTGACAAG TCAAACATCA AACCACAGTT
o) T = e
EV345 GAACTTCGTG TATTCTTTGA CCGTGACAAG TCAAACATCA AACCACAGTT
LC190 GAACTTCGTG TATTCTTTGA CCGTGACAAG TCAAAG- - -+ ------=---
BAAL259 s omeeee oo oo i oo
3A8 GAACTTCGTG TATTCTTTGA CCGTGACAAG TCAAACATCA AACCACAGTT

Epp63sec. p GAACTTCGIG TATTCTTTGA CCGTGACAAG TCAAACATCA AACCACAGIT

960 970 980 990 1000

Epp63 COGTGAAGAG GTTGCTAAAG TTGCTGACAA GATGOGTGAG TTCCCGAACG
o T =
EV345 COGTGAAGAG GTTG - === === mmmmmem cmmmeomcan comeooos
1K =
BAAL25Q s -me-mon omemeee eeoeai iaioiao i
3A8 CCGTGAAGAG GTTGCTAAAG TTGCTGACAA GATGOGTGAG TTCCCGAACG

Epp63sec. p CCGTGAAGAG GITGCTAAAG TTGCTGACAA GATGCGTGAG TTCCCGAACG

1010 1020 1030 1040 1050

Epp63 CAACTGCTGC CATCGAAGGT CACGCTTCTA AAc - - - mme mmmmmee oo -
oy IR =
EVB45 e emeeee oo oo o oo
K e
Y 721 N
3A8 CAACTGCTGC CATCGAAGGT CACGCTTCTA AAGACAGCAA GCGTTCAAGT

Epp63sec. p CAACTGCTGC CATCGAAGGT CACGCTTCTA AAGACAGCAA GCGITCAAGT

(o] o1 1 e R T
10 I = S R R R T
EV345 i oot e e e s e e
LC190 = --ee--meen mmemmeemee mmemeeees mmeeeceees mmeeoee-a-
BAAL259 - - i oo e i e e
3A8 GCTAAGTACA ACCAACGCCT ATCTGAAGCT CGIGCAAACG CTGTGAAGTC
Epp63sec. p GCTAAGTACA ACCAACGCCT ATCTGAAGCT CGIGCAAACG CTGTGAAGTC

N P DR B D R DR B D
1110 1120 1130 1140 1150

(o] o1 1 e R T
10 I = S Rt R R LR
EV345 i e e e e oee e e
LC190 = m-eem-meen mmemmeemee mmemeeees mmeeeceees mee-oee-a-
BAA1259 = s-ee--mecn mmemeeeiee mmemeieen mmeecceeen eeeeeee-a-
3A8 TATGCTATCT AACGAGTTCG GTATCGCTCC TAACCGTATC TCTGCGGTAG
Epp63sec.p  TATGCTATCT AACGAGTTCG GIATCGCTCC TAACCGTATC TCTGCGGTAG

1160 1170 1180 1190 1200
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Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANIII B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

Epp63
CANII'I B
EV345
LC190
BAA1259
3A8
Epp63sec. p

GITATGECTT TGACCGTCCT GTAGCACCTA ACGACACTGC TGAAAACAAA
GITATGECTT TGACCGTCCT GTAGCACCTA ACGACACTGC TGAAAACAAA

N T R DR I DR R DR
1210 1220 1230 1240 1250

GCACTTAACC GCCGTIGITTA TGCAGTTATC CAAGGTAACA AGGTAACTAA
GCACTTAACC GCCGIGITTA TGCAGTTATC CAAGGTAACA AGGTAACTAA

CGTTGTAGAA ACCAAATAA
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Anexo 2:

Analisis de las secuencias obtenidas de los fragmentos de interés amplificados con los
pares de primers Draft2 y OMPCD_Int. Se muestra la homologia de cada secuencia editada en
BioEdit con la PME-CD de M. catarrhalis a través de la herramienta BLASTn y BLASTx.

Primers Draft2

Epp63
(m. Numero de
bovis) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 97% 1,00E-72 66% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 85% 6,00E-70 66% AB725648.1
BLASTN M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc36 85% 6,00E-70 66% AB725640.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc91 85% 3,00E-68 66% AB725644.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc52 85% 9,00E-68 66% AB725643.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17487.1
BLASTx proteina de membrana externa CD, parcial (M. 1,00E-
catarrhalis) 95% 115 57% BAM17491.1
5,00E-
proteina de membrana externa CD (M. catarrhalis) 95% 115 56% ABK88265.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 7,00E-
catarrhalis) 95% 115 55% BAM17493.1




EV345

(m. Numero de
bovis) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 90% 4,00E-59 67% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mcl116 77% 1,00E-59 69% AB725646.1
BLASTN M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc138 90% 2,00E-57 67% AB725649.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 77% 2,00E-57 69% AB725648.1
proteina de membrana externa CD, parcial CDS (M.
catarrhalis), cepa Mc91 77% 2,00E-57 69% AB725644.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17487.1
BLASTx proteina de membrana externa CD, parcial (M. 1,00E-
catarrhalis) 95% 115 57% BAM17491.1
5,00E-
proteina de membrana externa CD (M. catarrhalis) 95% 115 56% ABK88265.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 7,00E-
catarrhalis) 95% 115 55% BAM17493.1
Lc190
(m. Numero de
bovis) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 78% 6,00E-57 69% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mcl116 61% 6,00E-57 69% AB725646.1
BLASTh M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 78% 7,00E-56 69% AB725648.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc91 78% 7,00E-56 69% AB725644.1
proteina de membrana externa CD, parcial CDS (M.
catarrhalis), cepa Mc36 78% 7,00E-56 69% AB725640.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 98% 3,00E-67 54% BAM17487.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 98% 5,00E-67 54% BAM17491.1
BLASTx proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 98% 9,00E-67 54% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 98% 6,00E-66 54% BAM17492.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 98% 7,00E-66 54% BAM17493.1
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BAA1259

