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RESUMEN

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es una enfermedad ocular grave que
afecta frecuentemente al ganado y que tiene un impacto econdmico significativo
mundialmente. Los agentes etioldgicos asociados a la QIB son principalmente Moraxella bovis
y Moraxella bovoculi. El problema sanitario originado por la QIB ha llevado a procurar
desarrollar vacunas efectivas para prevenir la enfermedad. Las fimbrias son los factores de
virulencia mas estudiados de Moraxella spp. Existen dos tipos funcionalmente distintos de
fimbrias en M. bovis, denominados | y Q como resultado de la inversiéon de un segmento de
ADN por mecanismos de recombinaciéon especifica de sitio, lo que genera una gran
heterogeneidad antigénica. Sin embargo, esto no se ha observado en M. bovoculi, ya que
carece de mecanismos de cambio de fase. A su vez, 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. PME-CD ha exhibido potencial como
antigeno protector en especies relacionadas como Moraxella catharralis, y recientemente se

observo su presencia, expresion y reactividad con anticuerpos en M. bovis y M. bovoculi.

Los objetivos de este trabajo consistieron, en primer lugar, en analizar la base genética
de la sintesis de fimbrias en base a PCR, secuenciacidn y posterior analisis bioinformatico de
una coleccion de aislamientos clinicos de M. bovis. Ademas se incluyé la secuenciacion
gendmica de una cepa de M. bovis y una de M. bovoculi centrandonos en el analisis de los
genes fimbriales. También se evalud la inmunogenicidad de PME-CD recombinante de M.
bovis. Para ello se inmunizaron animales de laboratorio y se analizd la respuesta de
anticuerpos en los sueros y lavados bronqueoalveolares (BAL) obtenidos. Se determinaron

también los niveles de citoquinas en los BAL.

Los resultados mostraron una alta diversidad intraespecifica entre las secuencias
obtenidas de fimbrias. Se observd, ademas, que en un mismo cultivo pueden estar presentes
simultdneamante poblaciones con ambas conformaciones de expresion de fimbrias. Esto
pondria en revisidon el uso de estos antigenos en vacunas contra la QIB. Por otro lado, los
ensayos en modelos experimentales permitieron demostrar que PME-CD administrada por la
via intranasal indujo niveles significativamente altos de IgA e IL-4 en los BAL. Estos resultados
alientan a continuar el estudio de esta PME como posible candidata para la formulacién de

vacunas contra la QIB.



ANTECEDENTES

LA GANADERIA EN URUGUAY

La ganaderia constituye una de las actividades econdmicas mas importantes en
Uruguay. Durante el afo 2017 se faenaron 1.211.644 vacunos en establecimientos habilitados
a nivel nacional, correspondiendo un 50 % a vacas y un 48 % a novillos. En ese mismo afio, las
exportaciones de carnes, menudencias, productos carnicos y subproductos, sumaron 1864
millones de ddlares. Los ingresos obtenidos por carne vacuna representaron un 84 % del total
embarcado en el sector carnico (INAC, 2017). Estas caracteristicas muestran a la ganaderia
como una actividad clave para el desarrollo nacional, tanto por su aporte a la economia, como

por el aprovechamiento del territorio.

Las enfermedades del ganado constituyen uno de los principales obstaculos para su
explotacién eficiente. Entre las enfermedades que afectan al ganado bovino y limitan sus
rendimientos se encuentra la queratoconjuntivitis infecciosa bovina (Lorenz et al., 2011;

Kolenda et al., 2015; Angelos 2015; Murray et al., 2016).

QUERATOCONIJUNTIVITIS INFECCIOSA BOVINA (QIB)

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es una enfermedad ocular grave que
afecta frecuentemente al ganado y que tiene un impacto econdmico significativo
mundialmente (Baptista et al., 1979). El principal agente etioldgico de la QIB es Moraxella
bovis (Henson et al., 1960). Esta enfermedad es altamente contagiosa vy si bien afecta animales
jévenes puede manifestarse en todas las categorias de bovinos (Punch et al., 1985). Aunque la
QIB es rara vez mortal, genera pérdidas econdmicas asociadas a la disminucién de la visidn,
pérdida de peso, disminucion de la produccién de leche, retrasos en el crecimiento, aumento
de los costos de tratamiento, demanda de mano de obra y descuentos en el mercado debido a

las lesiones del ojo y la ceguera (Thrift et al., 1974; Slatter et al., 1982: Pugh et al., 1970).

Esta enfermedad estd ampliamente presente en Uruguay, aunque no existen registros
precisos de las pérdidas econdmicas que causa. Como ejemplo, en Australia se estima que se
pierden mas de 22 millones de ddlares anuales debido a la reduccién de la produccion
asociada a QIB, con 1,5 millones de ddlares que se gastan en el tratamiento (Brown et al.,
1998). En EEUU, mas de 10 millones de bovinos son afectados por QIB anualmente, con una

pérdida econémica estimada de mas de SUS 150 millones (Hansen, 2001).



Sintomas asociados a la QIB

Los indicios tempranos de la QIB estan dados por la presencia de lagrimeo, una ligera
fotofobia y blefaroespasmo. A medida que la QIB progresa, pudiendo ser a las 24-48 hs, se
desarrollan otros signos clinicos, que incluyen mayor opacidad corneal y empeoramiento del
blefaroespasmo, fotofobia y lagrimeo excesivo. En los casos mas graves, incluso puede
producirse una ruptura de la cérnea, lo que puede conducir a ceguera permanente (Angelos,
2015). La QIB pude estar presente en uno o ambos ojos, si ambos estan involucrados, el animal
puede dudar en moverse (Punch et al., 1985; Postma et al., 2008). Algunos animales se
recuperan espontadneamente, la Ulcera se epiteliza, y se reduce por regeneracidon estromal,
dejando una cicatriz; mientras que en otros el proceso se vuelve crénico, y la opacidad tarda
de 1 a 2 meses en resolverse (Postma et al., 2008). En otros casos los animales logran

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

Transmision y factores predisponentes

QIB es una enfermedad altamente multifactorial, la virulencia de M. bovis esta
influenciada por los factores ambientales y el huésped. M. bovis puede ser
transmitida tanto por las personas que manejan los animales o por contacto directo de animal
a animal a través de descargas nasales y oculares de animales infectados, asi como contacto
con fomites, y mas comunmente por vectores como es la mosca de la cara (Musca

autumnalis).

Los factores mas importantes que estan involucrados en la patogenicidad de la
enfermedad incluyen caracteristicas del bovino como la raza y edad, sistema inmune, grado de
pigmentacién en los ojos, estado de estrés. Ademas, también influyen los factores ambientales
como es la exposicion a la luz ultravioleta, las condiciones climaticas, época del afio, viento,
polvo y las condiciones de las pasturas. Los factores bioldgicos también cumplen un papel
determinante en la patogenicidad, asi como son patdgenos concurrentes, agentes etioldgicos y
el ciclo de vida de la mosca (Snowder et al., 2005; Baptista, 1979). Ademads, influyen los
factores de manejo como pastorear cerca de los margenes del campo, las espinas, el alambre
de puas y los tallos secos de hierba que también pueden ejercer traumas fisicos que ayudan a

los patdgenos a penetrar la cérnea (Alexander, 2010; Glass & Gerhardt, 1982). Si bien, la QIB



puede ocurrir durante cualquier época del afio, su prevalencia aumenta en los meses de
primavera y verano cuando los valores de radiacién ultravioleta (UV) son altos (Smith et al.,,
1990; Hughes & Pugh, 1970). Se han observado brotes grandes en invierno cuando el ganado

se encuentra confinado en establos cerrados o en engorde intensivo.

En Uruguay la produccién pecuaria tradicionalmente ha sido de tipo extensiva, sin
embargo recientemente se ha llevado a que se tienda a la intensificacidon de los sistemas de
engorde a corral (feedlot) en diferentes zonas y épocas del afio. Si bien los sistemas intensivos
pueden mejorar la eficiencia productiva complementando las situaciones deficitarias, el estrés
y la elevada concentracidn de animales pueden favorecer la difusion de enfermedades

infectocontagiosas mas rapidamente que en sistemas extensivos tradicionales.

La mosca de la cara es el vector mas importante y se ha determinado que puede portar
en sus patas M. bovis durante 3 dias (Steve & Lilly, 1965) y durante 2 dias puede permanecer
en su tracto alimentario (Glass & Gerhardt, 1982). La mosca puede captar a M. bovis y
transmitirla a un animal vecino. Las moscas causan irritacién y lesiones en el ojo bovino, y
como consecuencia producen un aumento del lagrimeo provocando la permanencia de la

enfermedad (Brown et al., 1998; Alexander, 2010; Hilton, 2002).

Existen variaciones entre la prevalencia de la enfermedad y raza afectada. La QIB
puede afectar todas las razas, aunque se ha reportado una mayor incidencia de la enfermedad
en razas que presentan la piel periocular de color claro, como es Hereford o cruzas de
Hereford (Angelos, 2015), posicionando a esta raza como la mas susceptible a QIB (Webber &
Selby, 1981b). A su vez, los terneros nacidos de razas adaptadas tropicalmente tienen una
menor incidencia de QIB comparados con algunos tipos de pura sangre y mestizos (Snowder et

al., 2005).

Las categorias de ganado mayores parecen menos susceptibles a la infeccién ocular
por Moraxella (4.5-19,4 %) en comparacion con la susceptibilidad de bovinos menores de 2
afios (10-62,5 %). Con respecto al género, no se ha determinado definitivamente la
preferencia, aunque se ha informado una mayor prevalencia en los machos (Slatter et al.,

1982).



Agentes etioldgicos

M. bovis

M. bovis (Allen, 1919) es un cocobacilo Gram negativo, que pertenece a la familia
Moraxellaceae, en la clase Proteobacteria (Pettersson et al., 1998; Rosseau et al., 1991;
Alexander, 2010; Baptista, 1979). Es un microorganismo no movil, no fermenta carbohidratos
ni reduce nitratos, es oxidasa y catalasa positiva. Es un patégeno oportunista encontrado en la
conjuntiva y en las secreciones nasales de bovinos que carecen de sintomas o historia clinica
de infeccion ocular (Pugh & McDonald., 1986). Durante décadas se consideré a M. bovis como
el principal agente etiolégico de QIB (Henson et al., 1960; Hughes & Pugh., 1965). Mas
recientemente, en 2007 se identificé 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). Poco tiempo después fue también identificada en Brasil por
Libardoni et al. (2012) y en Uruguay por Sosa & Zunino (2012). Ademas de M. bovis y M.
bovoculi, se ha establecido la existencia de otra especie perteneciente al género Moraxella
spp. como Moraxella ovis (anteriormente denominada Branhamella ovis), también asociada 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

M. bovoculi es un coco Gram negativo recientemente descrito que se aislé por primera
vez de los ojos de terneros con QIB durante el verano del 2002 en el norte de Carolina en
EEUU. Estas bacterias no identificadas se estudiaron genotipica y fenotipicamente, lo que
permitié incluirlas en una nueva especie la que se denomind M. bovoculi. Las secuencias del
ADNr 16S de estas 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 spp. se deben analizar las secuencias de los genes
ribosomales (Angelos et al., 2007c). En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se
estudio la relacidon 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 (Sosa & Zunino, 2012). Esto es también
propuesto por Angelos (2010a) con respecto a EEUU. Sin embargo, hay autores que cuestionan
la patogenicidad de M. bovoculi considerando que es poco probable que M. bovoculi sea el
causante de QIB ya que solo no podria desencadenar las lesiones corneales observadas
durante la QIB. M. bovoculi puede ser un patégeno invasor secundario en lesiones de QIB que
crecen facilmente en ojos dafiados. Esto tiene implicaciones en el disefio de programas de
control de QIB, que frecuentemente incorporan vacunas autdgenas contra M. bovoculi. Dado
que la combinacién de las vacunas no son eficaces y que M. bovoculi no seria el agente causal,

sugieren que su uso puede no estar garantizado (Gould et al., 2013; O’Connor 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 expresién de fimbrias (o también llamadas pili),
lipopolisacdridos (LPS), fosfolipasa B, proteinas de membrana externa (PME), sistemas de
adquisicion de hierro, enzimas proteoliticas asi como una hemolisina (Farn et al., 2001; Yu &
Schryvers 2002; Postma et al., 2008). Con respecto a M. bovoculi no existen muchos estudios
que vinculen factores de virulencia y patogenicidad. Hasta el momento se han realizado
relativamente pocos estudios acerca de factores de virulencia de Moraxella spp. y el desarrollo

de QIB

Citotoxina

Diversos autores han propuesto que en la patogénesis de M. bovis también participa
una exotoxina con propiedades de hemdlisis calcio dependiente, corneotdxicas y leucotdxicas.
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 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 RTX C, By D de M. bovis, que

juntos forman un clasico operdn RTX, designado mbx. Ademas de los genes RTX identificados
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en M. bovis, se encontré aguas arriba del operon rtx, el gen tolC, codificante de la proteina
TolC que es necesaria para la secrecidon de la toxina RTX. Los operones RTX completos se
identificaron en M. bovoculiy en M. ovis; en M. bovoculi el operdn se denomind mbv, mientras

que en M. ovis el operdén se denominé mov (Angelos et al., 2007b).

Existe una correlacién 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 patdgenas para el bovino (Postma, 2008). La citotoxina de M.
bovis estad conservada geograficamente entre los aislamientos de M. bovis. Por lo tanto, las
vacunas contra QIB que tienen MbxA como antigeno podrian ofrecer proteccién geografica
contra diversas cepas de M. bovis (Angelos, 2007e). Sin embargo, se han realizado diferentes
estudios utilizando la citotoxina en forma recombinante pero aun son necesarios estudios

adicionales para determinar si estas vacunas pueden prevenir la enfermedad.

Fimbrias tipo IV

La adhesion bacteriana a la superficie epitelial es considerada uno de los mecanismos
de patogenicidad mas importantes y estaria frecuentemente asociada con la presencia de
fimbrias en la superficie celular (Reid & Sobel., 1987). Las fimbrias, son apéndices bacterianos
gue cubren el exterior tanto de bacterias Gram negativas como Gram positivas, son de
pequefio tamafio (7 a 20 KDa), tienen diversas longitudes, didmetros (2 a 8 nm) y consisten de
subunidades repetidas de polipéptidos con una adhesina en el extremo (Giltner et al., 2012;
Proft & Baker, 2009). Los genes fimbriales que codifican para las subunidades proteicas que
conforman la fimbria se agrupan en operones que varian en extension y complejidad y pueden

tener una localizacién cromosémica o plasmidica (Low et al., 1996).

Las fimbrias de M. bovis son los factores de virulencia mds estudiados, ya que
mediarian la adhesidn a la superficie corneal bovina, 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 se clasifican como fimbrias tipo IV y se caracterizan por tener como primer
aminodacido un N-metilfenilalanina y una region conservada en su extremo N-terminal
(Dalrymple & Mattick., 1987; Elleman, 1988; Hermodson et al., 1978). Otras bacterias también
poseen este tipo de fimbrias como Moraxella nonliquefaciens, Moraxella lacunata, Bacteroides
nodosus, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, y Neisseria meningitidis (Dalrympl

& Mattick., 1987; Fulk et al., 1990; Marrs et al., 1990). Las fimbrias tipo IV poseen
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multifuncionalidad, entre las cuales se destaca la mediacidon de la adherencia a las células
eucariotas y la colonizacidn al huésped. Ademas, estan asociadas a la agregacion bacteriana, la
formacién de biofilm, la evasidén del sistema inmune, la conexién y la asimilacion de ADN y al
movimiento bacteriano llamados twitching (Pelicic, 2008). Se ha sugerido que las fimbrias tipo
IV de M. bovis, como ocurre con otras fimbrias tipo IV de muchas bacterias Gram negativas,
pueden ser modificadas después de la traduccién a través de la glicosilacién, pudiendo
enmascarar epitopes y evitar su reconocimiento por el sistema inmune del huésped durante la

infeccidén (Craig & Li, 2008; Bosch et al., 2010).

Type four pili Q (TfpQ) y Type four pili | (Tfpl) de M. bovis

A partir de andlisis moleculares se ha demostrado que M. bovis tiene la capacidad de
expresar dos tipos de fimbrias, funcionalmente diferentes, denominados type four pili | (Tfpl)
de 20KDa vy type four pili Q (TfpQ) de 17KDa como resultado de la inversidon de un segmento de
ADN de 2,1 kb por mecanismos de recombinacién especifica de sitio, dando lugar a un
mecanismo de variacidn de fase. Por lo tanto ambos genes fimbriales estan contenidos en una
region de ADN pero en sentido contrario uno en relacién al otro, de manera que uno de ellos
se exprese y el otro no (Fig. 1). Existe un mecanismo oscilante de reordenamiento
cromosomico que limita la expresion de un tipo de fimbria en beneficio del otro tipo, pues sélo
un promotor estad presente. Este reordenamiento ocurre por medio de un evento de inversion
de la regién de ADN, determinando cual serd la proteina fimbrial expresada, TfpQ ¢ Tfpl,
siendo este proceso reversible (Marrs et al., 1988). Dentro de esa region de 2,1 Kb de ADN se
encuentran 2 genes mas, inicialmente llamados ORF-1 (open reading frame) y ORF-2.
Posteriormente se los denomind tfpB (ORF-1), cuya funcién permanece desconocida y estd
localizado dentro de la region que recombina, y por otro lado, piv (ORF-2) que codifica la
recombinasa o invertasa y es responsable de la inversion de esta region de ADN (Fig. 1) (Fulks

et al., 1990).
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Figura 1. Representacion esquematica del locus fimbrial de M. bovis. A:
Representacién de la inversién de ADN resultando en dos posibles conformaciones
fimbriales de expresién Q 6 |, se muestra el promotor P en el extremo 5°, gen tfpB
en el medio de los dos genes fimbriales, el gen piv que codifica la recombinasa y los
dos sitios de recombinacion. B: Representacion de las dos conformaciones posibles
a causa de la recombinacidn. En la imagen de arriba se encuentra en conformacién
de expresidon de tfpQ, siendo el pseudogen tfp/, y en la imagen de abajo se
encuentra en conformacion de expresion de tfpl, siendo el pseudogen tfpQ.

Los genes tfpQ, tfpl y piv de M. bovis no estan coordinadamente regulados, pues
mientras los genes tfpQ y tfpl dependen del factor 654 para la transcripcion, el gen piv esta
regulado por el factor 670. Por lo tanto, la expresidn de las fimbrias de M. bovis es controlada
tanto por un sistema especifico de inversién del ADN local, que determina qué gen sera
transcrito (tfpQ 6 tfpl), como también por un sistema regulador que controla el inicio de la
transcripcién (Heinrich & Glasgow, 1997). La fimbria TfpQ favoreceria la adhesion inicial del
agente al tejido corneal bovino mientras que la tipo Tfpl promoveria la persistencia local y el
mantenimiento de la infecciéon (Postma et al., 2008). Se ha propuesto que cepas de M. bovis
que expresan fimbrias de tipo TfpQ serian mas eficientes en establecer la infeccién y por lo
tanto serian mas patogénicas que las cepas que expresan fimbrias de tipo Tfpl (Ruehl et al.,

1988, Ruehl et al., 1993).
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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 spp. determinados en base a antigenos fimbriales lo que genera una
marcada diversidad antigénica entre cepas de estos patdgenos e incorpora dificultades a la
formulacién de vacunas en base a ellos (Moore & Lepper, 1991; Atwell et al., 1994). Por otro
lado, se ha encontrado que las fimbrias de M. bovis son buenos inmundgenos aunque
producen proteccion sélo contra el desafio con una cepa homoéloga (Lehr et al., 1985; Lepper

et al., 1987).

Proteinas de membrana externa (PME)

La pared de las bacterias Gram negativas es muy compleja y consiste en una
membrana doble separada por un espacio peripldsmico que actla como una barrera de
permeabilidad y protege contra el estrés ambiental, por ejemplo, la presencia de antibidticos.
La parte externa de estas dos membranas, denominada membrana externa, entra en contacto
directo con el exterior y es esencial para la viabilidad de las células bacterianas. Las proteinas
en esta membrana son vitales en el mantenimiento de la homeostasis celular, lo que permite
la excrecién de sustancias tdxicas, como los antibioticos, y la absorcidn de nutrientes. Las PME
también desempefian papeles clave en la patogénesis microbiana, la virulencia y la resistencia
a multiples farmacos, asi como en la mediacién de muchos de los procesos letales
responsables de la infeccidn y la progresion de la enfermedad (Jevees et al., 2015; Sun et al.,
2013). Ademas presentan también un rol esencial en la adaptacién 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. Las porinas de varias
bacterias Gram negativas tienen un papel fundamental en la interaccion huésped-patégeno,
provocando diversas actividades proinflamatorias bioldgicas y respuesta inmune. De hecho, las
porinas presentan una actividad bioldgica intrinseca cuando interaccionan con las células
eucariotas, pero también se comportan como antigenos estimulando la respuesta inmune
(Galdiero et al., 2012). Un evento clave que se produce temprano en la patogénesis de
Moraxella spp. es la adhesidon a la superficie, conduciendo a la colonizacidn. Las proteinas

afimbriales de adherencia (adhesinas), son cruciales para este proceso ya que median la unién
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de las bacterias a las células huésped (St Geme, 1997; Gerlach & Hensel, 2007). 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).