(m. Numero de
bovoculi) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc46 90% 4,00E-59 67% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 77% 1,00E-59 69% AB725646.1
BLASTN M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mcl116 90% 2,00E-57 67% AB725649.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 77% 2,00E-57 69% AB725648.1
proteina de membrana externa CD, parcial CDS (M.
catarrhalis), cepa Mc138 77% 2,00E-57 69% AB725644.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17487.1
BLASTx proteina de membrana externa CD, parcial (M. 1,00E-
catarrhalis) 95% 115 57% BAM17491.1
5,00E-
proteina de membrana externa CD (M. catarrhalis) 95% 115 56% ABK88265.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 7,00E-
catarrhalis) 95% 115 55% BAM17493.1
3A8 (V. Numero de
bovoculi) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial 3,00E-
CDS, cepa Mc103 97% 113 67% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial 1,00E-
CDS, cepa Mc52 87% 110 68% AB725643.1
BLASTN M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial 6,00E-
CDS, cepa Mc166 87% 109 67% AB725648.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial 6,00E-
CDS, cepa Mc36 87% 109 67% AB725640.1
proteina de membrana externa CD, parcial CDS (M. 8,00E-
catarrhalis), cepa Mc144 87% 108 68% AB725645.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 4,00E-
catarrhalis) 96% 163 62% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 6,00E-
catarrhalis) 96% 163 62% BAM17487.1
BLASTX ) . 1,00E-
proteina de membrana externa CD (M. catarrhalis) 96% 162 62% BAM17491.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 6,00E-
catarrhalis) 96% 162 61% ABK88265.1
1,00E- WP
proteina de membrana externa CD (M. catarrhalis) 96% 161 61% 003665470.1
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Primers OMP_Int

Epp63
(M. Numero de
bovis) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mcl116 100% 2,00E-39 68% AB725646.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 100% 1,00E-37 68% AB725648.1
BLASTN M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 100% 1,00E-37 68% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc91 100% 1,00E-37 68% AB725644.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc36 100% 1,00E-37 68% AB725640.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 100% 4,00E-56 64% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 100% 4,00E-56 64% BAM17493.1
BLASTx proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 100% 5,00E-56 64% BAM17492.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 100% 5,00E-56 64% BAM17486.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 100% 6,00E-56 64% BAM17490.1
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Lc190

(M. Numero de
bovis) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 90% 4,00E-59 67% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mcl116 77% 1,00E-59 69% AB725646.1
BLASTN M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc138 90% 2,00E-57 67% AB725649.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 77% 2,00E-57 69% AB725648.1
proteina de membrana externa CD, parcial CDS (M.
catarrhalis), cepa Mc91 77% 2,00E-57 69% AB725644.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 3,00E-
catarrhalis) 95% 116 57% BAM17487.1
BLASTx proteina de membrana externa CD, parcial (M. 1,00E-
catarrhalis) 95% 115 57% BAM17491.1.3
5,00E-
proteina de membrana externa CD (M. catarrhalis) 95% 115 56% ABK88265.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M. 7,00E-
catarrhalis) 95% 115 55% BAM17493.1
CANIIIB
(M. Numero de
bovis) Descripcion Cobertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 88% 4,00E-23 69% AB725641.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc142 88% 2,00E-21 68% AB725650.1
BLASTh M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc138 88% 2,00E-21 69% AB725649.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 88% 2,00E-21 68% AB725648.1
proteina de membrana externa CD, parcial CDS (M.
catarrhalis), cepa Mc103 88% 2,00E-21 68% AB725647.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 99% 6,00E-33 54% BAM17492.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 99% 8,00E-33 54% BAM17486.1
BLASTx proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 99% 8,00E-33 54% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 99% 8,00E-33 54% BAM17193.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 99% 9,00E-33 54% BAM17490.1
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3A8 (M. Numero de
bovoculi) Descripcion Covertura | Evalue | Identidad Acceso
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc103 89% 6,00E-41 68% AB725647.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mcl116 89% 6,00E-41 68% AB725646.1
BLASTN M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc166 89% 3,00E-39 68% AB725648.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc91 89% 3,00E-39 67% AB725644.1
M. catarrhalis, proteina de membrana externa CD, parcial
CDS, cepa Mc46 89% 3,00E-39 69% AB725641.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 86% 2,00E-50 62% BAM17488.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 86% 2,00E-50 62% BAM17492.1
BLASTX proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 86% 2,00E-50 62% BAM17486.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 86% 2,00E-50 62% BAM17493.1
proteina de membrana externa CD, parcial (M.
catarrhalis) 86% 2,00E-50 62% BAM17490.1
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