PME-CD

La PME-CD ha sido estudiada fundamentalmente en Moraxella catarrhalis y posee
posibles atributos como buen antigeno (Hsiao et al., 1995). Esta proteina no habia sido
estudiada en M. bovis ni en M. bovoculi hasta el 2014 cuando nuestro grupo de investigacion
observd que se encontraba presente en cepas clinicas de M. bovis y M. bovoculi obtenidas en
Uruguay. A través de la amplificacidn del gen por PCR y posterior secuenciacidn se encontraron
regiones altamente conservadas las cuales serian potenciales epitopes. Por otro lado, se
observé que esta proteina se expresaba in vitro y presentaba una respuesta de anticuerpos

contra sueros y lagrimas de animales enfermos (Acquistapace, 2014).

M. catarrhalis es un patégeno Gram negativo que causa infecciones en el tracto
repiratorio en humanos; aproximadamente el 20 % de todos los episodios de otitis media en
nifios y mas del 10 % de las infecciones del tracto respiratorio (Giebink et al., 2005; Murphy et
al., 2005a). Ademas, la sinusitis (Brook et al., 2005) y la conjuntivitis (Bingen et al., 2005)
pueden agregarse a la lista de enfermedades asociadas a este microorganismo. La PME-CD es
una proteina modificable térmicamente, con una masa molecular de 55 kDa a temperatura
ambiente y una masa de 60 kDa cuando se calienta bajo condiciones reductoras (Murphy et
al., 2009). Es una de las principales PME que se encuentra conservada en la mayoria de las M.
catarrhalis con propiedades de potencial antigeno para vacunas (Saito et al., 2013). Esta
proteina estad expuesta superficialmente y contiene 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). También se ha informado que exhibe caracteristicas de una
PME tipo porina, especificamente porque tiene una estructura similar y funcidn bioldgica,
incluida la adquisicidn de nutrientes (Holm et al., 2004; Saito et al., 2013). La importancia de
las respuestas de anticuerpos dirigidas contra la PME-CD se ve respaldada por la evidencia
clinica. De hecho, los pacientes que se recuperan de una infecciéon por M. catarrhalis con altos
niveles de anticuerpos contra PME-CD son menos susceptibles a la reinfeccidon que pacientes
con bajos niveles de anticuerpos o sin anticuerpos contra esta poteina (Murphy et al., 2003,

Murphy et al., 2005b).
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Ademas 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 la estabilizacidon de la morfologia
celular bacteriana y la prevencion de autoagregacion mediante la reduccion de hidrofobicidad
de la superficie. Recientemente se estudié el papel de la PME-CD en la resistencia a los
antibidticos en M. catarrhalis jugando un papel importante en la resistencia a la penicilina

(Saito et al., 2015).

Se ha propuesto que la PME-CD es una adhesina para las células humanas de pulmdn
A549 (Akimana et al., 2007; Holm et al., 2004; Reddy et al., 1997) y que juega un papel esencial
en la adherencia a las células HEp-2, contribuyendo a la colonizacién e infeccién de las células
de la laringe (Saito et al., 2013). 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. Otras adhesinas han sido provistas como efectivos
antigenos para vacunas, por ejemplo vacunas contra Bordetella pertussis que contienen la

adhesina FHA (Scheller & Cotter, 2015).

Existen evidencias que sugieren que la inmunizacidén con PME-CD induciria anticuerpos
protectores. Primero, la inmunizacién de animales de experimentacién con PME-CD induciria
anticuerpos bactericidas (Yang et al., 1997). Segundo, la inmunizacidn sistémica y mucosal con
la recombinante de PME-CD favoreceria la eliminacién pulmonar de M. catarrhalis en un
modelo de ratén (Murphy et al., 1998). Posteriormente se evalud la inmunizacién en ratones
por via intranasal de la recombinante de PME-CD con un adyuvante mucosal observandose la
estimulacién de una respuesta inmune capaz de promover el aclaramiento bacteriano
eficiente después del desafio pulmonar con una cepa virulenta de M. catarrhalis, asi como
fuertes respuestas sistémicas humorales y celulares (Becker et al., 2007). Otro trabajo evalué
el nivel de anticuerpos en suero contra PME-CD en niflos observando que esta inversamente
relacionado con la severidad de la otitis media, sugiriendo que los anticuerpos contra PME-CD

tienen un papel protector (Harabuchi et al., 1998).

Tratamiento

La investigacion de QIB reportada en los ultimos 60 afios ha llevado a concluir que una
variedad de antibidticos administrados por via intramuscular, subcutanea, subconjuntival o en
forma tépica podrian utilizarse como tratamientos, aunque ésto no es efectivo en todos los

casos (Brown et al., 1998). M. bovis y M. bovoculi generalmente se consideran susceptibles a
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una variedad de diferentes antibidticos. En el caso de M. bovis, se sabe que el organismo
sobrevive en las superficies oculares. Para alcanzar estas superficies de manera adecuada y
ayudar a eliminar una infeccidn, un antibidtico deberia administrarse localmente en el ojo o
mediante métodos que aseguran la administracién de antibioticos a través de secreciones de
fluidos oculares (Angelos et al., 2015). El tratamiento tépico mediante aerosoles, pomadas o
unglientos puede detener rapidamente los estadios temprano de la enfermedad pero se
recomienda su utilizacién temprana una vez diagnosticada la enfermedad para evitar lesiones
graves en la cérnea del animal (Kibar., et al, 2005; Alexander, 2010). Sin embargo, este método
no es ampliamente utilizado debido a que resulta poco prdctico para el manejo de un gran
numero de animales. Ademas causa irritacion dolorosa, provocando la secrecién de lagrimas y
reduciendo su efectividad (Brown et al., 1998). Por ello, generalmente es necesario aplicar el
tratamiento 2 6 3 veces al dia (Kibar et al, 2005). Generalmente se recomienda la
antibioticoterapia para casos agudos de QIB, aunque no existen pautas totalmente aceptadas
acerca del tratamiento en relacién al tamafio de la uUlcera corneal. Segin Angelos (2015), las
Ulceras que son de hasta 5 mm de diametro a menudo sanaran espontdaneamente; aunque,
este no es siempre el caso y en animales valiosos o cuando existen preocupaciones por un
brote, generalmente se recomiendan antibidticos (Angelos, 2015). En general, las vias
parenteral, sistémica o subconjuntiva son las mas indicadas para tratar la QIB (Shryock et al.,

1998).

Prevencion

Es importante considerar el papel que los factores extrinsecos de riesgo pueden jugar
en el desarrollo de la QIB. Dichos factores incluyen la exposicidn a la radiacion ultravioleta, las
moscas de la cara, la infeccién por Mycoplasma spp, la infeccion por el virus IBR, etc.
(Alexander, 2010; Snowder et al., 2005; Baptista 1979; Angelos, 2010b). Hilton (2002)
recomienda llevar a cabo las siguientes practicas de manejo para reducir la incidencia y
gravedad de la QIB: cortar pastos altos para reducir la irritacién de los ojos y también para
evitar el contacto con el material vegetal contaminado con las lagrimas de los bovinos
afectados, controlar las moscas con plaguicidas, proveer algln tipo de sombra para proteger a

los bovinos de la exposicion directa a la luz solar y la vacunacién de bovinos (Hilton , 2002).
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Vacunas

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 o a bacterinas
(bacterias enteras inactivadas) cultivadas en condiciones que optimizan la expresiéon 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 & Teale, 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 homdlogas reduce la
prevalencia y severidad de la enfermedad, aunque es poco probable la prevencién de la
enfermedad en la totalidad de los animales. En cambio, las cepas heterélogas contra QIB son

menos efectivas (Brown et al., 1998).

Vacunas basadas en bacterias

Existen diferentes estudios sobre el desarrollo de vacunas basadas en bacterias
inactivadas. Pugh y Hughes (1977) evaluaron el efecto de la inmunizacién de bovinos con
células totales, células lisadas y fracciones fimbriales de tres cepas de M. bovis y posterior
desafio de los animales con cultivos de M. bovis. El suero de los animales no susceptibles a QIB
tuvo mayor titulo de anticuerpos contra las fimbrias homodlogas que el suero de animales
susceptibles a QIB. A su vez, los animales vacunados con lisado celular no fueron resistentes a
la QIB y en el suero de esos animales no se detectaron anticuerpos contra fimbrias. La
proteccion con una bacterina monovalente tiene por lo general una respuesta antigénica muy
buena, pero sélo si el serogrupo homologo de la fimbria que conforma la cepa infectante estd
contenido en la vacuna (Pugh & Hughes, 1977).

Ademas, se han evaluado los efectos de administrar por 2 vias (subcutanea y
subconjuntival) una bacterina autégena. Sin embargo, no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en el desarrollo de QIB entre los terneros vacunados y los no
vacunados. Solamente se han observado diferencias estadisticamente significativas entre los
sexos ya que las vaquillonas tuvieron una mayor tasa de QIB. Otra posible razén del fracaso de

la vacuna pudo haber sido por la influencia de factores ambientales, incluido el nivel de luz
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ultravioleta, las condiciones del viento y el estado concomitante de la enfermedad (Davidson
et al., 2003). Se han informado resultados mixtos sobre investigaciones de rutas de vacunacion
no parenterales contra QIB. Se informd que una bacterina de M. bovis en aerosol es efectiva
para prevenir QIB de origen natural (Misiura, 1994a; Misiura, 1994b). En otro estudio reciente,
los terneros fueron desafiados 45 dias después de la vacunacion ocular tépica con bacterina de
M. bovis sola o con IL-2 humana recombinante e INF-a como adyuvantes. En ese estudio, las
respuestas de anticuerpos oculares no se informaron; sin embargo, los terneros que recibieron
la bacterina M. bovis mas citoquinas tuvieron la proporcidon mas baja de QIB y las puntuaciones
mas bajas de QIB después del desafio (di Girolamo et al., 2012).

Con respecto a M. bovoculi, Funk y colaboradores (2009) inocularon animales con M.
bovis y observaron que éstos desarrollaron ulceras debidas a QIB, mientras que los animales
inoculados con M. bovoculi no desarrollaron la enfermedad usando este modelo, sugiriendo
que este Ultimo podria no ser el organismo causal de la QIB (Funk et al., 2009). Hace pocos
afios, Gould y colaboradores (2013) evaluaron si M. bovoculi se asociaba con la QIB utilizando
un modelo de escarificacion corneal en terneros. Se disefid el estudio con tres grupos de
animales los que sometieron a escarificacion corneal solamente, escarificacion corneal e
inoculacién con M. bovoculi y escarificacion corneal e inoculacién con M. bovis. La ausencia de
ulceraciones corneales en terneros inoculados con M. bovoculi hace sugerir a los autores que
no seria un microorganismo causal de la QIB en este modelo, no pudiéndose establecer la
patogenicidad de esta especie. El desarrollo consistente de ulceracion corneal en el grupo
inoculado con M. bovis demuestra la capacidad del modelo para inducir Ulceras de QIB (Gould

etal. 2013).

Vacunas basadas en subunidades proteicas

Ademas de las vacunas basadas en bacterias, otra opcion son las vacunas constituidas

por subunidades proteicas:
Antigenos nativos

Zbrun y colaboradores (2012) evaluaron fimbrias purificadas mediante administracion
intranasal con diferentes adyuvantes (QuilA, Marcol Arlacel, Marcol Span, pili
microencapsulado con polimeros de PLGA). Evaluaron la respuesta de IgA local luego de la
administracién intranasal comparandola con la respuesta IgA producida luego de la inoculacidn
con adyuvante placebo y con una infeccién natural de QIB. Se observd un aumento

significativo en la respuesta IgA anti-fimbrias cuando los animales se inmunizaron
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intranasalmente con fimbrias-QuilA y con fimbrias-Marcol Span, aunque esta respuesta no se
asocidé con proteccidén contra la QIB ocasionada por M. bovis (Zbrun et al., 2012). Ademas de
las fimbrias, diversos autores han propuesto a la citotoxina como potencial antigeno protector

en vacunas (George et al., 2005).

Antigenos recombinantes

Vacunas recombinantes basadas en las fimbrias de tipo IV de M. bovis también han
sido propuestas y, en este sentido las fimbrias de M. bovis producidas de forma recombinante
en Pseudomonas aeruginosa han protegido exitosamente a los bovinos de un desafio
homalogo (Elleman et al., 1990; Lepper et al., 1993).

Angelos y colaboradores (2004) realizaron un estudio donde inmunizaron bovinos por
via subcutdnea con una citotoxina recombinante de M. bovis. Estos autores observaron
respuestas de IgG significativamente alta en sueros y lagrimas, aunque también observaron
Ulceras corneales mas grandes en terneros vacunados, sugiriendo que quizas los niveles altos
de IgG podrian deberse a la aparicidn de la enfermedad (Angelos et al., 2004). Posteriormente,
Angelos y colaboradores (2010) inmunizaron de forma subcutdanea bovinos con una vacuna
recombinante formada por subunidades del extremo carboxi-terminal de la 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 con respecto a los animales que recibieron sélo adyuvante (control),
aunque no se observaron diferencias significativas en la proporcion de animales que

desarrollaron ulceras de cdrnea (Angelos et al., 2010c).

En trabajos posteriores, estos autores evaluaron la proteccién ofrecida por la
citotoxina recombinante de M. bovis junto con una fimbria recombinante de M. bovis (Angelos
et al., 2007d), luego evaluaron una fimbria recombinante de M. bovis con la citotoxina
recombinante de M. bovoculi pero observaron que no fue efectiva la prevencién contra la QIB
natural (Angelos et al., 2012). Afos mas tarde, analizaron otra via de inoculacidn, la
inmunizacidn intranasal, con una citotoxina recombinante de M. bovis (Angelos et al., 2014) y
recientemente en 2016 inmunizaron bovinos por via intranasal con citotoxina recombinante
precipitada y en paralelo con una citotoxina parcialmente solubilizada de M. bovis. Las
respuestas inmunitarias oculares y sistémicas inducidas por la administracién intranasal de la
vacuna con citotoxina precipitada fueron superiores a las inducidas por la vacuna con
citotoxina solubilizada. Se necesita investigacion adicional para determinar si la vacuna con

citotoxina precipitada puede prevenir la QIB natural (Angelos et al., 2016).
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La efectividad de las vacunas comerciales actuales formuladas en base a células
enteras o fimbrias purificadas de M. bovis es limitada (McConnel et al., 2005; Burns &
O'Connor, 2008) y estaria asociada con la alta diversidad antigénica entre las fimbrias de M.
bovis (Moore & Rutter, 1987; Moore & Lepper, 1991; Conceicdo et al.,, 2004). La gran
diversidad genética entre las especies de Moraxella spp. involucradas en la QIB surge como
importante dificultad a sortear por las vacunas comerciales (Calcutt et al., 2014, Dickey et al.,
2016). Sin embrago, la identificacién de secuencias nucleotidicas altamente conservadas de
genes codificantes de proteinas con potencial inmunogénico e implicados en la patogénesis de
la enfermedad en cepas de estas especies sustenta la hipdtesis de una reactividad cruzada
satisfactoria entre distintas cepas de M. bovis, M. bovoculi y M. ovis. Sin embargo, hasta la
fecha, no hay estudios que demuestren la relacidn antigénica entre las tres especies de
Moraxella spp. (Farias et al., 2015; Kowalski et al., 2017).

Otro aspecto a tener en cuenta para la eficacia de una vacuna es la via de
administracién. Rutinariamente las vacunas se administran mediante inyecciones subcutaneas
o intramusculares. Sin embargo, en algunas patologias, la inmunidad sistémica no cumple un
papel preponderante en la prevencién de la infeccidn y seria mas adecuado generar respuestas
locales en el lugar en que pueda producirse la invasién del patégeno. Las vacunas a nivel de
mucosas tienen la ventaja de inducir las respuestas inmunitarias tanto a nivel general como
respuestas locales a nivel de mucosas (O’Sullivan et al., 2015). Por lo tanto, dada la localizacion
mucosal de la QIB, es racional considerar la administracion de una vacuna de M. bovis por
dicha via (Angelos, 2014).

Debido a que las vacunas comerciales tienen una proteccion variable (Smith et al.,
1990; Webber & Selby, 1981a; Burns & O’Connor, 2008) 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 ésto que se han realizado estudios procurando

desarrollar nuevas vacunas con una elevada efectividad.
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HIPOTESIS

Las fimbrias y la PME-CD de cepas nativas de Moraxella bovis son candidatas como
componentes de vacunas contra la QIB en Uruguay, en virtud de su papel en la biologia y la

patogenicidad bacteriana.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la base genética de la sintesis de las fimbrias asi como la inmunogenicidad de
la PME-CD recombinante de M. bovis de cepas aisladas de casos clinicos en Uruguay, con el fin

de evaluar su potencial como componentes de vacunas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar cepas en base a la presencia de genes de interés, movilidad twitching,
produccién de fimbrias y visualizacién de las fimbrias por Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM).

2. Obtener fimbrias nativas de M. bovis.

3. Analizar la base genética de los dos tipos de fimbrias tipo IV que presenta M. bovis.

4. Analizar la presencia de otros factores de virulencia de interés.

5. Obtenery expresar la PME-CD de M. bovis en forma recombinante.

6. Estudiar la respuesta humoral de la PME-CD recombinante a partir de la inmunizacidn
(via subcutanea y mucosal) en modelos de animales de experimentacion.

7. Determinar los niveles de citoquinas presentes en los lavados bronqueoalveolares de

los animales de experimentacion.
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MATERIALES Y METODOS
1. SELECCION DE CEPAS Yy ANALISIS DE LAS FIMBRIAS

1.1.Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

En el presente estudio se utilizd una coleccidon de aislamientos bacterianos de origen
clinico de 16 cepas de M. bovis y una de M. bovoculi obtenidas entre los afios 2006 y 2009 de
diferentes departamentos de Uruguay (Canelones, Maldonado, Cerro Largo, Flores, San José,
Florida y Paysandu), ampliamente caracterizadas en nuestro laboratorio (Sosa & Zunino, 2012)
(Tabla 1). En el estudio se incluyeron las cepas de referencia ATCC de M. bovis (EPP63) y M.
bovoculi (BAA1259).

Tabla 1. Coleccion de aislamientos utilizados en el presente trabajo

Aislamientos Origen geografico y afio Especie
EPP63 ATCC (Marrs et al., 1985) M. bovis
BAA1259 ATCC (Angelos et al., 2007a) M. bovoculi
CANIIA Uy, Canelones (2009) M. bovis
CANIIIB Uy, Canelones (2009) M. bovis
EV250 Uy, Maldonado (2006) M. bovis
EVA50B Uy, Maldonado (2006) M. bovis

64 Uy (2009) M. bovis
BM3A Uy, Cerro Largo (2005) M. bovis
EV121 Uy, Maldonado (2006) M. bovis
EV345 Uy, Maldonado (2006) M. bovis
EVA50A Uy, Maldonado (2006) M. bovis
LC190 Uy, Flores (2006) M. bovis
SJo1 Uy, San José (2007) M. bovis
SJ02 Uy, San José (2007) M. bovis
SJ03B Uy, San José (2007) M. bovis
SJo7 Uy, San José (2007) M. bovis
771A Uy, Florida (2009) M. bovis
5120 Uy, Paysandu (2009) M. bovis
PRO Uy, Canelones (2007) M. bovoculi

Las bacterias se cultivaron en forma rutinaria en agar infusidon cerebro corazén (BHI Agar,
Oxoid) suplementado con 5 % de sangre ovina comercial estéril durante 24 hs a 37 °C. Los
aislamientos se conservaron a -20 °C y a -80 °C en caldo infusién crebro corazén (BHI, Oxoid)

suplementado con glicerol al 15 %.

La seleccidn de cepas se realizé en base a la presencia de una porcion del primer gen fimbrial

que posee M. bovis (al cual llamaremos en el presente trabajo fim09), a la capacidad de
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realizar el movimiento twitching, a la produccién de fimbrias y a la visualizacién de éstas por
TEM. Ademas, se tomd en cuenta la presencia de diferentes genes de virulencia que fueron
analizados anteriormente por PCR en nuestro laboratorio: tolC, omp79, fur, mbxA y pIB (Sosa
et al., 2015). En base a esta seleccion se secuencié el genoma de una cepa de M. bovis y una de
M. bovoculi de la coleccién. A su vez, para la expresion y purificaciéon de la proteina
recombinante PME-CD se tomd en cuenta la presencia del gen que codifica para la PME-CD

caracterizado previamente en nuestro Laboratorio (Acquistapace, 2014).

1.2. Movilidad “twitching” y Microscopia Electrdnica de Transmisidon (TEM)

Con el fin de observar la produccidn de fimbrias en medio sélido, las bacterias se cultivaron en
caldo Triptosa de Soya (TSB, Oxoid) por 24 hs a 37 °C. Posteriormente se inocularon 20 ulL de
cultivo crecido en el centro de una placa de Triptosa de Soya Agar (TSA, Oxoid) + 2 % de sangre
ovina estéril (Biokey), incubandolas por 96 hs en cdmara humeda. Luego, para visualizar las
fimbrias por TEM, se tocé la regién mas externa del halo de crecimiento (twitching) con un
ansa y se resuspendid suavemente en 1 mL de solucién fisioldgica. Posteriormente, las
bacterias se fijaron con Glutaraldehido 2,5 % a tempertura ambiente y luego se incubaron a 37
°C por 30 minutos. Finalmente se trasladaron las muestras en frio a Facultad de Ciencias
(Servicio de Microscopia Electrdnica). Alli se realizé la tificion con Acetato de Uranilo 2 %. Se
visualizaron las fimbrias de las cepas de referencia EPP63 (M. bovis) y BAA1259 (M. bovoculi)

por TEM (servicio de Microscopia de la Facultad de Ciencias).

1.3. Obtencidén de fimbrias

Para la obtencién de las fimbrias nativas de M. bovis se evaluaron diferentes protocolos
(Tabla 2). Para esto, se probaron diferentes cultivos en medio sélido: Agar sangre (TSA +5 %
sangre ovina) y TSA, y en medio liquido: TSB y BHI. Se evalué comenzar la extraccién variando
las cantidades iniciales de las placas de cultivo y sus tiempos de incubacion. También se
emplearon diversos métodos para la separacién de las fimbrias: homogeneizacién con
Ultraturrax (modelo: Ultraturrax T-50 Basic, cddigo: 20041K2953100), licuadora (Warning,
comercial blendor), sonicacion (Ultrasonic Homogenizer, Cole-Parmer Instrument Co),
tratamiento térmico (en bafio de agua) y ultracentrifugacion (Beckman, rotor tipo 90Ti). En
algunos casos se requirid realizar una precipitacién con 0,1 M Acetato de sodio o 10 % de

saturacidn de Sulfato de amonio, segun protocolo utilizado.

24



Tabla 2. Protocolos utilizados para la obtencién de fimbrias de M. bovis

Protocolos 1 1 2 3 4 5
Medio de cultivo  Agar sangre Agar sangre Agar sangre Agar sangre  TSA Agar sangre
Incubacion 1dia, 37 °C 3 dias, 37 °C 1dia, 37 °C 1dia, 37 °C 1 dia, 37°C 1dia, 37 °C
Cantidad de 48 48 50 35 10 30
placas
Buffer de Etanolamina Etanolamina Etanolamina PBS PBS PBS
extraccion
Método de Homogeneiza Homogeneiza  Homogeneiza  Licuadora- Tratamiento Licuadora-
desprendimiento  dor dor dor sonicador térmico Ultracentrifugacion
fimbrial (Ultraturrax) (Ultraturrax) (Ultraturrax)- Filtracidon
sonicacion (Amicon 10K)
Condiciones 15 minutos, 15 minutos, En hielo por 4 Licuadora: (60 °C, 20 15 minutos con
en hielo en hielo. minutos con 15 minutos minutos) intervalos de 5
intervalos de con minutos en hielo y
1 minutos. intervalos posterior
Sonicacién: 10 de 5 Ultracentrifugacion
minutos con minutos en 10 minutos, 4 ° C,
intervalos de hielo. 100000 x g
2 minutos en Sonicacion:
hielo. 10 minutos
con
intervalos
de 2
minutos en
hielo.
Precipitacion Sulfato de Sulfato de Sulfato de Sulfato de Acetato de No
Amonio (10 % Amonio (10% Amonio (10 % Amonio (10 sodio 0,1 M
saturacion) saturacion) saturacion) %
saturacion)
Referencia Rhuel et al., Rhuel et al, Zbrun et al., Lepper et Cagatay & Prietoetal., 2003
1988 1988 2012 al., 1986 Hickford,
2008
modificado
1.4. Extraccion de ADN

Para los ensayos de PCR se cultivaron todas las cepas en las mismas condiciones. A partir

de los cultivos en Agar sangre incubados durante 24 hs a 37 °C se repic6 una colonia en agar

BHI para la extraccion de su ADN por el método de lisis térmica. Para esto se calentaron las

muestras en bafo de agua a 100 °C por 10 minutos y posteriormente se centrifugaron a 1000
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rpm, 10 minutos. El pellet obtenido se descarté y el sobrenadante se almacend a -20 °C hasta
su uso. En paralelo, para la secuenciacidon gendmica se las cultivé en Agar Sangre durante 24 hs
a 37 °C Unicamente a las dos cepas seleccionadas y se repicé una colonia de cada una de ellas
en BHI para extraer sus ADN con kits comerciales (Qiagen Genomic-Tip 100/G y Sigma). Se
evalué la pureza (260/280) y concentraciéon (ng/uL) por lectura en Nanodrop (Thermo
Scientific). Las preparaciones de ADN se visualizaron en geles de agarosa 0,8 % en buffer TBE.
Los geles se prepararon utilizando 0,8 g de agarosa en 100 mL de buffer TBE 0,5 X. Las bandas
se visualizaron mediante tincién con GelRed (Biotum) durante media hora, y se analizaron en
un transiluminador de luz UV (Biometra T13) de donde se tomd registro fotografico digital.
Para estimar el tamafo y cantidad de ADN presente en las bandas se utilizé el marcador de

tamafio molecular 1Kb plus (Thermo Scientific).

1.5. Amplificacion vy secuenciacion del primer gen fimbrial de M. bovis

Cuando comenzé este trabajo solo se disponia en las bases de datos publicas con la
secuencia de uno de los genes que codifica para una de las fimbrias de M. bovis (GenBank:
M92155.1), sin especificar de cual tipo de fimbria se trataba (tfpQ 6 tfpl). A partir de esta
secuencia disponible se disefiaron cebadores para amplificar una parte de la region codificante
de la fimbria incluyendo la regidn aguas arriba a dicho gen. A este producto de PCR se lo llamé
fim09 (Fig. 2). El programa de ciclado de PCR se describe en la Tabla 3. Los productos
amplificados por PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 % como
se describio en el punto 1.4. Estos productos se purificaron utilizando el QlAquick 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 secuenciacidon y algunos también fueron
enviados al servicio de secuenciacidn brindado por la Unidad de Biologia Molecular en el
Instituto Pasteur de Montevideo (pasteur.uy/es/inicio). El tamafio esperado del amplicén fue
de 603 pb en M. bovis.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas empleando la herramienta
bioinformatica BioEdit. Posteriormente, se las analizd con la herramienta informatica BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) buscando su homologia en la base de datos del NCBI.

Una vez hallada la homologia con la fimbria de M. bovis, se realizé un alineamiento multiple en
el software MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Para la construccion de la filogenia se utilizo el

modelo de Maxima Verosimilitud con un boostrap de 1000.
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Figura 2. Estructura del locus fimbrial de M. bovis. De izquierda a derecha se visualiza: el promotor (P), una region
conservada de color negro de 50pb, el gen tfpQ o tfpl, el gen tfpB, el pseudogen tfpQ o tfpl y el gen piv. Con flechas azules se
indica la localizacién de los cebadores para amplificar parte del primer gen fimbrial, el cebador de avance se encuentra aguas
arriba del extremo 5°de la secuencia fimbrial, y el cebador reverso se encuentra aguas arriba del extremo 3'de dicha

Tabla 3.Cebadores para amplificar parte del primer gen fimbrial de M. bovis

Cebadores

Nombre Secuencia Tm (°C) Producto (pb)
fim09_F 5°-TTCCAAAAACAGCCCAAATC-3’ 55,6

fim09_R 5’-GCAACCAGTTGGGATGAACT-3’ 51,7 603

Tabla 4. Ciclado de PCR para amplificar parte del primer gen fimbrial de M. bovis

Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 94 1
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 63 30 seg 35 ciclos
Extension 72 2
Extension final 72 7

2. SECUENCIACION GENOMICA DE M. bovis Y M. bovoculi

2.1. Confirmacion de la identidad fenotipica y morfoldgica de EV345 y PRO

Para confirmar la identidad fenotipica de las dos cepas seleccionadas, se realizaron las
siguientes pruebas bioquimicas: produccién de catalasa, se tomé una colonia con una pipeta
pasteur y se la deposité sobre una gota de agua oxigenada comercial 10 vol. (Drogueria
Paysandl) en un porta de vidrio, se incubd a temperatura ambiente 20 segundos para
observar la formacion de burbujas. Para el ensayo de oxidasa se utilizaron discos comerciales

(BIO-RAD, 53834) y luego se valud el crecimiento en cultivo en medio Agar McConkey (Oxoid,
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CMO0007). Todas las pruebas bioquimicas se realizaron a partir de colonias aisladas de cultivos
de 18-24 hs en agar BHI a 37 °C. También se evalud la actividad B-hemolitica en base a la
aparicion de un halo transparente alrededor de las colonias aisladas cuando se las cultivo en

Agar Sangre. Para evaluar la morfologia bacteriana se realizé la tincidn de Gram.

2.2. Confirmacion de la identidad molecular de EV345 y PRO

La confirmacion de la identidad de los aislamientos se realizé mediante amplificaciéon de
un fragmento del gen que codifica al ARNr 16S por PCR, utilizando los cebadores universales
27F (5 -AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3") y 1492R (5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") disefiados
por Weisburg y colaboradores (1991). Se utilizé el Termociclador LabNet y se prepard una
mezcla de reaccién de 0,2 mM de dNTPs, 3,0 mM de MgCl,, 20 mM de cada cebador, 40 ng/uL
de ADN y 1 U de la enzima Taqg polimerasa (Invitrogen), en un volumen final de 25 pL. El
protocolo del ciclado consistié en 3 minutos a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C,
1 minuto a 50 °C y 1,5 minutos a 72 °C, para finalizar con 10 minutos a 72 °C y posterior

mantenimiento a 4 °C.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 0,8 % como se describié en el
punto 1.4 y se verificé que hubiera solamente una Unica banda. Para confirmar la identidad de
los aislamientos se purificaron los productos de PCR y se secuenciaron en el servicio de

secuenciacién del Instituto Pasteur de Montevideo con posterior analisis bioinformatico.

2.3. Secuenciacion gendmica de M. bovis y M. bovoculi

Los ADN gendmicos obtenidos de ambas cepas (M. bovis EV345 y M. bovoculi PRO) se
secuenciaron en una primera instancia en la plataforma de Secuenciaciéon Masiva del IIBCE con
un secuenciador lon Torrent y posteriormente se complementd el resultado utilizando el

servicio de MicrobesNG (https://microbesng.uk/, Reino Unido) con tecnologia lllumina.

A las secuencias obtenidas a partir del secuenciador lon Torrent se les analizé la calidad de
las secuencias (FastQC), con posterior filtrado (Trimmomatic) (Bolger et al., 2014). Luego se
realizd el ensamblado de novo ya que no se contaba con un genoma de M. bovis publicado.
Para esto, primero se utilizd el programa MIRA, luego con los contigs obtenidos se continud
ensamblando con el programa Spades (Bankevich et al., 2012), se probaron diferentes
parametros con el fin de obtener el mejor ensamblado. Posteriormente se analizo la calidad
del ensamblado (Quast). El genoma se anotd con el software libre y online RAST

(http://rast.nmpdr.org; Aziz et al., 2008) y el software Artemis (Rutherford et al., 2000)

permitié visualizar el genoma. Luego se realizé la prediccion génica y anotacién (Prokka)

28



(Seemann, 2014). A partir de las secuencias obtenidas de los 2 genes fimbriales: gen tfpQ y gen
tfpl se disefaron 2 pares de cebadores para amplificar dichos genes en las demas cepas de la
coleccion de M. bovis (Fig. 3).

Posteriormente, el servicio de MicrobesNG inlcuia el analisis del trimming de los reads
obtenidos a partir del secuenciador de Illlumina en el software Trimmomatic y a la calidad la
evaluaron utilizando la combinacion de los softwares: Samtools (Li et al., 2009a), BedTools
(Quinlan & Hall, 2010) y bwa-mem. El ensamblaje del genoma se realizé con el software
QUAST (Quality Assessment Tool) (Gurevich et al., 2013). El genoma ensamblado se anotd en
el software RAST donde ademas se evalud la presencia de potenciales genes de virulencia:
pme-cd, tfpQ (type IV pili Q), tfpl (type IV pili 1), pme-J, pme-E, pme-M35, pme-A, pme-79, fur
(ferric uptake regulator), plb (fosfolipasa), tolC y el operén RTX conteniendo el gen mbxA
(citotoxina). El genoma se visualizd a través de Artemis. Ademas se predijo la localizacidn
subcelular de cada una de estas proteinas codificadas por los genes evaluados mediante el

software libre PSORTb (http://psortl.hgc.jp/form.html).

2.4. Analisis genético de las fimbrias de M. bovis

2.4.1. Genes fimbriales tfpQy tfp!

Una vez que se anotaron las secuencias de los genes de EV345, nos enfocamos en el
analisis del locus fimbrial de M. bovis que contiene: tfpQ (codifica para la fimbria TfpQ), tfp/
(codifica para la fimbria Tfpl), tfpB (codifica para la proteina TfpB), piv (codifica para la
Recombinasa o también llamada Invertasa). Con el fin de poder amplificar los dos tipos de
fimbrias por PCR y tomando en cuenta que los genes de éstas presentan regiones muy
variables, se disefiaron los cebadores en regiones conservadas. El cebador de avance (tfpQl_F)
es el mismo para los dos tipos de fimbrias y se disefié aguas arriba con respecto al sitio de
recombinacidn. Los cebadores reversos son diferentes entre si para un tipo u otro de fimbria,
se encuentran localizados en la misma posicidn, pero son reversos complementarios entre si,
de manera que cada uno hibride con el gen tfpB en conformacién Q (Q_R) o | (I_R), segun sea
el caso, ésto se debe a que la proteina TfpB también participa en la recombinacion del locus. A
continuaciéon se muestra un esquema en el cual se indican los sitios de hibridacién de los

cebadores (Fig. 3).
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Conformacion de expresion Q

Sitiode Sitiode
recombinacion recombinacion
5 3
(_QR
P tfeQ tfpB tipl piv.
3 5
Prod. PCR: 1236 pbh
Sitiode Sitiode
5 recombinacion recombinacidn
ﬁ
al .
P tfol tfoB. tfoQ piv
3 5

Prod. PCR: 1281 pb

Figura 3. Esquema fimbrial en las dos conformaciones posibles. En la parte de arriba se muestra el sistema
fimbrial en conformacién de expresidon Q con la posicidn de los cebadores en la parte de abajo, en conformacién
de expresién | con sus respectivos cebadores. El cebador de avance utilizado es el mismo para ambas
conformaciones y esta en la misma posicién, sin embargo los cebadores reversos si bien estan en la misma
posicidn son reversos complementarios entre si, de manera que el cebador Q_R es reverso complementario al
Q_l.

Tabla 5. Cebadores para los genes fimbriales de M. bovis (tfpQ, tfpl)

Cebadores: tfpQ

Nombre Secuencia Tm (°C) Producto (pb)
tfpQI_F 5’-ACGCTCAAAAAGGTTTCACC-3’ 56,4 1236
QR GGGCGATTCTCTACTTC-3’ 52,4

Cebadores: tfpl

Nombre Secuencia Tm (°C) Producto
(pb)
tfpQl_F 5-ACGCTCAAAAAGGTTTCACC-3’ 56,4 1282

Q_l 5'-GAAGTAGAGAATCGCCC-3’ 53,2




Tabla 6. Ciclado para amplificar los genes tfpQ y tfpl de M. bovis.

Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 94 1
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacién 59 (Q)/55(1) 30seg 35 ciclos
Extension 72 2
Extension final 72 7

2.4.2. Amplificacién de locus fimbrial

Por otra parte, se utilizd un par de cebadores propuesto por Farias (2015) para poder
amplificar todo el locus formado por los genes fimbriales. El cebador de avance (L1) se localiza
aguas arriba con respecto al sitio de recombinacion, y el cebador reverso (L2) hibrida en el
extremo 5° del gen que codifica la recombinasa (aguas abajo con respecto al sitio de
recombinacidn) (Fig. 4). El producto de PCR se envié al servicio de Macrogen para su
purificacién y posterior secuenciacidon. Debido al tamafio del locus, para su secuenciacion
ademas del par de cebadores L1/L2, se incluyeron dos cebadores reversos internos (Q_Ry Q_I)

que habian sido utilizados anteriormente en la seccién 2.4.1 y mostrados en la Tabla 5.

Sitiode Sitiode
recombinacion recombinacion

5 3

17}
P tfnQ/l — tfoB —  tha/ _
piv
-
3 L1 5

Figura 4. Estructura del locus fimbrial de M. bovis. De izquierda a derecha se representa el promotor (P), una
regién conservada de color negro de 50 pb, donde se ubica el cebador de avance (L1) mediante una flecha color
bordd (L1), el gen tfpQ o tfpl, el gen tfpB, el pseudogen tfpQ o tfpl y el gen piv donde se localiza el cebador reverso
(L2) mediante una flecha color bordé (L2) para amplificar el locus fimbrial. L2 se ubica en el extremo 5°del gen piv

Tabla 6. Cebadores para amplificar el locus fimbrial de M. bovis.

Cebadores del locus fimbrial

Nombre Secuencia Tm (°C) Producto (pb)
L1 5’-AACGCTCAAAAAGGTTTCACCC-3’ 60,3 2100
L2 5’-CGCCCTTTTGACAAACGCAT-3’ 58,4
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Tabla 7. Ciclado para amplificar el locus fimbrial de M. bovis.

Temperatura (°C) Tiempo (min)
Desnaturalizacion 94 5
inicial
Desnaturalizacion 94 50 seg
Hibridacién 67 30seg 35 ciclos
Extension 72 2
Extension final 72 7

2.4.3. Busquedas de secuencias invertidas en el locus fimbrial

Con el fin de corroborar el resultado obtenido a partir de la amplificacidon por PCR de los
dos tipos de fimbrias, se buscé dentro del contig que contiene el locus fimbrial obtenido a
partir de lllumina, pares de reads que se alinearan en el mismo sentido y a su vez aumentaran
su distancia intra par. Por otro lado se buscaron también reads que estuvieran cortados debido
a que forman parte de dos zonas diferentes del genoma, causada por una inversién. Para esto
se siguieron los procedimientos utilizados por Sekulovic y colaboradores (2018). El programa
de alineamiento Burrows-Wheeler Alignment Tool (BWA) (Li & Durbin, 2006) permitié alinear y
extraer secuencias que estuvieran en la misma orientacién y que se le haya extraido su
extremo 5°. BWA generd un archivo en formato SAM (Li et al., 2009b) conteniendo los reads
buscados, los cuales se alinearon en el software CLC Genomics Workbench 11

(https://www.qiagenbioinformatics.com) con el contig que contiene las fimbrias y las

secuencias de tfpQy tfpl obtenidas a partir del PCR.

Por otro lado, en el alineamiento generado anteriormente se buscé la secuencia donde
actua la recombinasa Piv, quien genera la recombinacidon especifica de sitio generando la
inversion de un fragmento de ADN de aproximadamente 2 Kb provocando el cambio de un

tipo a otro de fimbria.

2.4.4. Prediccidon de la estructura secundaria de las fimbrias

La comprensién de la estructura de la fimbria tipo IV puede proporcionar importantes
conocimientos sobre sus funciones bioldgicas asociadas a la patogénesis como es la adhesion,
evasion del sistema inmune, entre otras. Con este fin, en base a las secuencias nucleotidicas
obtenidas de tfpQ vy tfpl de EV345 se tradujeron las mismas con la herramienta online Expasy

Translate (https://web.expasy.org/translate) y a partir de las secuencias aminoacidicas

obtenidas se predijo su estructura con el software libre Phyre2 (Kelley et al., 2015) el cual
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permiti6 conocer a qué corresponde cada regién conservada y variable observada
anteriormente en el analisis de las secuencias. El servidor esta disponible en:

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2.

3. PRODUCCION DE PME-CD RECOMBINANTE

3.1. Plasmido de expresidon y cepas bacterianas

Para la generacion de la proteina PME-CD recombinante se utilizaron dos cepas de M.
bovis, la cepa de referencia EPP63 y el aislamiento clinico de Uruguay EV345. Dicho
aislamiento se obtuvo de un animal con signos clinicos de QIB en el departamento de
Maldonado en 2006. Ademas, ambas cepas presentaban el gen que codifica para la PME-CD
(Acquistapace, 2014).

El sistema pET fue desarrollado para la clonacion y expresién de proteinas
recombinantes en Escherichia coli. Los genes diana se clonan en los pldsmidos pET bajo control
de la transcripcidn del bacteriéfago T7. En este trabajo se utilizé el pldsmido pET-21a(+) para la
expresion de la proteina, el cual codifica para la resistencia a Ampicilina y presenta el
promotor T7 (Studier & Moffatt, 1986). Se utilizd la cepa de E. coli XL1-blue (Bullock et al.,
1987), la cual fue utilizada para la transformacion y estabilizacién de la construccién de
expresion luego de la ligacion mientras que para la expresion de PME-CD se utilizé la cepa de
E. coli BL21(ADE3) (Studier & Moffatt, 1986). Esta cepa es lisogénica para el fago ADE3, el cual
presenta el gen que codifica para la ARN polimerasa T7 bajo el promotor Lac UV5 (inducible
por IPTG en el cultivo bacteriano).

El cultivo de estas cepas se realizd en aerobiosis en caldo Luria-Bertani (LB) a 37 °C durante
24 hs a 200 rpm. En los casos en que se requirid seleccionar colonias de E. coli que portaran el

plasmido pET, se adicioné Ampicilina al medio a una concentracion final de 100 pg/mL.

3.2. Amplificacion del gen pme-cd por PCR

Para la amplificaciéon del gen pme-cd se extrajo el ADN de las cepas M. bovis EPP63 y
EV345 con el kit comercial Gen Elute Genomic DNA kit (Sigma) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante y se cuantificaron sus concentraciones con Nanodrop.

Los cebadores se disefiaron a partir de la secuencia obtenida del borrador del genoma de
M. bovis EPP63, disponible en la plataforma del Proyecto del Baylor College of Medicine
Human Genome Sequencing Center (https://www.hgsc.bcm.edu/microbiome/moraxella-bovis-
epp63). A estos cebadores se les incorporaron las secuencias de los sitios de restriccidn para el

par de enzimas Ndel y Hindlll (Invitrogen Anza) para EPP63, y Ndel y Sacl (Invitrogen Anza)
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para EV345 (Tabla 8). Al cebador de avance se le incorporé un sitio de corte de la enzima Ndel,
de forma que la enzima cortara la secuencia dejando al principio los nucledtidos
correspondientes al coddn inicio del gen. Por otro lado, al cebador reverso se le incorpord una
cola de 6 residuos de histidina luego del ultimo coddn codificante, seguida por el sitio de corte

de la enzima Hindlll (EPP63) 6 Sacl (EV345) y un coddn stop.

Tabla 8. Cebadores para amplificar las PME-CD recombinantes de la cepa EV345 y EPP63. En subrayado se indica el
sitio de restriccidon de cada enzima, y en color naranja la cola de 6 residuos de histidina en el reverse.

Cebadores de pme-CD recombinante (EV345)

Nombre Secuencia Tm (°C) Producto
(pb)

PMECD_Ndel_ 5 -CTTTGGAGGAACATATGAAACTTAATAAAATCGCTTTGG-3’ 116

F ,

PMECD_HindIl 5'- 1262

I_R CGCCCTTAAGCTTA TTTGGTTTCTACA 81,8

ACGTTAGTTAC-3’

Cebadores de pme-CD recombinante (EPP63)

Nombre Secuencia Tm (°C) Producto
(pb)
PMECD_Nde 5 -CTTTGGAGGAACATATGAAACTTAATAAAATCGCTTTGG-3’ 116
I_F ’
PMECD_Sacl 5'- 1262
R GCCCTTGAGCTCTTA TTITGGTTTCT 82,5

ACAACGTTAGTTAC-3’

La reaccion de amplificacidn se realizé en un volumen total de 25 L, conteniendo 1x
PCR buffer, 1 U de Taq platinum polimerasa (Invitrogen), 0,2 mM de cada uno de los cuatro
dNTPs, 3,5 mM MgCl,, 0,5 uM de cada cebador, y 1 uL de ADN (50 ng/mL). La calidad, pureza y
concentracién del ADN se controlé como se menciond en el punto 1.4. Como control negativo
se utilizd en cada corrida un tubo con agua bidestilada en lugar de ADN molde. El
termociclador utilizado fue el Applied Biosystems™ SimpliAmp™ Thermal Cycler con las

condiciones mostradas en la Tabla 8.

Tabla 9. Condiciones utilizadas para realizar los andlisis por PCR para amplificacion

Temperatura (°C) Tiempo (min)

Desnaturalizacion 94 5

inicial

Desnaturalizacion 94 2

Hibridacion 63 1 30 ciclos
Extension 72 1

Extension final 72 7




3.3. Purificacion del ADN plasmidico

Para la purificacion plasmidica se utilizo el kit comercial AxyPrep Plasmid Miniprep Kit: Spin
Protocol (Axygen). Se inocularon 10 mL de LB/Amp [100 pug/mL] con una colonia aislada de la
cepa E. coli XL-1 Blue-pET21a(+), E. coli BL21 pET21a(+) y E. coli pUC19 (la cual se utilizé6 como
control en la transformacion) y luego se realizé la purificacidon de los plasmidos, de acuerdo a
lo indicado por el fabricante. La presencia de los plasmidos purificados se corrobord en un gel
de agarosa 0,8 % teiiido con GelRed (Biotum) y se observé bajo luz UV. EI ADN plasmidico se

almacend a -20 °C hasta su uso.

3.4. Digestion enzimatica del producto de PCR vy del pldsmido de expresidn

La digestién enzimatica del gen que codifica la proteina PME-CD de EPP63 y EV345 se
realizd con las enzimas Ndel-Hindlll y Ndel-Sacl respectivamente utilizando el mismo buffer de
compatibilidad (Anza). De la misma manera, el plasmido pET21a (+) se digirié con ambos pares
de enzimas. El tiempo de reaccién en ambos casos fue de 15 minutos a 37 °C. La mezcla de
reaccion para la digestion del gen y del plasmido consistié en 3 ul de ADN, 1 uL de Ndel y 1 pL
de Hindlll o Sacl (segun corresponda), 2 uL 10x del buffer (provisto con las enzimas) en un
volumen final de 20 uL. Paralelamente a la digestién doble del plasmido se realizaron dos
digestiones simples del mismo gen y del plasmido con cada enzima por separado. Transcurrido
el tiempo de incubacidn se inactivaron las enzimas a 80 °C durante 20 minutos. La presencia de
los productos digeridos se corrobord en un gel de agarosa 0,8 % tefido con GelRed (Biotum) y
se observd bajo luz UV. Posteriormente, se purificaron dichos productos con el QlAquick Gel

Extraction KiT de Qiagen de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.5. Ligacidén

La ligacién del gen que codifica para la proteina PME-CD y el pldsmido pET21a(+) se realizo
con la enzima ADN ligasa T4 (Invitrogen) tanto para el inserto correspondiente a la cepa de
EPP63 como de EV345. Los productos previamente doble digeridos con las enzimas de
restriccion y purificados, se incluyeron en una mezcla de reaccidn y se incubaron durante 1 h a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn consistié en 3 pL de plasmido doble digerido y
purificado, 9 pL del gen doble digerido y purificado, 1 uL de la ADN ligasa T4 y 4 uL de buffer
(provisto con la ADN ligasa). Ademas, se incorpord un control de re-ligacidon del plasmido. En
ambos casos, el volumen final de la mezcla de reaccién fue 20 pL. Transcurrido el tiempo de

incubacion se almacenaron a -20 °C.
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3.6. Generacion de células competentes

Con el fin de generar células competentes de E. coli XL-1 Blue y E. coli BL21 (ADE3), se
inocularon 2 caldos LB de 100 mL cada uno, con una colonia aislada de E. coli XL-1 Blue 6 E. coli
BL21 (ADE3), a 37 °C con agitacidon de 200 rpm durante aproximadamente 3:30 hs. Cuando la
DOgop alcanzd valores de 0,4 se centrifugaron los cultivos a 4.000 rpm, 4 °C, durante 10
minutos, y se descartaron los sobrenadantes. Ambos sedimentos se resuspendieron en 25 mL
de CaCl, 50 mM, estéril y frio y se centrifugaron a 4.000 rpm durante 8 minutos a 4 °C.
Posteriormente las células se resuspendieron suavemente en 20 mL de CaCl, frio y se
incubaron en hielo durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacidon, las
suspensiones se centrifugaron en las condiciones anteriores y las células se resuspendieron
suavemente en 2 mL de CaCl, estéril y frio. Finalmente se agregoé glicerol estéril, 10 % (v/v) de
concentracion final, a las células competentes, las células se almacenaron en alicuotas de 220

pL a -80 °C hasta su uso.

3.7. Transformacion

La transformacion de E. coli XL-1 Blue con la construccién pET21a(+)-pmeCD se realizé en
paralelo para ambos insertos en estudio, pmeCD (EPP63) y pmeCD (EV345). Primero se
plaguearon 20 uL de células competentes E. coli XL1-Blue en Agar Luria Bertani (LA) y
LA/Ampicilina como control de viabilidad de las células. A continuacién se incubaron en hielo
200 pL de células competentes de E. coli XL-1 Blue con 8 plL de la construccidn pET21a(+)-
pmeCD durante 30 minutos, luego se realizd un shock térmico a 42 °C durante 80 segundos y
se lo dejo en hielo durante 1 minuto. Inmediatamente después se agregd 1 mL de caldo LB y se
incubd durante 1 h y 30 minutos a 37 °C con agitacidn lenta. Transcurrido el tiempo de
incubacion, las células se sembraron en agar LB/Amp [100 pug/mL] y en agar LB como control y
posteriormente se incubaron a 37 °C durante 24 hs. Asimismo, se transformé con el plasmido
religado y el plasmido pUC como control de transformacién. Las colonias que crecieron en las
placas de agar LB/Amp se almacenaron a -80 °C en caldo LB/Amp [100 pg/mL] y glicerol 20 %
(v/v) final.

Posteriormente se selecciond uno de los clones de E. coli XL-1 Blue con el vector de
expresion conteniendo el inserto, se extrajo el plasmido de acuerdo a lo descrito en la seccidn

3.4 y se transformo la cepa de expresién E. coli BL21 (ADE3) siguiendo el protocolo detallado
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mas arriba. Nuevamente, las colonias que crecieron en las placas de agar LB/Amp se

almacenaron a -80 °C en caldo LB/Amp [100 ug/mL] y glicerol 20 % (v/v) final.

3.8. Induccion de la expresién de PME-CD recombinante en E. coli

La induccién de la expresiéon de PME-CD recombinante se realizd en paralelo para ambas
construcciones (EPP63 y EV345). Se inocularon 300 mL de caldo LB/Amp [100 pg/mL] con una
colonia aislada de E. coli BL21(ADE3)(pET-pmeCD) y el medio se incubé a 37 °C con agitacion
vigorosa (200 rpm). El crecimiento bacteriano se controld midiendo la DOgynm. Cuando el
cultivo alcanzé una DOgy entre 0,4 y 0,8 (aproximadamente a las 3 horas), se tomd una
alicuota de 20 pL (t0) como control y luego se le agregd al cultivo IPTG a una concentracion
final de 1 mM para inducir la expresion de la proteina recombinante. El cultivo se incubd a 37
°C con agitacién vigorosa durante 3 hs, luego se tomé una alicuota del mismo de 20 ulL (tf)
como control de induccion. Se centrifugd el cultivo a 10.000 rpm y 4 °C durante 15 minutos. La
expresion de la proteina recombinante antes (t0) y después de la induccidn (tf) se controlé en
geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes segun se describe en 3.11.
Finalmente, el pellet obtenido se almacend a -20 °C para la posterior purificaciéon de la

proteina PME-CD recombinante.

3.9. Solubilidad de la PME-CD recombinante

Se determind si las proteinas recombinantes se producian de forma soluble o insoluble.
Para ello, una alicuota del pellet celular obtenido en el paso anterior se resuspendié en 5 mL
de buffer de lisis (NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM, pH 8), se agrego Lisozima 1
mg/mL final y se incubd en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, la suspensién obtenida
se sonicé de forma intermitente a 200-300 W durante 5 minutos (x6) en hielo y el lisado se
centrifugé a 10.000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Se colectd el sobrenadante (Extracto A)
correspondiente la fraccidn de proteinas solubles y el pellet se resuspendié en 5 mL de buffer
de lisis (Extracto B), lo correspondiente a la fraccién de proteinas insolubles. Una alicuota de
cada extracto se analizé por SDS-PAGE al 12 % como se describe en el punto 3.11 (Manual

Novagen 6ta edicidn).

3.10. Purificacion de PME-CD recombinante

Para la purificacién de ambas PME-CD se tomd como referencia el protocolo de Qiagen en

condiciones desnaturalizantes (Manual The QlAexpressionist, 2003). Las células previamente
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inducidas se resuspendieron en 9 mL de buffer A (Urea 8 M, Tris 0,01 M, NaH,PO, 0,1 M, pH 8)
y se agitd durante 1 h a temperatura ambiente. Se centrifugd el lisado a 10000 x g, 4 °C, 15
minutos. Al sobrenadante obtenido se le agregaron 8 mL de resina Ni-NTA al 50 % equilibrada
en buffer A (4 volimenes, 1 volumen = 4 mL), se separd por decantacién y se incubd por 45
minutos a temperatura ambiente la resina equilibrada con el lisado. Luego se cargd la columna
con los 8 mL de resina 50 % Ni-NTA cuidadosamente evitando la entrada de aire (se guardd
una alicuota (0)). Se lavé la columna con 13 volimenes de buffer A. El flujo de salida fue de 10-
15 mL/h, se guardd una alicuota. Luego se lavé con buffer C (Urea 8 M, Tris 0,01 M, NaH,PO,
0,1 M, pH 6.3) + Imidazole 500 Mm (10 volumenes). Finalmente se recogieron las fracciones de
la columna de la siguiente manera: los primeros 10-15 mL en un tubo y 2 tubos mas en los
siguientes 5 mL.

Previo a la visualizacidn de las proteinas por SDS-PAGE 12 % y posterior evaluacion de la
reactividad con los anticuerpos por Western blot frente a sueros y lagrimas de bovinos sanos y
enfermos, se dializé la proteina con membranas de didlisis con un corte de 14 KDa dentro de
un vaso de bohemia de 2 L en solucidn fisioldgica a 4°C, con agitacién. La solucion fisioldgica se

fue renovando cada 8 hs por 96 hs.

3.11. Visualizacion de las PME-CD recombinante (SDS-PAGE)

Para la visualizacion de las PME-CD 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 preparacidén se usé una relacion de
acrilamida/bisacrilamida de 29:1. El gel concentrador fue utilizado en todos los casos a una
concentracién final de acrilamida de 5 %. El gel separador se preparé a una concentracion final
de acrilamida de 12 %. El buffer utilizado para electroforesis fue Tris-glicina. La corrida
electroforética se realizé en una cuba Mini Protean Il de Bio-Rad a 120 V hasta que el frente de
corrida llegé al gel separador y luego se continud a 140 V. Las proteinas se suspendieron en
buffer de muestra al doble de su concentracién (2x) para electroforesis en geles de acrilamida
y se solubilizaron y desnaturalizaron por calentamiento a 100 2C durante 10 minutos. Las
bandas proteicas se visualizaron por tincion de los geles con colorante de azul brillante de
Coomassie y posterior decoloracion de los mismos con solucion decolorante. Para la
estimacion del peso molecular de la proteina se empled el marcador de peso molecular

estandar SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard de ThermoFisher Scientific.

3.12. Confirmacion de la identidad de PME-CD recombinante
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¢ |dentificacidn del inserto mediante secuenciacion

La identificacion del gen que codifica la proteina recombinante (inserto) se evalud
mediante secuenciacion y se verificd su correcto marco de lectura. Primero se extrajo la
construccion que contiene el gen de la proteina PME-CD. Se inocularon 100 mL de medio
LB/Amp [100 pg/mL] con una colonia aislada de E. coli BL21(ADE3)(pET-pme-CD) y el medio se
incubd a 37 °C durante 24 hs. Transcurrido el tiempo de incubacién se purificé el plasmido pET-
pme-CD con el kit comercial ZR Plasmid Miniprep (Zymo Research), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los plasmidos obtenidos (uno de cada proteina recombinante) se
enviaron a Macrogen junto con el par de cebadores (Tabla 10) para la secuenciacion del
fragmento conteniendo el sitio de multiple clonado del plasmido pET-pme-CD descritos en el

manual del pET-21a(+) (Novagen).

Tabla 10. Cebadores pET21a

Cebadores 5°- Secuencia-3’ Posicion Tm (°C) Tamaiio (pb)
pET21a-F TAATACGACTCACTATAG 311-329 47

1093
pET21a-R GCTAGTTATTGCTCAGCG 69-87 53,9

El alineamiento y los analisis de las secuencias obtenidas se realizaron con el programa

bioinformatico BioEdit y el programa en linea BLAST.
¢ Identificacidn de la proteina expresada mediante analisis proteémico: MALDI- TOF

Con el fin de determinar la identidad de las proteinas, las preparaciones de las proteinas
purificadas se analizaron en SDS-PAGE al 12 % y luego de la corrida electroforética se escindié
la banda del gel. Dicha banda fue remitida al Laboratorio de Bioquimica y Proteémica Analitica
del Instituto Pasteur de Montevideo para su analisis. Se analizaron los resultados con el

programa MASCOT (Matrix Science, London, UK) usando bases de datos publicas (NCBI).

3.13. Cuantificacion de PME-CD

La cuantificacion proteica se realizé mediante el ensayo de Bradford basado en la unidn
del colorante Coomassie Blue a las proteinas, provocando un cambio en el maximo de
absorcion del colorante desde 465 a 595 nm (Bradford, 1976). Para la cuantificacién de las

proteinas se construyd una curva de calibracién empleando como estandar albimina sérica
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bovina (BSA) a diferentes concentraciones (0,15 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,35 mg/mL, 0,45
mg/mL). Cada dilucidn se sembrd por triplicado. El reactivo de Bradford Dye Reagent
Concentrate (BioRad, 79201A) se afiadid (200 ulL por pocillo), tanto a las muestras de la curva
de calibracidon asi como a las muestras de PME, los mismos se agitaron y se midié en
espectrofotdmetro la absorbancia a 595 nm. Con los valores de absorbancia de la proteina BSA
se realizd6 una curva estandar, a partir de la cual se cuantificaron las proteinas PME-CD

recombinantes purificadas.

3.14. Western blot

Con el fin de determinar si las PME-CD recombinantes se expresaban in vivo, se realizaron
ensayos de Western blot empleando sueros y lagrimas de terneros sanos y enfermos de QIB,
de acuerdo al procedimiento cldsico descrito por Towbin y colaboradores (1979). Dichos
sueros fueron cedidos gentilmente por el Dr. Carlos Lopez Mazz obtenidos en el marco de las
actividades llevadas a cabo en la Estacion Experimental Prof. Bernardo Rosengurtt (Cerro
Largo, Fac. de Agronomia). Los sueros se conservaron a -20 °C en nuestro Laboratorio.

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

Las muestras de PME-CD purificadas se corrieron 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 (BioRad) utilizando una cuba de transferencia Mini Trans-blot
(BioRad), a 100 V, 1 h. Luego de la transferencia se realizé el bloqueo con buffer de bloqueo:
TBS-Tween-Leche descremada (Conaprole) al 3 % (p/v) durante toda la noche a 4 °C.
Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces en buffer de lavado: TBS-Tween y luego
se las incubd con el suero 6 ldgrima (segun fuera el caso) de un animal sano y otro
correspondiente a un animal que sufria QIB a una dilucién 1/100 (1/200 para lagrimas) en
buffer de dilucién: TBS-Tween-1 % Leche descremada durante una hora a 37 °C con agitacién.
Las membranas se lavaron tres veces con buffer de lavado. El conjugado, anti-lgG de bovino
acoplado a fosfatasa alcalina se empled en el caso de las muestras de suero (Sigma, dilucidn
1/30.000 en buffer de dilucién) y anti-lgA de bovino acoplado a fosfatasa alcalina para las
muestras de lagrimas (Sigma, dilucidon 1/10000), se incubd 45 minutos a 37 °C. Nuevamente se
lavaron las membranas tres veces con buffer de lavado y se les agregd la solucién del sustrato,

5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato (BCIP, 15 mg/mL) y tetrazolio azul nitro (NBT 30 mg/mL)
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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.

3.15. Inmunizacidn de ratones con PME-CD recombinante (EV345)

En los ensayos con animales solamente se trabajé con la PME-CD recombinante de la cepa
EV345.

3.15.1. Animales

Se utilizaron ratones CD-1 hembras de 20 a 25 gr de peso de unas ocho semanas de edad,
los cuales se mantuvieron en condiciones de cautiverio en el bioterio del IIBCE. Los animales se
alimentaron con racién comercial y agua ad libitium. El protocolo de experimentacién utilizado
fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del IIBCE, Ministerio de

Educacién y Cultura (nimero de protocolo: 002/08/2015).

3.15.2. Inmunizacidn a través de la via sistémica

Se utilizaron dos grupos de cinco animales cada uno para evaluar la respuesta
inmunoldgica de la PME-CD recombinante realizando inmunizaciones por la via subcutdnea.
Para esto se inmunizdé un grupo de acuerdo al protocolo de Pellegrino y colaboradoes (2003)
con la PME-CD recombinante combinada con el adyuvante completo de Freund (Sigma) en la
primera inmunizacién a una relacidon 1:1 con la proteina, mientras que las inmunizaciones
restantes se administraron con el adyuvante incompleto de Freund (Sigma) también en una
relacidn 1:1. El volumen inoculado en cada dosis fue de 300 pL y la cantidad de la proteina fue
de 50 pg. Luego de transcurridos los 7 dias de la ultima dosis (dia 24), los animales se
sacrificaron por dislocacion cervical y posteriormente se extrajo la sangre por puncion
cardiaca. La sangre obtenida se incubd durante 1 h a 37 °C y luego se incubd hasta el dia
siguiente a 4 °C. Posteriormente se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos y el suero se

almacend a -20 °C.

3.15.3. Inmunizacidén a través de la via intranasal

Se inmunizaron cuatro grupos de seis ratones cada uno de forma intranasal en base al
protocolo empleado por Pellegrino y colaboradoes (2003) los dias O (primera dosis), 3, 10, 17 y
24. Se inoculd un volumen de 30 L a cada ratdén (15 plL en cada narina). En los grupos que se

inmunizaron con la PME-CD recombinante se les inoculd 50 pg. También se utilizd un
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adyuvante comercial basado en un polimero (carbémero) marca Carbigen MVP Adyuvants

(http://mvpadjuvants.com/), preparado a un 10 % (v/v). La preparacidn de la formulacidn se

realizd segun las recomendaciones del fabricante. En la Tabla 11 se muestran los grupos y los

tratamientos empleados.

Tabla 11. Grupo de animales inmunizados con la PME-CD recombinante por la via intranasal

Grupo 1 2 3 4

N° de animales 6 6 6 6

Contenido de vacuna SF PME-CD PME-CD recombinante + SF +
recombinante + SF Adyuvante Adyuvante

Volimen de inéculo 30 30 30 30

total (uL)

A los cuatro grupos de animales se les extrajo sangre de la vena caudal antes de la
primera inmunizacion (Tiempo 0). Luego de transcurridos los 7 dias de la ultima dosis (dia 24),
a los animales se los anestesié con Ketamina (50 mg/kg) y Xilazina (10 mg/kg), anestésicos
inyectables de uso veterinario, y posteriormente se los eutanacié por dislocacién cervical. Se
extrajo la sangre por puncién cardiaca y se les realizaron lavados bronqueoalveolares (BAL).
Para esto, se expuso la traquea de los ratones y se les realizd una pequenia incisién por la cual
se introdujo 1 mL de PBS + EDTA 1mM con una pipeta Pasteur de punta fina y de menor calibre
que la traquea del ratdn, con el que se hicieron tres lavados para obtener el producto final
(Mufioz-Wolf et al., 2014). La sangre obtenida se incubd durante 1 h a 37 °Cy luego se incubd
hasta el dia siguiente a 4 °C. Posteriormente se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos y el
suero se almacend a -20 °C. Los BAL se centrifugaron a 1000 rpm por 5 minutos y los

sobrenadantes se almacenaron a -20 °C.

3.15.4. Determinacion de anticuerpos en suero y BAL por ELISA

Se realizaron ensayos de ELISA para determinar el titulo de anticuerpos en los sueros de
los ratones inmunizados por la via sistémica y en los sueros y BAL de los ratones inmunizados
por la via intranasal. Para este ensayo las placas de microtitulacidon (Greiner) se sensibilizaron
con 50 pg/mL de proteina recombinante PME-CD resuspendida en buffer de sensibilizacion, y
se incubaron hasta el dia siguiente a 4 °C en cdmara himeda. Luego, se lavaron los pocillos con
PBS-T. Una vez sensibilizadas, las placas se bloquearon con 200 pL de PBS-T-L y se incubaron
90 minutos a 37 °C. Las diluciones de los sueros 1/100 (y de los BAL 1/4) se realizaron en PBS-
T-L. Luego de sembrar el suero (o BAL) de cada animal (100 pL por pocillo), las placas se

incubaron 90 minutos a 37 °C en camara humeda. Después de lavar las placas con PBS-T se
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agregaron 100 pL del conjugado anti-IgG (o anti-IgA) de ratén acoplado a fosfatasa alcalina
(ABCAM, Sigma respectivamente) diluido en PBS-T-L a una dilucién 1/15000 para 1gG (o 1/40
para IgA). La incubacién del conjugado fue de 90 minutos a 37 °C. El revelado de las placas se
realizd agregando el sustrato de la enzima fosfatasa alcalina (p-nitrofenil fosfato disédico,
numero de catdlogo: N2640, Sigma) en buffer de Glicina y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente hasta que se observo el desarrollo de color. Se midid la absorbancia a

405 nm en el espectofotometro Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific).

3.15.5. Determinacion de la produccién de citoquinas por ELISA

Los niveles de las citoquinas IL-4, IL-10, INF-y se determinaron en los sobrenadantes de los
BAL de los cuatro grupos de animales inmunizados intranasalemnte (SF, PME-CD, PME-CD +
Adyuvante, Adyuvante). Para ello se utilizé un kit de ELISA de captura comercial (BD OptEIA)
segln las instrucciones del fabricante. Brevemente las placas de microtitulaciéon se
sensibilizaron con anticuerpo de captura anti-IL4, anti-IL10 o anti-INF-y, segln corresponda, en
buffer de sensibilizaciéon y se incubaron toda la noche a 4 °C. Posteriormente las placas se
bloquearon con 100 pL de PBS-3 % BSA por pocillo durante 2 hs a temperatura ambiente.
Luego se sembrd un volumen de 50 pl/pocillo de una dilucién 1:4 de los BAL y de la curva
estandar de IL4, IL10 o INF-y, segun correspondiera, diluidos en PBS-3 % BSA los cuales se
incubaron por 2 hs a temperatura ambiente. El anticuerpo de deteccidn biotinilado (anti-IL4,
anti-IL10 o anti-INF-y, segun corresponda) se incubé 2 hs a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregd estreptavidina/HRP y las placas se incubaron por 45 minutos a
temperatura ambiente. El revelado se realiz6 adicionando TMB/Perdxido de hidrogeno e
incubando 15 minutos a 37 °C. Cuando se observé desarrollo de color la reaccién se detuvo
con el agregado de 50 pL/pocillo de H,S0, 3 M y se midié la absorbancia a 450 nm. Las
concentraciones de IL-4, IL-10, INF-y obtenidas en cada grupo se calcularon realizando una
interpolacion con la curva del estandar de IL-4, IL-10, INF-y segln correspondiera, realizada en

la misma placa.

3.15.6. Andlisis estadisticos

Se evaluaron los supuestos basicos de la estadistica paramétrica y se analizaron las
diferencias entre los grupos de animales. En aquellos casos en que las distribuciones
cumplieron con dichos supuestos se empleé el test de Andlisis de Varianza (ANOVA) para la
comparacion entre medias de los tratamientos. En los casos en que se encontraron diferencias,

se evalud posteriormente mediante el Test de Tukey entre qué grupos se dieron dichas
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diferencias. En los casos en que fue necesario emplear estadistica no paramétrica la
comparacion entre grupos se realizd mediante el Test de Kruskal-Wallis con posterior
comparacion entre grupos empleando el Test de Man Whitney. Los analisis estadisticos se

realizaron empleando el software Past (Hammer et al., 2001) estableciéndose un nivel de

confianza del 95 %.
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RESULTADOS

Capitulo 1. Analisis de genes fimbriales de M. bovis

4. SELECCION DE CEPAS

4.1. Presencia del primer gen fimbrial

Para confirmar que los genes fimbriales estaban presentes en distintas cepas clinicas de M.
bovis se amplific6 mediante PCR convencional parte del primer gen fimbrial que esta localizado
hacia el extremo 5 del locus fimbrial de M. bovis, con el par de cebadores fim09_F/fim09_R
(Fig. 2). Al producto de amplificacion, de un tamafio esperado de 603 pb, se le llamé fim09 (Fig.
5). Todas las cepas de M. bovis amplificaron dicho gen. Los productos de PCR se enviaron a
secuenciar y las secuencias obtenidas fueron editadas en BioEdit. Se realizé un alineamiento
multiple en base a las secuencias obtenidas el cual permitié observar la alta variabilidad entre
las secuencias aminoacidicas de las fimbrias (Fig. 6). Si bien presentaron una region conservada
al inicio de cada secuencia (extremo 5°), hacia el extremo 3 presentaron una creciente
variabilidad. Ademds, éstas secuencias editadas se evaluaron en BLAST para conocer su
homologia con la base de datos publicos, mostrando homologia del 94 % con Moraxella bovis
pilin gene, complete cds, GenBank: M92155.1, el cual se esperaba amplificar. Con estos
resultados no se le pudo atribuir a fim09 que tipo de fimbria en conformacién de expresion
correspondia. Estos resultados permitieron saber que todas las cepas de M. bovis presentan
parte del primer gen fimbrial del locus, aunque no fue posible discernir en cual conformacion

de fimbria se encontraban las secuencias obtenidas (tfpQ 6 tfpl).

1000
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Figura 5. Productos de amplificacion de fim09 de M. bovis. 1-Marcador de tamafio molecular 1kb plus
Thermo, 2-5120, 3-EV345, 4-64, 5-SJ01, 6-CANIIIB, 7-SJ03B, 8-LC190, 9-SJ02, 10-EV250, 11-EV4508B, 12-
CANIIA, 13-SJ07, 14-EV450A, 15-EV121, 16-BM3A, 17-771A, 18-EPP63, 19-Control negativo. Tamafio del
amplicén: 603 pb, indicado con una flecha negra.
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Figura 6. Alineamiento multiple en MEGA de las secuencias de aminodcidos de fim09. Hacia el extremo 5'se
visualizan secuencias mas similares entre si y conservadas, hacia el extremo 3" se observa mayor variabilidad de
secuencias.

4.2. Produccidon de fimbrias: Movilidad twitching

Para tener una aproximacion sobre la produccién de fimbrias en la coleccién de Moraxella
spp. se realizd un cultivo liquido y posteriormente se inocularon las bacterias en medio sélido,
donde se pudo observar luego de 96 hs el movimiento twitching caracteristico de las fimbrias
tipo IV. Las cepas analizadas presentaron diferentes morfologias entre ellas (Fig. 7). En algunos
casos el halo externo presenté una morfologia rugosa e irregular (CANIIIB, 64, EV250, BM3A,
EV121, PRO) y en otros presentd una morfologia lisa (EPP63, EV345, BAA1259, CANIIIA,
EV450B, LC190). Todas las cepas analizadas presentaron la capacidad de realizar el movimiento

twitching.

Figura 7. Movilidad twitching. Se visualiza el movimiento twitching de algunas cepas de M. bovis y M. bovoculi
en placas de TSA + sangre ovina luego de 4 dias de incubaciéon a 37 °C con cdmara himeda. Se observan
diferentes morfologias entre las cepas analizadas. Mediante flechas se sefiala el halo de crecimiento externo, el
cual se evalué por TEM.



4.3, Visualizacion de las fimbrias mediante Microscopia Electrénica de

Transmision (TEM)

A continuacidn se visualizaron las fimbrias por TEM, a partir de muestras tomadas en la
regidon mas externa del halo de crecimiento (twitching). Se observaron tanto fimbrias unidas a
las bacterias (Fig. 8), como desprendidas de éstas (Fig. 9). En general, se visualizaron pocas

bacterias con fimbrias en todo el campo de visualizacion.
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Figura 8. TEM del halo externo de crecimiento del twitching de M. bovis y M. bovoculi. A y B:

Se muestran las fimbrias (flechas) de M. bovis (EPP63). Cy D se muestran las fimbrias (flechas) de
M. bovoculi (BAA1259).
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Figura 9. TEM del halo de crecimiento externo
del twitching de M. bovis. Se muestran las
fimbrias desprendidas de la bacteria.

En base a estos resultados (presencia de una porciéon del primer gen fimbrial,
capacidad de exhibir la movilidad twitching y la visualizacidn de fimbrias por TEM) y sumado a
la presencia de otros genes de virulencia (tolC, pmeCD, pme79, fur, mbxA y plB) estudiados
anteriormente por nuestro laboratorio (Sosa et al., 2015; Acquistapace, 2014), se selecciond
una cepa de M. bovis y una de M. bovoculi para posteriores ensayos de obtencién de fimbrias,
secuenciaciéon gendmica y generacién de proteina recombinante. Las cepas seleccionadas

fueron: EV345 de M. bovis y PRO de M. bovoculi, como se muestra en la Tabla 12.
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Tabla 12. Presencia de genes de virulencia y capacidad de movilidad twltching en las cepas analizadas. En color
rosado se resaltan las dos cepas seleccionadas para continuar el estudio.

Aislamiento Especie pmeCD fim09 Twitching tolC* pme79* fur* mbxA* pIB*

EPP63 M. bovis + + + + + + + ¥
BAA1259 M. bovoculi + - + - - - + -
CANIIA M. bovis + + + - - - + -
CANIIIB M. bovis + + + - - - + -
EV250 M. bovis + + + + + + + +
EV450B M. bovis + + + - - - + -
64 M. bovis + + + - - - + -
BM3A M. bovis + + + + + + + +
EV121 M. bovis + + + + +

EV345 M. bovis + + + + + + + +
EV450A M. bovis + + + + - - + -
LC190 M. bovis + + + + + + + +
SJol M. bovis + + + + + + + -
SJ02 M. bovis + + + + + - + +
SJO3B M. bovis + + + + + - + +
SJo7 M. bovis + + + + + + + +
771A M. bovis + + + + + - + +
5120 M. bovis + + + + + - + +
PRO M. bovoculi + - + - = = + -

*Sosa et al., 2015

5. EXTRACCION DE FIMBRIAS

Se evaluaron diferentes medios de cultivos y métodos de separacion de fimbrias en la cepa
de M. bovis seleccionada anteriormente (EV345). Sin embargo, no se logré obtener fimbrias
con ninguno de los protocolos evaluados. Las extracciones obtenidas con los diferentes
protocolos se visualizaron en SDS-PAGE 15 % y las bandas de tamafio esperado: 20 KDa (de
acuerdo a su peso molecular podia corresponder a la fimbria Tfpl) y 17 KDa (podia
corresponder a la fimbria TfpQ) se escindieron del gel y se analizaron por MALDI-TOF (Servicio
IPMont). Las identidades de dichas proteinas extraidas presentaron homologia con diferentes
proteinas de M. bovoculi, M. catarrhalis o Moraxella caprae pero ninguna con fimbrias (Fig.

10).
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Figura 10. Extraccion de fimbrias de M. bovis, SDS-PAGE 15 % .Std: Marcador de
peso molecular (KDa), 1: protocolo de Rhuel et al., 1988, 1": protocolo de Rhuel et
al., 1988 modificado, 2: protocolo de Zbrun et al., 2012, 3: protocolo de Lepper et
al., 1986. Las flechas negras indican las bandas extraidas e identificadas por
MALDI-TOF (IPMont).

De este modo, se identificé un conjunto de proteinas de membrana por MALDI-TOF (Tabla
13). La proteina hipotética que se muestra en la Tabla 13, en el punto D y E, presenta
homologia con la PME-J de M. bovoculi y con la Porin family protein de M. bovoculi. Esta
proteina fue identificada cuando se utilizé el protocolo de Zbrun et al., 2012 y el de Lepper et
al., 1986. Ademas, se identificd una proteina homdloga a la PME-A de Moraxella caprae (A),
luego una homodloga a una proteina hipotética de M. bovoculi (B) y otra homodloga a la UspAl

de M. catarrhalis (C).

Tabla 13. Identificacién de proteinas por MALDI-TOF

Protocolo MALDI TOF Genbank

1. Ruehl et al., 1988 A- cell envelope biogenesis protein PME-A de Moraxella gi656071393
caprae (19 KDa)
B- hypothetical protein AAX06_10525"de Moraxella bovoculi

(21 KDa) gi817923932

2. Zbrun et al., 2012 C- surface protein A1 UspA1, partial [Moraxella bovoculi 237]  gi639139271
(35 KDa)

D- hypothetical protein de M. catarrhalis (18 KDa) gi738474238

3.Lepper et al., 1986 E-  hypothetical protein de M. catarrhalis (18 KDa) gi738474238
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6. SECUENCIACION GENOMICA

En base a la poca informacidn disponible sobre las secuencias fimbriales de M. bovis y de
M. bovoculi, sumado a que no se conocia el genoma de M. bovis y a que hay muy pocos
genomas disponibles en las bases de datos publicas de M. bovoculi, surgié la necesidad de
secuenciar los genomas de ambas especies a partir de las dos cepas seleccionadas

anteriormente (M. bovis EV345 y M. bovoculi PRO).

6.1. Confirmacion de la identidad molecular de M. bovis EV345 y M. bovoculi

PR

Se realizaron cultivos frescos en agar sangre observandose la morfologia colonial de ambas
cepas: colonias circulares pequefias y grisaceas con un halo B hemolitico. Posteriormente se las
repico a agar BHI a partir del cual se realizaron las pruebas bioquimicas las cuales exhibieron el
siguiente perfil bioquimico: catalasa positiva, oxidasa positiva, sin crecimiento en McConkey.
Ademas se evalud la morfologia microscépica siendo cocobacilos gram negativos, agrupados
como diplococos. Ambas cepas analizadas presentaron caracteristicas esperadas para M. bovis
y M. bovoculi. La identidad molecular de EV345 y PRO se confirmd mediante la secuenciacién
del gen que codifica al ARNr 16S por PCR. Los productos de amplificacion se analizaron en
geles de agarosa tefiidos con GelRed y presentaron el tamafo esperado (1500 pb
aproximadamente). Luego de ser secuenciados se analizaron con la herramienta
bioinformatica BLASTn. Finalmente, EV345 presenté un 99 % de homologia con M. bovis
(GenBank: IN0O01944.1) y PRO un 99 % con M. bovoculi (GenBank: JNO01971.1) respecto a las

secuencias publicadas.

6.2. Secuenciacion gendmica

Una vez obtenidos los dos ADN gendmicos se enviaron a secuenciar al servicio del 1IBCE
con la plataforma de lon Torrent. El genoma de PRO (M. bovoculi) no se logré secuenciar
debido a que el ADN gendmico se degradd durante la secuenciacidn, sin embargo, se
obtuvieron mejores resultados para EV345 (M. bovis). Los datos de sus concentraciones y
pureza se encuentran en la Tabla 14. El ensamblado presentd un valor bajo de N50: 4463, por
lo que éstese encontraba muy fragmentado y no fue posible ensamblar todo el genoma de M.

bovis.
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Tabla 14.Concentracion y pureza de los ADN gendmicos que se secuenciaron en lon Torrent

Aislamientos Especie [ADN]ng/uL 260/280 260/230
PRO M. bovoculi 42,0 2,05 1,57
EV345 M. bovis 65,5 1,93 1,62

De todas maneras, estos resultados permitieron realizar el andlisis de diferentes genes de
virulencia. A partir de estos analisis se pudieron obtener las secuencias que conforman el locus
fimbrial, pero debido a que las secuencias del gen tfpQ y tfpl se encontraban en diferentes
contigs no fue posible determinar el orden en el cual estaban localizados. Dicho orden de
genes permite conocer la orientacion de los genes fimbriales dentro del locus, indicando cual
gen fimbrial se encuentra en la conformacidn de expresion. Segun Fulks et al., (1990) el gen
fimbrial que se encuentra en el extremo 5° esta en la conformacién adecuada para su
expresion aunque el otro gen que se encuentra hacia el extremo 3’del locus estaria en la
conformacion de no expresion (pseudogen).

A modo de analisis complementario, las dos cepas seleccionadas inicialmente (EV345 y
PRO) se enviaron a secuenciar al servicio de MicrobesNG (Universidad de Birmingham, UK) con
tecnologia Illumina. De acuerdo a las especificaciones de este servicio, se utilizé otro kit
comercial de extraccién de ADNg (Qiagen), diferente al utilizado anteriormente para el lon
Torrent (Sigma).

En la Tabla 15 se muestran las concentraciones y pureza de ambos ADN. Las métricas de
ensamblaje se calcularon usando QUAST y se pueden visualizar en la Tabla 16 y en las Figura 11

y 12 que se encuentran a continuacion.

Tabla 15.Concentracidn y pureza de los ADN gendmicos

Aislamientos Especie [ADN]ng/uL 260/280 260/230
PRO M. bovoculi 37,7 1,82 2,46
EV345 M. bovis 119,2 1,86 2,29
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Figura 11. Reporte Quast de M. bovis EV345. Se observa el grafico
del nimero de contigs vs el largo acumulativo (pb).
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Figura 12. Reporte Quast de M. bovoculi PRO. Se observa el grafico
del numero de contigs vs el largo acumulativo (pb).
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Tabla 16. Resultado brindado por QUAST de los dos genomas obtenidos en MicrobesNG.

M. bovis EV345

M. bovoculi PRO

# contigs 126 # contigs 31

# contigs (>= 0 bp) 165 # contigs (>= 0 bp) 58

# contigs (>= 1000 bp) 109 # contigs (>= 1000 bp) 28
Largest contig 213382 Largest contig 595495
Total length 2853777 Total length 2146333
Total length (>= 0 bp) 2865932 Total length (>=0bp) 2156921
Total length (>=1000 2841521 Total length (>= 1000 2144664
bp) bp)

N50 55139 N50 224129
N75 30412 N75 152870
L50 15 L50 3

L75 32 L75 6

GC (%) 43.78 GC (%) 45.38
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Es importante resaltar los siguientes valores que muestra la Tabla 16:
e # Contigs es el nimero total de contigs en el ensamblaje.
e lLargest contig es la longitud del contigs mas largo en el ensamblaje.
e GC (%) es el numero total de nucleédtidos G y C en el ensamblaje, dividido por la
longitud total del ensamblaje.
e N50 es la longitud para la cual la coleccidn de todos los contigs de esa longitud o mas

abarca por lo menos la mitad del ensamblado.

Los genomas ensamblados se analizaron en RAST, el cual permitié anotar ambos
genomas y analizar la presencia tanto del gen ribosomal 16S correspondiente a M. bovis para
el caso de EV345 y M. bovoculi para el caso de PRO, asi como también la presencia de
diferentes genes que codifican para proteinas de interés que son potenciales antigenos.

Ademas del analisis de las dos fimbrias tipo IV que presenta M. bovis se observd la

presencia de un tercer gen fimbrial, pero éste es diferente al tfpQ vy tfpl.

6.3. Analisis genético de los dos tipos de fimbrias tipo IV (tfpQ, tfpl)

En base a estas secuencias obtenidas y conociendo las dos conformaciones posibles
que puede adoptar el locus de M. bovis EPP63 (publicado en la base de datos, GenBank:
M32345.1 y GenBank: M59712.1), el cual se utilizé como guia de la disposicion de los genes, se
disefiaron cebadores para amplificar ambos tipos de fimbrias en todas las cepas de M. bovis a
estudiar. El cebador de avance era el mismo para amplificar los dos tipos de genes fimbriales
(tfpQ y tfpl) debido a que se localiza en una regién conservada y aguas arriba respecto al sitio
de recombinacion. Los cebadores reversos se encuentran localizados en la misma posicion
pero son reversos complementarios entre si (Fig. 3). Esta disposicion de los cebadores permitio
observar que el gen de la proteina TfpB, ubicado entre ambos genes fimbriales también
participa en el switch. En consecuencia, el producto de PCR contiene la secuencia codificante
del gen fimbrial, la regidon intergénica con el gen tfpB, y la mayor parte del gen tfpB (Fig. 2).

Los resultados permitieron observar que un mismo ADN presenta al mismo tiempo el
gen tfpQ vy tfpl en conformacién de expresion, dado que resulté positiva la amplificacién de
ambos genes cuando se evalud por PCR. Esto se observé en 12 de las 17 cepas evaluadas de M.
bovis (Fig. 13 y 14). La amplificacion del gen tfpl presenté mds inespecificidad observandose
bandas de diferentes tamafos e intensidad, sefialadas con flechas color bordé en la figura 14.

Dichas bandas fueron purificadas y secuenciadas por Macrogen resultando ser ADN polimerasa
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Il subunidad épsilon (700 pb aprox.) y proteina hipotética de M. bovoculi (1000 pb aprox.). A
su vez, la cepa BM3A y 5120 amplificaron un tamafio mayor al esperado, y por secuenciacion

se determind que correspondia a la secuencia del gen fimbrial tfpl.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19
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Figura 13. Productos de amplificacion correspondientes al gen fimbrial en conformacion
Q. 1- Marcador de tamafio molecular 1kb plus Thermo, 2-CANIIIA, 3-CANIIIB, 4-EV250, 5-
EV4508B, 6-64, 7-BM3A, 8- EV121, 9-EV345, 10-EV450A, 11-LC190, 12-SJ01, 13-SJ02, 14-
SJ03B, 15-SJ07, 16-771A, 17-5120, 18-EPP63, 19-Control negativo. Tamafio del amplicén:
1236 pb, indicado con una flecha negra.
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Figura 14. Productos de amplificacion correspondientes al gen fimbrial en conformacion | en cepa
de M. bovis. 1-Marcador de tamafio molecular 1kb plus Thermo, 2-5120, 3- EV345, 4-64, 5-SJ01, 6-
CANIIIB, 7- SJ03B, 8- LC190, 9- SJ02, 10-EV250, 11-EV450B, 12-CANIIIA, 13-S)07, 14-EV450A, 15-
EV121, 16-BM3A, 17-771A, 18- EPP63, 19-Control negativo. Tamafio del amplicén: 1282 pb,
indicado con una flecha negra. Flechas color bordd indican las bandas inespecificas purificadas y
secuenciadas también por Macrogen.

Se editaron las secuencias de tfpQ y tfpl en BioEdit y se realizaron alineamientos
multiples en MEGA. Ambas conformaciones presentaron una regidon conservada hacia el
extremo 5° (Fig. 15) y luego resultaron muy variables entre si, tanto dentro del grupo de las
tfpQ como de las tfp/, lo que hace muy dificil distinguir a qué gen fimbrial corresponde cada
secuencia (Fig. 15 y 16). En las figuras de los alineamientos y en las filogenias no se incluyeron

las secuencias de tfpl de EV250 y BM3A, debido a que son muy diferentes a las demas

secuencias, y su inclusion generaba un tercer agrupamiento en las filogenias. Para el caso de
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EV250 presenta inserciones a lo largo de la secuencia comparandolas con las demas cepas, y
BM3A es diferente incluso en la region intergénica con el gen tfpB, donde todas las demas

secuencias mantienen similitud entre las tfpQ, y las tfpl.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
D @S| =@mwWY ol R R Y Y L |

DNASequences Translated Protein Sequences

Species/Abbi Group Neme e
. EPPG3-Q 2 kag | S| | BN
. 5702-Q
. SJ03B~Q
. S307-9
. 11900
. EV250-Q
EV345-Q
. 771
9. sJ01-
10. EVL21-Q
11. BM3A-Q
12. sa01 T
13. 57038_I
14. Lc190 I
15. S302_T
16. S307_T
17. EVi21 I
18. 771A T
13. EPPG3_I vfEracf
20. Ev34s I
21. 51201

Figura 15. Alineamiento multiple en MEGA a partir de las secuencias aminoacidicas. Las secuencias fimbriales ya
sea tfpQ o tfpl son mas conservadas hacia el extremo 5° y mas variables hacia el extremos 3".

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
O &S| = & Wi | W S| o "L By b X ¥ (| a 4 Bh iy @8,

DNASeguences | Translated Protein Sequences |

Species/Rbbr Broup Name *
1. EPP63-Q
2. 5302-Q
3. SJ03B-Q
4. S307-Q
5. 1LC190-0Q
&. EV250-Q
7
8
9

e | % W] e Wiw| e e [wlw] Jww

. EV345-Q
. TTIA-Q

. sJ01-Q

10. EV121-Q
11. BM3A-Q
12. SJ01_I
13. 5J03B_I
14. LC180 T
15. sJ02_I
16. SJ07_I
17. EV121_I
18. 771A T
19. EPP63_I
20. EV345_I
21. s120 I

Figura 16. Alineamiento multiple en MEGA dentro de la region codificante de las fimbrias. Se observa una
variabilidad genética a nivel de nucledtidos hacia el extremo 3’ entre las diferentes cepas de M. bovis.
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Tabla 17. Resultado de la presencia de los tres productos de PCR fimbriales en las cepas de M. bovis

Productos de PCR

Aislamientos

fim09 tfipQ tfpl
EPP63 + + +
CANIIIA +
CANIIIB +
EV250 + + +
EV450B +
64 +
BM3A +
EV121 +
EV345 +
EV450A +
LC190 + + +
SJo1 + + +
SJ02 + + +
SJO3B + + +
SJo7 + + +
771A + + +
5120 +

Estos resultados permitieron determinar que las 17 cepas evaluadas de M. bovis
presentan el primer gen fimbrial que se encuentra mas en el extremo 5° del locus de M. bovis,

de esas 17 cepas 12 presentan el gen tfpQy las mismas 12 el gen tfpl.

La secuencia intergénica ubicada entre el primer gen fimbrial y el gen tfpB es similar
entre secuencias de una misma conformacién pero difiere entre las conformaciones Q e | (Fig.
17). En base a esta situacién, esta regidn permitid distinguir cuando el gen se encontraba en la
conformacion de expresién de tfpQ 6 de tfpl. Se confirmd a través de BLAST que esta region
conservada no codifica ninguna proteina ni presentaba marcos abiertos de lectura.. Luego de
realizar el alineamiento multiple entre estas secuencias se construyd un arbol filogenético (Fig.
18). Esta filogenia permitié observar una clara agrupacion entre las secuencias de tfpQ y otra

conformada por las secuencias de tfpl.
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Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
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1. EPFE3-0
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3. SJO3B-Q
4. SJOT-4
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&. EV250-Q
7. EV345-Q
8. 771n-Q

9. sSJo1-g¢

10. EViz1i-Q
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i5. sSJ02_I
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17. EVi21 T
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19. EPP63 I
20. EV345 I

21. 5150 T B EE

Figura 17. Alineamiento multiple en MEGA de la region intergénica. Se visualiza la region intergénica que
se encuentra entre el gen fimbrial (tfpQ 6 tfpl) y el gen tfpB. Las primeras 11 secuencias comenzando de
mds arriba se encuentran en conformacién Q y las secuencias son muy similares entre ellas. Las
secuencias de mas abajo en el alineamiento corresponden a las secuencias en conformacién |, siendo
similares entre si. A su vez, las secuencias en conformacién Q e | no son iguales entre si.
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Figura 18. Arboles filogenéticos de tfpQ y tfpl. Método Méxima Verosimilitud. Los valores boostrap son de 1000. El 4rbol de la
izquierda se realizd a partir de las secuencias nucleotidicas, y el de la derecha con los aminoécidos. En ambas filogenias se observan
dos agrupaciones diferenciales donde se ubican las secuencias tfpQ por un lado, y las tfpl por otro.

Si en el analisis de las secuencias no se incluye la regidn intergénica ni parte del gen
tfpB, y solamente se incluye la regién codificante de las fimbrias, el arbol filogenético pierde
las dos agrupaciones de tfpQ y tfpl que se observd anteriormente, no permitiendo conocer

cual conformacion presenta cada secuencia. Esto se debe a la variabilidad que presentan las
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secuencias tanto nivel de nucleétidos como de aminoacidos dentro de la regidn codificante de

SJ0L_|
ﬁ# SJ03B_|
99 SJ02_1

o LC190_I
100 EPP63._|

las fimbrias (Fig. 19).

31 EV345_|
EV345-Q
s EV121-Q
| 00| — S307-Q
681 771A-Q
EPP63-Q
SJ02-
70 | Q
oolr S3038-Q
a7| |EV250-Q
3315301-Q
100 SI07_
L 5120 |
- —  BM3AQ
o LC190-Q

” EV121 |
100|—771A_I
0.1

Figura 19. Arbol filogenético de la region codificante de tfpQ y tfpl. No

se incluye la regidén intergénica ni el gen tfpB. Método Maxima

Vesrosimilitud. Los valores boostrap son de 1000. No se observan dos

agrupaciones como se veia en la figura 16.

El cebador reverso Q_R hibrida en tfpB cuando el locus esta en conformacion de

expresion Q y el cebador reverso Q_|I hibrida en tfpB cuando el locus estad en conformacion de
expresion I. Q_R y Q_I son reversos complementarios entre si. Esto nos muestra que el gen

tfpB también participa en el switch de cambio de fase de un tipo de fimbria a otra.

6.3.1. Prediccion de la estructura secundaria de las fimbrias TfpQ y Tfpl

Las secuencias nucleotidicas del gen tfpQ y tfpl de EV345 se tradujeron y en base a
estas secuencias aminoacidicas se predijo la estructura secundaria de las fimbrias TfpQ y Tfpl
de EV345 en Phyre2 (Fig. 20). Esta estructura permitié observar a qué corresponde cada region
de las secuencias analizadas anteriormente. El dominio N-terminal (regién constante)
comprende una a-hélice, el dominio C-terminal (regién variable) comprende loop-af, hojas-B y
la region D. El loop-af y la regién D son regiones importantes para las interacciones con otras
fimbrias, receptores de células hospedadoras y componentes inmunes, participan en la

adhesidn a las superficies y estd involucrada en la evasién al sistema inmune. Esta regién D es
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codificada por la secuencias comprendidas en la regidn variable del extremo C-terminal. Para

ambos tipos de fimbrias se observa la misma estructura secundaria.

éw':;fpl
W

L

Region D Region D

Figura 20. Prediccion de la estructura secundaria de TfpQ y Tfpl. A
través de una flecha y un circulo se indica la region D de ambas
fimbrias de M. bovis. Esta regidn es codificada por la region variable
de las secuencias fimbriales.

6.3.2. Comparacion entre las secuencias de fim09, tfpQ v tfpl

Se compararon todas las secuencias obtenidas de fim09, tfpQ y tfp/ en MEGA. En los
tres casos la region 5" estd conservada entre todas las cepas (Fig. 21), ya sea un tipo u otro de
fimbria, luego hacia el extremo 3’son variables. Como se puede observar en la Figura 22, las
secuencias del primer gen fimbrial quedan agrupadas tanto con las secuencias de tfpQ como

de tfpl.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
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DNASequences | Translated Protein Sequences

species/abbrvy  |Group Name
7. EV345-Q

2. 7718-

2. sJ01-Q

10. EVi21-Q

11. BM3R-Q

26. BM3A_fim09

27. EV121 £imo9
28. EV345_£im0g
29. EVasoa fimog
30. 1C190_£im0d

36. 5120 £im09

Figura 21. Alineamiento multiple de todas las secuencias aminoacidias de las fimbrias (fim09, tfpQ, tfpl). E
extremo 5’es conservado entre todas las secuencias fimbriales.
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Observando la filogenia de la Figura 22 no es posible determinar a qué tipo de fimbria
corresponde cada secuencia correspondiente al primer gen fimbrial (producto de PCR llamado
fim09), dado que se agrupa tanto con los genes tfp/ como con los tfpQ.
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Figura 22. Arbol filogenético en MEGA de fim09, tfpQ (regién codificante) y tfpl (regién codificante). Las tres
secuencias se agrupan sin mostrar un patrén determinado.
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6.3.3. Andlisis del locus fimbrial de M. bovis a partir de PCR

Dado que solamente se encuentran disponible en las bases de datos publicas las dos
secuencias del locus fimbrial con la orientaciéon Q e | para M. bovis EPP63 (publicadas 10 afos
atrds) se planted la necesidad de conocer las secuencias del locus fimbrial completo de cuatro
cepas de M. bovis (BM3A, EV345, EPP63, 771A) que habian resultado positivas tanto para tfpQ
como para tfpl. Para ésto se amplificd por PCR el locus fimbrial (Fig. 23) con su posterior
secuenciacion. EV345, EPP63 y 771A presentaron bandas del tamafio esperado, sin embargo
BM3A presentd una banda mayor. Los productos de PCR se enviaron a Macrogen, donde se
realizo la extraccidon de bandas de interés (igual 6 mayor a 2100 pb) y posterior secuenciacion.
Debido al tamafio del producto de PCR fue necesario enviar para su secuenciacién, ademas del
par de cebadores L1/L2, un cebador interno para cada conformacion que puede adoptar el
locus: Q_R y |_R. Cuando se editaron estas secuencias en BioEdit no se pudo completar la
totalidad de la secuencia del locus. Debido a que los cebadores L1 y L2 hibridan con regiones
fuera del segmento invertible, las secuencias obtenidas con el cebador L1 se consideraron en
la direccion de “expresion”, mientras que las secuencias obtenidas con el cebador L2 se
tomaron con la orientacion opuesta. En base a este analisis, los cuatro ADN analizados con

este par de cebadores estarian en la conformacién de expresion de Tfpl.

——
3000 s
2000 <4
-

—

—

1000

Figura 23. Productos de amplificacion
correspondientes al gen del locus
fimbrial en cepas de M. bovis.
1.Marcador de tamafio molecular 1Kb
plus Thermo, 2-BM3A, 3-EPP63, 4-
EV345, 5-771A, 6- Control negativo.
Tamafio esperado del amplicén:2100
pb, indicado con una flecha negra.
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6.3.4. Andlisis del locus fimbrial de M. bovis a partir de la secuenciacidn

gendmica de EV345

A partir del genoma de EV345 secuenciado por Illumina se analizé el locus fimbrial en
RAST vy se visualizd en Artemis, estando presente una sola vez en el genoma. Ademas, se
conocié la secuencia entera del locus fimbrial de EV345, el cual se encontraba en la
conformacion de expresién de |, siendo en este caso la fimbria en conformacion Q el

pseudogen (Fig. 24).
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Figura 24. Visualizacion en Artemis de la region donde se encuentra el locus fimbrial en M. bovis EV345. Mediante
flechas anaranjadas se indica la posicion del gen tfpl, tfpB y tfpQ.

En la figura 25 se muestra el resultado del andlisis filogenético obtenido de las

secuencias obtenidas anteriormente en este trabajo:

e tfpQ, tfpl (obtenidas por PCR)

e Jocus EV345-| (obtenida por secuenciacién genémica)
e Jocus EPP63 Qe | (publicadas en base de datos)

e tfpQy tfpl (publicadas en la base de datos).

Se observan dos grandes agrupaciones (tfpQy tfpl):
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Figura 25. Arbol filogenético de las secuencias obtenidas en el presente trabajo de tfpQ y tfpl, incluyendo las
secuencias obtenidas en el genoma de EV345, ademds de las secuencias publicadas en la base de datos publicas
para tfpQy tfpl. Método de Maxima Verosimilitud. Boostrap: 1000.
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6.3.5. Comparacion de todas las secuencias fimbriales de EV345

Se compararon las secuencias obtenidas por PCR con la secuencia del locus fimbrial
obtenido a partir de la secuenciacién gendémica de EV345. El resultado mostré que las
secuencias tfpl de EV345 obtenidas por PCR presentaban homologia con el primer gen fimbrial
en conformacidn de expresion del locus, y la secuencia tfpQ obtenidas por PCR presentaban
homologia con el segundo gen fimbrial del locus (conformacion de no expresién). Esto muestra
que la conformacién del locus que presenta la cepa EV345 secuenciada por MicrobesNG es |.

Este andlisis se realizé en el software CLC Genomics Workbench 11 (Fig. 26).

2500 2550 2600 2650

Contig 15 EV345

Consenso

Cobertura |

tfpl + tfpB tfpQ

Figura 26. Comparacion de todas las secuencias de EV345. Se muestra un alineamiento entre el contig de
interés (conteniendo el locus fimbrial de EV345) y las secuencias obtenidas por PCR de tfp/ (color verde) y tfpQ
(color rojo). Las regiones en rojo indican la cobertura entre los alineamientos, cuanto mas ancha mayor es ésta.
La conformacidn de expresion del locus fimbrial en el genoma de EV345 es de I.

6.3.6. Andlisis de secuencias invertidas en el genoma

Dado que el resultado anterior obtenido a partir de la secuenciacién genémica no se
correspondid con lo obtenido por PCR, se analizaron las secuencias invertidas dentro de la
region del locus fimbrial. Para esto se analizaron lo reads pareados que estan en la misma
orientacién y se alinean con el contig que contiene el locus fimbrial, estos son pares de
secuencias que se alinean de acuerdo a una inversion (los pares los forman el 1 con el 2, el 3
con el 4 y asi sucesivamente). Por otro lado, como se ve en la Figura 27, estan los reads
identificados con letras, estas son las secuencias que presentan un corte en uno de sus
extremos debido a una inversién. Este ultimo grupo de secuencias son la minoria, sin embargo
se encuentran dentro de la zona de interés. Todas estas secuencias se visualizan en color verde
junto con las secuencias de tfpl, y en color rojo las secuencias de tfpQ indicando que esta
ultima se encuentra en la hebra contraria. Por lo tanto se observa mayor cantidad de reads

invertidos en la conformacion de tfp/ que de tfpQ.
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Por otro lado, en este alineamiento se localizo el sitio de recombinacién (donde actua
la recombinasa Piv) y detectamos la secuencia en varios reads que abarcaban un tamafio de
aproximadamente 2 Kb (tamafo aproximado del fragmento recombinado con las secuencias

fimbriales).
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Figura 27. Alineamiento entre el locus fimbrial, tfpl, tfpQ y secuencias invertidas. Alineamiento en CLC entre
el contig que contiene el locus fimbrial de EV345, las secuencias fimbriales obtenidas a partir de PCR, y las
secuencias invertidas. A la izquierda de la figura se encuentra la identidad de cada secuencia. Los niUmeros
son los pares de reads que se encuentran en la misma direccidn y las letras las secuencias que presentan un
corte en su extremo 5’ formando parte de dos zonas diferentes del genoma, causada por una inversién.

6.3.7. Andlisis del gen fimbrial de M. bovoculi

El analisis de genes en el genoma de M. bovoculi PRO revelé un Unico gen que
presenta homologia con pilA de M. bovoculi. M. bovis y M. lacunata presentan una variacion
de fase de los genes fimbriales, aunque este no se observo en M. bovoculi. La secuencia de la
fimbria de M. bovoculi presenta sélo un 33 % de identidad con la fimbria | de M. bovis EV345 y

42 % con la fimbria Q. Se compararon las secuencias obtenidas de los genes fimbriales de M.
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bovis (tfpQ y tfpl) con los de M. bovoculi (gen fimbrial de PRO vy los publicados en la base de
datos publicas) observandose que las fimbrias de M. bovoculi se agrupan aparte de los genes
fimbriales de M. bovis. A su vez, el gen fimbrial de PRO se agrupa con los genes que provienen

de aislamientos de M. bovoculi de animales enfermos con QIB (Dickey et al., 2016) (Fig. 28).
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Figura 28. Filogenia de las secuencias fimbriales de M. bovis y M. bovoculi. Se visualizan dos grandes agrupaciones,
las secuencias de M. bovis y las de M. bovoculi. Dentro de la agrupacién de las secuencias de M. bovoculi hay dos
agrupaciones, las secuencias provenientes de animales enfermos de QIB y las provenientes de animales sin
sintomatologia de QIB. Método de Maxima Verosimilitud. Boostrap: 1000.

6.3.8. Andlisis de otros genes de interés en M. bovis y M. bovoculi

En M. bovoculi PRO y en M. bovis EV345 también esta presente un gen homaélogo al de
la adhesina McaP de M. catarrhalis, la fosfolipasa B, como uno de los autotransportadores
identificados. Los sistemas de adquisicién de hierro incluyen dos miembros de la familia de
lipoproteinas de uniéon a transferrina/lactoferrina y tres transportadores putativos
transportadores de hierro ABC. Ademas, estd presente un Unico operdon que codifica una

toxina RTX (hemolisina).
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Anteriormente en nuestro laboratorio fueron identificadas diferentes proteinas de
interés por MALDI-TOF a partir de extractos proteicos de M. bovis, o sus genes fueron
amplificados por PCR (Sosa & Zunino., 2013; Acquistapace, 2014): pme-CD, pme-M35, mbxA,
pme-E, pme-J, pme-A, tolC, plb, fur y pme-79. Estas proteinas estan también presentes en los
genomas de M. bovis y M. bovoculi. Se determind mediante el empleo de BioEdit el pocentaje
de identidad de cada gen para ambas especies, incluyendo en la comparacion un genoma
publicado de M. catarrhalis (BBH18) seleccionado al azar, como se puede ver en la Tabla 18.
Observando los porcentajes de identidad, las proteinas analizadas de M. bovis presentaron
mas similitud con las proteinas de M. bovoculi que con las de M. catarrhalis. Por otro lado, las
proteinas de M. catarrhalis presentaron mayores porcentajes de identidad con proteinas de
M. bovoculi.

Ademas del analisis de las dos fimbrias tipo IV que presenta M. bovis se observd la
presencia de un tercer gen fimbrial, pero éste es diferente a los genes tfpQ y tfpl. Dicho gen

presenta un 53 % de identidad con tfp/ y un 50 % con tfpQ.
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Tabla 18. Porcentaje de identidad entre secuencias de diferentes proteinas de M. bovis, M. bovoculiy M.
catarrhalis.

% de identidad de las secuencias nucleotidicas de diferentes proteinas de
interés

Genes de Caracteristica M. bovis EV345- M. bovis EV345- M. bovoculi PRO-

proteinas de de la proteina M. bovoculi M. catharralis M. catarrhalis
interés PRO BBH18 BBH18
mbxA Hemolisina 82% no esta presente  no estd presente en
en M. catarrhalis M. catarrhalis
tolC PME 70% no estd presente  no estd presente en
involucrada en M. catarrhalis M. catarrhalis
enla
secrecion de
proteinas
fur Regula la 74% 74% 75%
captacién de
hierro
pme79 PME 60% 50% (TonB*) 52% (TonB)
involucrada
enla
captacién de
hierro
pme-CD PME, 71% 67% 72%
adhesina
pme-E PME 69% 68% 67%
pme-M35 PME 74% 62% 61%
pme-J PME 69% 64% 67%
tfp Fimbrias tipo 33% (tfpl) 53% (tfpl) 55%
\Y, 42% (tfpQ) 42% (tfpQ)
plB Fosfolipasa 62% 58%(McaP**) 58%(McaP)

*TonB (M. catarrhalis) es homdlogo de pme79 (M. bovis y M. bovoculi)

**McaP (M. catarrhalis) es homélogo de plB (M. bovis y M. bovoculi)
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Capitulo 2. Inmunogenicidad de la PME-CD recombinante de Moraxella bovis

7. EXPRESION IN VITRO DE PME-CD RECOMBINANTE

Se generaron dos proteinas recombinantes (PME-CD), a partir de dos cepas de M. bovis, la

cepa clinica aislada en Uruguay EV345 y la cepa de referencia de M. bovis EPP63.

7.1. Amplificacidn, digestion, ligacidon y transformacidn del gen pme-cd

La amplificacion del gen pme-cd se realizé a partir de ADN de las cepas EV345 y EPP63. Los
productos de PCR y sus digestiones con enzimas de restriccién se corrieron en un gel de
agarosa donde se corroboré la amplificacién y correcta digestién del gen (Fig. 29). En la Figura
30 se muestra la ligacion del producto de PCR y del plasmido pET21a(+) (ambos previamente

digeridos con las mismas enzimas).

Finalmente, la construccidon pET21a(+)-pmeCD se incorpord a la cepa de expresién E. coli
BL21(ADE3) mediante transformacion. La cepa de expresidn conteniendo dicha construccion se
almacené por duplicado a -20 °Cy a -80 °C en TSB-Glicerol 15%, suplementado con Ampicilina

100 pg/mL.
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Figura 29. Digestion. 1-Ladder, 2-Producto de
St e S A PCR EPP63, 3-Digestion inserto EPP63 Hindlll,
T z T ' 4-Digestién inserto EPP63 Ndel, 5-Doble
. digestion inserto EPP63 Hindlll/Ndel, 6-
EPP63 EV345 Producto de PCR EV345, 7-Digestion inserto
EV345 Sacl, 8-Digestidn inserto EV345 Ndel, 9-

Doble digestién inserto EV345 Sacl/Ndel
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Figura 30. Ligacion. 1-Ladder, 2-Producto de PCR purificado EV345, 3-pET
purificado, 4-Ligacion inserto EV345-pET, 5-Control de religacion del pET,
6-Producto de PCR purificado EPP63, 7-pET purificado, 8-Ligacion inserto
EPP63-pET, 9-Control de religacidn pET.

7.2. Induccidén de la expresion de la proteina recombinante PME-CD en E. coli

La induccidn de la expresién de PME-CD se corrobord analizando los extractos de
proteinas totales inmmediatamente antes de la adicion de IPTG (t0) y luego de la induccion (tf)
por SDS-PAGE. Se observd una banda de aproximadamente 45 KDa notoriamente mas intensa
en el carril post induccién lo que corresponde con el peso molecular predicho de PME-CD (Fig.

31).

7.3. Determinacion de la solubilidad de |a proteina recombinante

Las fracciones celulares de la cepa de E. coli que expresa PME-CD recombinante se
analizaron por medio de SDS-PAGE para evaluar su solubilidad. La banda correspondiente a
PME-CD se observé predominantemente en el carril correspondiente al pellet, obtenido luego
de centrifugar el cultivo de E. coli sometido a tratamiento con ultrasonido, correspondiente a
la fraccidn insoluble. Estos resultados determinaron que la purificacién de PME-CD se realizara

bajo condiciones desnaturalizantes (Fig. 31).

7.4. Purificacion de la proteina PME-CD
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La proteina PME-CD se purific6 en columnas de afinidad de Agarosa-Niquel en
condiciones desnaturalizantes con urea, las cuales retienen la proteina gracias a la presencia
de una cola de histidina en su extremo N-terminal. La presencia de la proteina purificada se

analizé por SDS-PAGE (Fig. 31).

EV345 EPP63

Std t0O tf Sol Insol Purif Std t0 tf  Sol Insol Purif

Figura 31. SDS-PAGE 12%. A la izquierda se muestra el gel correspondiente a EV345 y a la
derecha EPP63. En ambos geles se muestra el Std: marcador de peso molecular (KDa), tO:
fraccién antes de inducir la expresion de la proteina, tf: fraccidn inducida con IPTG, Sol.: es la
fraccidn soluble, Insol.: es la fraccidén insoluble donde se encuentran ambas proteinas. Purif.:
proteinas purificadas por columnas de niquel-agarosa. Las flechas negras sefialan la proteina de
tamafio esperado.

7.5. Cuantificacion de PME-CD purificada

La concentracion de las proteinas recombinantes purificadas se realizd con el método de
Bradford. La PME-CD de EV345 mostré una concentracion de 3,33 mg/mL y la PME-CD de
EPP63 1, 34 mg/mL.

7.6. Identidad de la PME-CD recombinante

Para corroborar la identidad de los insertos, se extrajeron los ADN plasmidicos de la
construccion pET21a(+)-pmeCD y se secuenciaron en Macrogen (Corea). Ambos insertos
mostraron un porcentaje de identidad del 99 % con la PME-CD de M. bovis EPP63 y un correcto
marco de lectura. Estas secuencias nucleotidicas obtenidas fueron traducidas en el software

online Expasy Translate para obtener la secuencia aminoacidica de cada proteina. Estas
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secuencias fueron utilizadas posteriormente para generar una base de datos local en el IPMont
para el analisis de MALDI-TOF.

Ademas, las identidades de las proteinas se confirmaron por MALDI-TOF (IPMont). Cada
muestra se comparé frente a la base de datos publicas y frente a una base local del IPMont.
Estos analisis revelaron que en ambas muestras analizadas (EV345 y EPP63) se identificaron de
manera significativa una proteina hipotética de M. bovis. Esta proteina no identificada de M.
bovis a su vez es similar a la proteina PME-CD de M. catharralis. Link del resultado de la PME-
CD de EV345 al protein summary report obtenido con el MASCOT:

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=..%2Fdata%2F20170619%2FFTiTiGc

th.dat&group family=0&REPTYPE=protein& sigthreshold=0.05&REPORT=20& minpeplen=7&

server _mudpit switch=99999999& ignoreionsscorebelow=-

1& showsubsets=0& showpopups=TRUE& sortunassigned=scoredown& requireboldred=0&

prefertaxonomy=0&session|D=guest guestsession. Link del resultado de la PME-CD de EPP63

al protein summary report obtenido con el MASCOT:

http://www.matrixscience.com/cgi/master results.pl?file=..%2Fdata%2F20170619%2FFTiTiGa

ES.dat&group family=0&REPTYPE=protein& sigthreshold=0.05&REPORT=20& minpeplen=7&

server mudpit switch=99999999& ignoreionsscorebelow=-

1& showsubsets=0& showpopups=TRUE& sortunassigned=scoredown& requireboldred=0&

prefertaxonomy=0&sessionID=guest guestsession. De esta manera, teniendo en cuenta la

identidad de las secuencias y el analisis protedmico de las proteinas purificadas, se confirmo la

identidad, en ambos casos, de nuestra proteina recombinante PME-CD.

7.7. Reactividad de la PME-CD recombinante con los anticuerpos

Se evalué la reactividad con los anticuerpos de ambas proteinas enfrentdndolas a sueros y
ldgrimas de bovinos sanos y enfermos con QIB empleando la técnica de Western blot. Se
observd una respuesta de anticuerpos tanto en sueros como en lagrimas de bovinos sanos y
enfermos, mostrando una mayor respuesta en los animales enfermos (Fig. 32). Estos
resultados permitieron observar que la PME-CD recombinante de la cepa EV345 y EPP63

reacciénan con anticuerpos.
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Figura 32. Western blot. A la izquierda se muestra la reaccion de la proteina PME-CD de EV345 frente a
sueros y lagrimas de animales sanos y enfermos. Mostrandose una mayor respuesta de anticuerpos en

animales enfermos. A la derecha de la figura se muestra la reaccidon de la proteina PME-CD de EPP63 frente a

sueros y lagrimas de animales sanos y enfermos. Mostrandose una mayor respuesta de anticuerpos en
animales enfermos. Las flechas sefialan la banda a la altura correspondiente a la banda de la PME-CD, donde

se visualiza la reaccién antigeno-anticuerpo.

7.8.

Respuesta de anticuerpos en animales inmunizados por via sistémica

7.8.1. Respuesta de anticuerpos en sueros de animales

Con el objetivo de evaluar la respuesta de anticuerpos en sueros de animales inmunizados

por via sistémica, se los inmunizé con la PME-CD recombinante de la cepa EV345. Se generaron

dos grupos de ratones, cinco ratones fueron inmunizados por via subcutdnea con la PME-CD

(controles positivos) y cinco ratones no se inmunizaron (controles negativos). El grupo

inmunizado con la proteina mostré una induccién significativa de los niveles IgG, aunque no asi

de IgA (Kruskal-Wallis, p<0,05) (Tabla 19, Fig. 33).

Tabla 19. Resultado del ELISA de I1gG e IgA (DO,gs,m) €n animales inmunizados via sistémica.

DO405nm'|gG DO405nm'|gA

Control Positivo Control Negativo Control Positivo Control Negativo
Animall 0,452 0,006 0,005 0,001
Animal 2 0,444 0,000 0,002 0,003
Animal3 0,439 -0,007 0,001 0,001
Animal4 0,484 -0,0059 -0,001 -0,002
Animal 5 0,442 -0,006 -0,002 -0,003
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Figura 33. Niveles de 1gG e IgA en sueros de animales
inmunizados por la via sistémica (Abs,gsnm). Se visualiza la
induccién de 1gG en el grupo control positivo con respecto
al control negativo. No se observa induccion de IgA.
7.9. Respuesta de animales inmunizados por via intranasal

Con el objetivo de evaluar la respuesta de anticuerpos en sueros y en lavados
bronqueoalveolares (BAL) de animales inmunizados por la via instranasal (mucosal), utilizando
la PME-CD recombinante de la cepa EV345, se formuld una vacuna monovalente experimental

con adyuvante mucosal.

7.9.1. Respuesta de anticuerpos en sueros de animales inmunizados

Se analizd la inducciéon de IgG e IgA en sueros de los cuatro grupos de animales
inmunizados por la via intranasal mediante la técnica de ELISA. Se analizaron los sueros en
tiempo inicial y en tiempo final presentando en ambos casos bajos valores de DO. Las
diferencias no fueron significativas entre los tiempos iniciales y final dentro de cada grupo

(Kruskal-Wallis, p>0,05) ni entre los diferentes grupos (Mann-Whitney p>0,05).

7.9.2. Respuesta de anticuerpos en BAL de animales inmunizados

7.9.2.1. Analisis de los niveles de I1gG
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Se evalud la respuesta de anticuerpos analizando los niveles de 1gG en los BAL de los
cuatro grupos de animales inmunizados por la via intranasal. Los valores de DO fueron

similares y bajos en los cuatro grupos de animales (Mann-Whitney p>0,05).
7.9.2.2. Analisis de los niveles de IgA

Se observd una induccién significativa de IgA en el grupo inmunizado con PME-CD vy el
grupo inmunizado con la mezcla PME-CD y adyuvante mucosal con respecto al grupo tratado
con SF y al grupo tratado solo con el adyuvante (Mann-Whitney, p<0,05). Por otro lado, no
hubo diferencias significativas de niveles de IgA entre estos dos ultimos grupos (tratados con SF

y adyuvante mucosal) (Mann-Whitney, p>0,05).

A su vez, los niveles inducidos de IgA en el grupo PME-CD + adyuvante mucosal son
significativamente mayores con respecto al grupo inmunizado con PME-CD (Mann-Whitney,
p>0,05). Por lo tanto, la induccién de IgA mas elevada se observa en el grupo inmunizado con
la mezcla PME-CD + adyuvante mucosal, seguida del grupo inmunizado con la PME-CD vy

ninguna en el grupo tratado con SF y adyuvante mucosal (Tabla 20 y Fig. 34).

Tabla 20. Resultado del ELISA de IgA (DO4s,m) €n animales inmunizados via intranasal.

Via Intranasal (BAL) (DO 405nm)

IgA
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(Suero (PME-CD) (PME-CD + (Adyuvante)
Fisioldgico) Adyuvante)

Animal 1 0,006 0,344 0,405 0,003
Animal 2 0,014 0,394 0,416 0,012
Animal 3 0,016 0,379 0,414 0,014
Animal 4 0,005 0,398 0,404 0,004
Animal 5 0,002 0,389 0,402 0,000
Animal 6 0,002 0,376 0,402 0,002
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Figura 34. Niveles de IgA en BAL (Abs,gs,m). Se visualizan
los 4 grupos estudiados, observandose que el grupo 2
(PME-CD) y 3 (PME-CD + Ady) presentaron valores mayores
al grupo 1 (SF) y 4 (Ady).

7.9.3. Determinacion de los niveles de citoquinas en BAL

La produccién de IL-4, IL-10 e IFN-y se midié en todos los grupos de animales tratados con
SF, PME-CD, mezcla de PME-CD con adyuvante mucosal y adyuvante mucosal en los BAL
obtenido de los ratones inmunizados por via intranasal, utilizando un kit comercial de ELISA de
captura. Se observd una induccién significativa de los niveles de IL-4 solamente en el grupo de
animales inmunizado con la PME-CD (Mann-Whitney, p<0,05) (Fig. 35), y no en los animales
inmunizados con la mezcla PME-CD y adyuvante mucosal, ni los tratados con SF, ni con
adyuvante mucosal. Ademas, los valores similares de IL-10 e IFN-y presentaron valores de DO

bajos en los cuatro grupos estudiados (Mann-Whitney, p>0,05).
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Figura 35. Niveles de IL-4 (pg/mL) en BAL. Se
visualizan los 4 grupos estudiados, observandose que
el grupo 2 (PME-CD) presenté valores de DO mayores
al grupo 1 (SF), 3 (PME-CD + Ady) y 4 (Ady).
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DISCUSION

El problema sanitario originado por la QIB ha llevado a procurar desarrollar vacunas
efectivas para prevenir la enfermedad. Las vacunas disponibles comercialmente estan
elaboradas en base a fimbrias o bacterinas cultivadas en condiciones que supuestamente
favorecen la expresion fimbrial. Sin embargo, la proteccién que generan es variable.

Las fimbrias son los factores de virulencia mas estudiados de Moraxella spp. Existen
dos tipos funcionalmente distintos de fimbrias en M. bovis, denominados TfpQ y Tfpl, lo que
genera una gran heterogeneidad antigénica. Sin embargo, esto no se ha observado en M.
bovoculi, ya que carece de mecanismos de cambio de fase.

Las fimbrias tipo IV son altamente inmunogénicas y pueden inducir respuestas
seroldgicas protectoras, aunque normalmente sélo frente a antigenos homdlogos o
estrechamente relacionados (Moore & Lepper, 1991; Angelos et al., 2007b). El cambio de un
tipo a otro de fimbria constituye una forma de evadir el sistema inmune (Craig et al., 2004).

De acuerdo a estas consideraciones, el analisis de las bases genéticas de la sintesis
fimbrial de cepas aisladas de casos clinicos en nuestro pais se torna relevante con la finalidad
de contribuir con el desarrollo de estrategias de prevencion efectivas. En el presente trabajo se
analizo la base genética de la sintesis de las fimbrias de una coleccidn de aislamientos de M.
bovis vinculados a brotes de QIB que fueron recuperados de casos clinicos ocurridos en

distintos afios y provenientes de diversos origenes.

Produccion de fimbrias

M. bovis presenta fimbrias tipo IV, las cuales tienen la capacidad de realizar el
movimiento twitching que consiste en la retraccion de la fimbria, adhiriéndose
inespecificamente a las superficies de la mucosa y posterior retraccién hacia la bacteria (Craig
et al., 2004; Mattick 2002; Whitchurch et al., 1990). En este trabajo, inicialmente se evaluo si
las cepas de M. bovis y M. bovoculi eran capaces de realizar este movimiento de manera de
tener una primera aproximacion sobre la produccién de fimbrias en estas cepas. Se observé
que todas las cepas eran capaces de realizar twitching y que presentaban diferentes
morfologias. Por otro lado, presentaron diferencias en la rugosidad del halo externo. A partir
de estos halos, se selecciond una cepa de M. bovis y otra de M. bovoculi con el fin de realizar
preparaciones para el andlisis por TEM. De esta manera se logré observar y confirmar la
presencia de fimbrias visualizdndose pocas bacterias con fimbrias cortas, mostrando en

general una baja produccion fimbrial.
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Extraccion de fimbrias

Con el fin de extraer las fimbrias de M. bovis para ser evaluadas como posible antigeno
de vacunas se llevaron a cabo diferentes protocolos estandarizados en base a trabajos
publicados (Ruehl et al., 1988; Zbrun et al., 2012; Lepper et al., 1986). Los resultados obtenidos
se compararon con la informacidn incluida en bases de datos publicas. Las proteinas extraidas
e identificadas presentaron homologia con proteinas no fimbriales de Moraxella spp.
incluyendo PME (una porina, PME-J, PME-A y UspA1l) y una proteina hipotética.

Una baja expresion de fimbrias podria ser uno de los motivos por los que no se logré la
extraccién. Este resultado concuerda con la poca cantidad de fimbrias visualizadas
anteriormente por TEM a partir del halo externo del twitching. En el futuro, seria interesante
evaluar la expresidon de las fimbrias en diferentes condiciones de cultivo a través de, por
ejemplo, la técnica de RTqPCR, lo que tendria importancia tecnoldgica en los cultivos para la

produccién de vacunas.

Analisis genético del primer gen fimbrial

Debido a la dificultad que se tuvo en la extraccién de fimbrias sumado a que M. bovis
puede expresar dos tipos de fimbrias funcionalmente diferentes, nos interesé evaluar las
fimbrias a nivel genético. Al comenzar con este trabajo no se disponia publicamente del
genoma de M. bovis y sumado a la poca informacion disponible sobre las secuencias
fimbriales, se utilizd una secuencia conocida publicamente de una fimbria de M. bovis
(GenBank: M92155.1), sin saber a qué conformacion de expresion de fimbria correspondia, a
partir de la cual se disefiaron los cebadores. De esta manera, se amplificd un fragmento que
incluyd la region aguas arriba del ADN codificante con respecto al primer gen fimbrial del Jocus
de M. bovis y parte de la region codificante de dicho gen. A este producto de PCR se lo llaméd
fim09 en este trabajo y se encontrd en todas las cepas de M. bovis estudiadas, aunque no asi
en las dos cepas de M. bovoculi analizadas. Esto podria deberse a que las fimbrias de M. bovis
y M. bovoculi son diferentes de manera que los cebadores que amplificaron en M. bovis no
hibridaron en M. bovoculi. Esto es coherente con lo publicado por Calcutt y colaboradores
(2014) sobre la diferencia entre las fimbrias de estas dos especies, ya que el cambio de fase
fimbrial que presenta M. bovis no lo presenta M. bovoculi.

La regidn conservada que se observé en el extremo 5° y la region variable hacia el
extremo 3° de las secuencias fimbriales de fim09 coincide con lo observado por Atwell y
colaboradores (1994), quienes determinaron que los extremos 5" de las secuencias fimbriales

de M. bovis presentaban una homologia de 70 % a 80 % entre si y las secuencias aguas abajo
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no eran homadlogas (Atwell et al., 1994). A su vez, esto concuerda con las caracteristicas de las
fimbrias tipo IV ya que el extremo N-terminal se encuentra conservado y el C-terminal es
variable. La diversidad de las secuencias fimbriales observadas en M. bovis han sido detectadas
también en las fimbrias tipo IV de Dichelobacter nodosus, Neisseria gonorrhoeae vy
Pseudomonas aeruginosa (Craig et al., 2004; Mattick et al., 1991). A las secuencias obtenidas
de fim09 no se le pudo atribuir a qué tipo de conformacién de expresién de fimbria
pertenecian (tfpQ 6 tfpl). En base a estos resultados no fue posible saber en qué conformacion

se encontraba el locus fimbrial (tfpQ 6 tfpl) en las cepas de M. bovis.

Anadlisis genético de los dos tipos de fimbrias (tfpQ, tfpl) por PCR

A partir de la secuenciacidon gendmica de M. bovis por lon Torrent fue posible disefiar
cebadores para amplificar por separado ambos tipos de fimbrias y ademds conocer sus
secuencias en diferentes cepas de M. bovis. Los resultados mostraron que 12 de 17 cepas
analizadas presentaron coexistencia de ambos genes fimbriales tfpQ y tfpl en la conformacion
de expresién. Por lo tanto, una misma poblacién presenté ambos tipos de fimbrias en la

conformacion de expresidn cuando se los amplificéd por PCR.

Andlisis genético de los dos tipos de fimbrias (tfpQ, tfpl) por secuenciacion gendmica

El resultado por PCR mostrd que una misma cepa amplific los dos tipos de fimbrias en
su conformacion de expresidn, aunque en el genoma de M. bovis EV345 se observd una sola
copia del locus fimbrial y solamente en la conformacion de expresion de Tfpl. Debido a ésta
diferencia entre los resultados de PCR y secuenciacién gendmica, se analizd esa regién del
genoma buscando secuencias invertidas a traves de programas bioinformaticos. Esta busqueda
mostré que existian mas cantidad de reads invertidos en la conformacidn de expresidn de Tfpl
que de TfpQ, lo que explicaria el motivo por el que los ensambladores seleccionaran la
conformacion de expresion Tfpl, y no TfpQ. Ademas, la técnica de PCR no es cuantitativa, y no

es capaz de observar esta diferencia de reads entre tfpl y tfpQ.

Analisis genético del gen tfpB

El gen tfpB que codifica para la proteina TfpB con funcién desconocida (Rozsa &
Marrs, 1991) participa en el cambio de fase, ya que se encuentra localizada entre los dos genes
fimbriales. Esto se observd al analizar las secuencias obtenidas de tfpQ y tfp/ que también
contenian parte del gen tfpB. Las secuencias de tfpB en la conformacién de expresion de Q son

reversas complementarias a las secuencias de tfpB en conformacién de expresién de I. Al
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realizar los alineamientos y la filogenia de las secuencias fimbriales sin incluir la region
intergénica entre el primer gen fimbrial (tfpQ 6 tfpl) y el gen tfpB no fue posible conformar dos
grupos diferenciados (tfpQ 6 tfpl). Segun Fulks y colaboradores (1990) dicha region intergénica
podria estar involucrada en la terminacién de la transcripcidn regulando asi la cantidad de
producto formado a partir de tfpB. Sin embargo, cuando se incluyé esta region en el andlisis
filogenético, fue posible generar una clara agrupacion que incluyé las secuencias de tfpQ y otra
conformada por las secuencias de tfp/ (Fulks et al., 1990).

Es importante tener en cuenta que aparentemente cuando el segmento de ADN se
invierte y el gen tfpl estaria en la conformacion de expresién, tfpB no se estaria expresando o
seria transcrito por el promotor de la recombinasa (Farias, 2015).

De acuerdo a distintos autores, el tamafio del locus fimbrial varia segun la cepa. En
nuestro caso BM3A presenté un mayor tamaino del locus comparado con las cepas EV345,
EPP63 y 771A. Atwell y colaboradores (1994) observé que diferentes cepas tenian un tamano
de locus de entre 2.1-2,9 Kb. Si bien contamos con los resultados de la secuenciacidon gendmica
de una cepa de M. bovis y conocemos su secuencia del locus fimbrial, en el futuro seria
interesante conocer las secuencias de otros locus fimbriales de diferentes cepas de M. bovis
para poder compararlos.

La fimbria tipo IV esta presente en una variedad de bacterias Gram negativas como M.
bovis y M. lacunata, estos microorganismos estan muy relacionados, siendo M. lacunata el
patdgeno causante de la conjuntivitis en humanos. Ambos presentan diferencias en su
secuencia y son capaces de realizar un cambio de fase a nivel de las fimbrias (Rozsa & Marrs,
1991). Existen otros mecanismos de variacién de fase vistos en otros sistemas basados en un
evento de inversién genética resultando en la expresion reversible entre solo dos estados
alternativos (Silverman et al., 1983). Uno de los mas estudiados es el de la transicion de fase
flagelar HI y H2 de S. typhimurium (Herrera-Leén et al., 2007). Otros ejemplos de
recombinacidn especifica de segmentos ocurre en ciertos fagos donde un segmento invertible
de ADN que en cierta orientacién infecta a determinadas especies y cepas bacterianas,
mientras que la otra orientacién le suministra al fago la capacidad de infectar otras cepas e
incluso especies (Grundy et al., 1984; Chow et al., 1978). El sistema de inversién de M. bovis se

asemeja mas al evento de inversion visto en el bacteriofago Mu (Marrs et al., 1988).

Estructura secundaria de TfpQ y Tfpl

Una comprension completa de la diversidad entre las fimbrias, asi como de las
regiones conservadas es importante para el disefio de vacunas a base de fimbrias con amplia

proteccion. A partir de las secuencias obtenidas por secuenciacidon gendmica se pudo predecir
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la estructura secundaria de TfpQ y Tfpl, las cuales resultaron muy similares entre si. Las
estructuras obtenidas corresponden con la estructura de la fimbria tipo IV donde el dominio N-
terminal (region constante) comprende una a-hélice y el dominio C-terminal (variable)
comprende un aB-loop, hojas-B y una region-D. El C-terminal abarca dos tercios de proteinas
relativamente hidréfilas y contiene los principales sitios de variacidn estructural y antigénica
(Craig et al., 2004; Craig & Li, 2008). Varios estudios sugirieron que la region D de la fimbria
tipo IV puede funcionar como el componente adhesivo de ésta, ya que anticuerpos especificos
o inhibidores peptidicos competitivos fueron especificamente capaces de bloquear la unién
mediada por la fimbria a una variedad de superficies (Giltner et al., 2012). La exposicién de la
fimbria tipo IV en la superficie bacteriana los hace blancos de la respuesta inmune del
huésped. Las Neisseria spp. desarrollan mecanismos para evitar el reconocimiento
inmunoldgico de sus fimbrias, por ejemplo, la variacién de fase, la variacién antigénica, la
modificacion post-traduccional, etc (Hagblom et al., 1985). Por lo tanto, si la region D de TfpQ
y Tfpl es realmente la subunidad antigénica-inmunogénica de la proteina y corresponde a la
regidon variable genéticamente (extremo 3°) entre cepas, no podria proteger frente al desafio
con una cepa diferente, incluso teniendo una gran similitud en el resto de la secuencia.
Probablemente la variacién antigénica y la variaciéon de fase son razones importantes por las
cuales la mayoria de las vacunas comerciales de cepas de M. bovis o de fimbrias purificadas

presenten una eficacia relativa de la vacuna (Burns & O’Connor, 2008).

Comparacién entre secuencias fimbriales de M. bovis y M. bovoculi

La variacion genética observada en las secuencias fimbriales y las diferencias
observadas entre cepas de una misma especie podrian evadir las respuestas del sistema
inmune. Es por esto que se deben tener en cuenta diferentes caracteristicas a la hora de
seleccionar un posible antigeno efectivo en vacunas, como por ejemplo la expresiéon de
epitopes superficiales, la conservacion entre cepas, la expresidon in vivo en sitios de
patogénesis, la inmungenicidad y la induccién de una respuesta protectora en el sistema
inmune (Murphy, 2005). La comparacion gendmica entre M. bovis y M. bovoculi,
particularmente la comparacién de factores de virulencia, es muy importante ya que ambos
microorganismos son utilizados hoy en dia en vacunas. Al realizar la comparacion entre la
fimbria de M. bovoculi y los dos tipos de fimbrias (Q e |) de M. bovis, obtenidos a partir de la
secuenciacién gendmica de ambas especies, se observd que M. bovoculi no presenta la
conformacion del locus fimbrial que tienen M. bovis y M. lacunata. Ademas, la fimbria de M.
bovoculi presentéd un 33 % y 43 % de identidad con la fimbria Tfpl y TfpQ de M. bovis

respectivamente. Calcutt y colaboradores (2014) observaron un valor similar (38 %) cuando
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secuenciaron la cepa de referencia de M. bovoculi BAA1259 y la compararon con una fimbria
de M. bovis publicada en la base de datos, sugiriendo que las bacterinas fimbriadas de M. bovis
podrian proveer una proteccion limitada a minima contra la QIB causada por M. bovoculi. Esta
diferencia entre M. bovis y M. bovoculi podria explicar porque no se amplificé el producto de
PCR fim09 en cepas de M. bovoculi y si en todas las M. bovis evaluadas. Una vez mas se
muestran diferencias en las secuencias fimbriales de estas dos especies.

Por otro lado, en el genoma de M. bovis EV345 se encontrd otro potencial gen fimbrial
diferente a tfpQ vy tfpl. Este gen se encontrd en una posicidén aguas abajo con respecto al locus
fimbrial y aparentemente no participaria en la recombinacidon que genera un tipo u otro de
fimbria. La comparacion a nivel de las secuencias de diferentes factores de virulencia (mbxA,
tolC, fur, pme79, pme-cd, pme-e, pme-m35, pme-j, pIB) entre M. bovis, M. bovoculi y M.
catharralis permitié observar que M. bovis presenta mas similitud con M. bovoculi y, a su vez
M. bovoculi con M. catarrhalis. Hasta el momento no hay trabajos que involucren esta
comparacion entre las tres especies.

Los resultados obtenidos en la primera parte de este trabajo demostraron que en un
cultivo de M. bovis pueden estar presentes diferentes poblaciones conteniendo ambos tipos
de fimbria en conformacién de expresidn. Por lo tanto, una cepa seria capaz de presentar al
mismo tiempo los dos genes fimbriales en la conformaciéon de expresion (ya sea en
conformacion Q 6 1). Por otro lado, las secuencias nucledtidicas y aminoacidicas de las fimbrias
de distintas cepas de M. bovis presentan una alta variabilidad genética por lo que deberia
revisarse el uso de fimbrias como antigenos en vacunas. A su vez, se observd que las fimbrias
de M. bovis y M. bovoculi no son similares a nivel de sus secuencias, y que ésta ultima no

contiene la estructura del locus fimbrial que posee M. bovis.

PME-CD recombinante como potencial antigeno

Las vacunas que existen comercialmente buscan impedir la adhesidon bacteriana al
epitelio corneal bovino, etapa clave en el proceso infeccioso de Moraxella spp. En base a
trabajos previos de nuestro grupo, se sabe que el gen pme-cd, que codifica para la adhesina
PME-CD, estd presente en aislamientos clinicos de M. bovis y M. bovoculi de Uruguay. Ademas,
se ha determinado que la proteina se expresa y presenta reactividad con anticuerpos
(Acquistapace, 2014). Este alto grado de conservacidn entre las cepas estudiadas es una
caracteristica deseable para un antigeno de vacuna, ya que la generacién de una respuesta
inmune protectora de un antigeno conservado podria inducir proteccidn contra la infeccidn de
cepas heterdlogas (Murphy et al., 1998). Si bien esta proteina ha sido descripta en M.

catarrhalis como potencial antigeno en vacunas (Saito et al., 2013) no habia sido estudiada en
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M. bovis ni en M. bovoculi, por lo que no ha sido incorporada a formulaciones comerciales
hasta el momento. En este sentido y teniendo en cuenta que ademas esta conservada entre las
cepas de M. bovis y M. bovoculi nos propusimos evaluar la expresion de la proteina PME-CD in
vitro asi como su reactividad con los anticuerpos a partir de la inmunizacion (via subcutanea y
mucosal) en modelos de animales de experimentacion. Asimismo, la generacién de la proteina
PME-CD recombinante nos interesaba desde un punto de vista biotecnoldgico ya que la misma
podria emplearse como antigeno en vacunas contra la QIB. La baja expresion de esta proteina
en forma nativa haria dificultosa la producciéon a escalas mas grandes. Por lo tanto, la
produccién de PME-CD de forma recombinante es una alternativa valida para producir esta
proteina en mas cantidades (Becker et al., 2007).

En el presente trabajo se logrd la expresidn de la proteina recombinante, empleando el
sistema pET, la que exhibid el peso molecular esperado para PME-CD. En nuestro laboratorio
se han expresado con éxito otras proteinas recombinantes en E. coli empleando este sistema
(Pellegrino et al., 2003).

La PME-CD se expresdé mayoritariamente en la fraccion proteica insoluble de la célula,
por lo que la purificacion se realizd bajo condiciones desnaturalizantes empleando urea. Esto
permitid solubilizar la proteina y obtener la fraccion de interés con un alto grado de pureza,
empleando cromatografia de afinidad en columnas de agarosa Ni-NTA. Ademas, la identidad
de la proteina se corroboré por MALDI-TOF y secuenciacién del plasmido de expresidén pET-

pme-cd.

Reactividad de los anticuerpos

Se corrobord la reactividad de los anticuerpos de las PME-CD recombinantes de M.
bovis empleando la técnica Western blot utilizando sueros y lagrimas de animales sanos y
enfermos. Si bien se normalizé utilizando la misma cantidad de proteinas totales de sueros y
lagrimas de animales sanos y enfermos se observaron bandas notoriamente mas intensas en
los animales enfermos. La presencia de cierta reaccién en animales sanos pudo 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 microbiota ocular normal (Pugh et al.,
1986, O’connor et al., 2012). Esto mismo fue observado anteriormente por nuestro grupo de
investigacion cuando se analizé la PME-CD nativa en un extracto de PME con sueros y lagrimas

de animales sanos y enfermos (Acquistapace, 2014).
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Respuesta de anticuerpos en suero y BAL

A lo largo de muchos afios se ha investigado sobre la patogénesis y la prevencion de
QIB a partir de la cual se han generado diversas conclusiones en cuanto a la importancia de la
inmunidad local para determinar la resistencia a QIB (Nayar & Saunders, 1975a, Nayar &
Saunders, 1975b). Por lo tanto, seria racional considerar la administracién de una vacuna de
M. bovis por via mucosal (Angelos 2014). Estudios mas recientes han evaluado la via
subconjuntival con una bacterina de M. bovis autégena, pero no encontraron diferencias entre
los vacunados subconjuntivales versus los subcutaneos (Davidson et al., 2003). También se ha
evaluado una bacterina de M. bovis administrada en el ojo por aerosol (Misiura et al., 1994a;
Misiura et al., 1994b), un antigeno de fimbria nativa de M. bovis administrada por via
intranasal (Zbrun et al., 2012) y una bacterina de M. bovis administrada por la ruta intraocular
(di Girolamo et al., 2012). En el presente trabajo se propuso evaluar ademas de la via
sistémica, la via intranasal como via de inoculacion de la PME-CD recombinante utilizando un
adyuvante adecuado para dicha via. La existencia de un sistema inmunitario comun asociado a
las mucosas estrechamente interconectado hace posible que la inmunizacién en una mucosa
genere respuestas inmunitarias en otras distantes con respecto al sitio de inmunizacidn
(Haneberg et al., 1994). Diferentes autores han sugerido que la vacunacién por una ruta que
estimula la IgA de mucosas contra M. bovis seria importante para desarrollar una vacuna eficaz
contra dicha bacteria (Pugh et al., 1985). Aunque es muy dificultoso generar anticuerpos
mucosales a través de la via parenteral, es posible obtener tanto anticuerpos mucosales como
parenterales inoculando el antigeno por la ruta mucosal (Petrovsky et al., 2004). De todas
maneras, nos interesaba conocer como era la respuesta de anticuerpos tanto de IgG como de
IgA en ambas rutas de inoculacion.

Se pudo observar que la inmunizaciéon intranasal con PME-CD recombinante y PME-CD
recombinante combinada con adyuvante indujo una respuesta significativa de anticuerpos IgA
en BAL. Por otro lado, se observé que la administracion subcutdnea de la proteina PME-CD
recombinante produjo sélo un aumento en IgG en suero. Es esperable que los niveles de IgG
sean elevados debido a que la via de inoculacidn fue la sistémica, ademas de que la IgG es la
inmunoglobulina mas abundante en suero.

Otra estrategia para mejorar la respuesta inmune de mucosas se basa en el uso de
adyuvantes. En este trabajo se utilizd un adyuvante llamado CARBIGEN, consistente en una
emulsion basada en carbémero (Carbopol 934P) el cual contiene ingredientes libres de origen
animal. El carbdmero es un polimero que encapsula el antigeno, proporcionando un efecto de
liberacion lenta y de depdsito mejorando la presentacion del antigeno a las células efectoras y

proporcionando una mejora significativa de la respuesta inmune vy la eficacia de la vacuna. Los
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adyuvantes basados en Carbopol se han usado en vacunas veterinarias desde la década de
1970 y se ha demostrado que son seguros y efectivos cuando se usan en todas las especies
animales. Este adyuvante ha sido utilizado intranasalmente para producir respuestas de IgA e
IgG contra enfermedades respiratorias (Boletin técnico Carbigen, Hilgers et al., 2000). La
adicién del adyuvante en la formulacion mostré una mejora significativa en los niveles de
anticuerpos comparados con la proteina sin adyuvar. Por lo tanto el adyuvante mejord la
inmunogenicidad de la proteina y se podria evaluar su incorporacién en futuras formulaciones

de vacunas contra la QIB.

Niveles de citoguinas en los BAL

Para que una vacuna sea eficaz, debe ser capaz de generar una respuesta inmune
suficiente y eficiente en el individuo vacunado. En este sentido, resulta de gran interés conocer
el tipo de citoquinas que predomina (Seferian & Martinez, 2002; Palomo et al., 2002; Abbas et
al., 2008). El patron de citoquinas predominante determina el tipo de respuesta inmune
inducida (Palomo et al., 2002). Los linfocitos Th1l pueden producir IL-2 e IFN-y y median una
respuesta inmune celular. Por otro lado, los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-10 entre
otras proteinas y median una respuesta inmune humoral (Abbas et al., 2008).

El INF-y es producido por los linfocitos Th1l, linfocitos citotdxicos y células NK y posee
una importante actividad inmunoreguladora inhibiendo la proliferacion de los linfocitos Th2 y
favoreciendo por lo tanto el desarrollo de las respuestas inflamatorias (van Ginkel et al., 2000).
Por otro lado, la IL-4 tiene su origen en los linfocitos T activados y actUa preferentemente
promoviendo la activacion, proliferacidon y diferenciacién de los linfocitos B. Interviene de
forma decisiva en la induccidn de las células Th2 que regulan la inmunidad humoral. La IL-10 es
producida por los linfocitos T de tipo Th2 y con capacidad de inhibir la sintesis de IFN-y y de IL-
2 por parte de los linfocitos T, es la principal citoquina antiinflamatoria (Filella et al., 2000).

En el presente trabajo se evaluaron los niveles de INF-y, IL-4 e IL-10 en los BAL
obtenidos de los animales inmunizados por via intranasal. En ninguno de los cuatro grupos de
animales que se evaluaron se observd produccién significativa de INF-y ni IL-10. Los resultados
obtenidos revelaron que al utilizar la PME-CD sola aumentan los niveles de IL-4, en este
sentido nos da una idea del tipo de respuesta inmunolégica que podria llegar a tener la
inmunizacidn de la PME-CD sola siendo preferentemente de tipo Th2. De todas maneras para
confirmar esto, se deberia evaluar el patrén de citoquinas que determina el tipo de respuesta
inmune inducida. Sorpresivamente, el grupo de la PME-CD con adyuvante no presentd niveles
altos de IL-4, indicando que quizas pudo haber ocurrido una accién inhibitoria por parte del

adyuvante, que haya generado la inhibicidn de las citoquinas. Becker y colaboradores (2007)
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evaluaron la vacunacién con PME-CD recombinante de M. catarrhalis mas un adyuvante
mucosal en ratones resultando en la estimulacién de células secretoras de IL-4 siendo mds alta
que la estimulacién en animales inmunizados con PME-CD nativa mas el adyuvante mucosal.
Por otro lado, la vacunacidn con PME-CD nativa y adyuvante resultd en un aumento
significativo en el nimero de produccién de IL-2 e IFN-y. Por lo tanto, nuestro resultado
concuerda con el de estos investigadores donde el uso de PME-CD recombinante parece dar

como resultado una respuesta de tipo Th2. (Becker et al., 2007).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El presente trabajo aporto resultados que pueden contribuir a una mejor comprension
del cambio de fase de las fimbrias de M. bovis utilizando diferentes cepas clinicas de M. bovis,
a través del estudio de las secuencias de sus genes de biosintesis. Esto se demostré a través de
la técnica de PCR y posterior confirmacién por secuenciacién genémica. En un cultivo de M.
bovis pueden estar presentes diferentes poblaciones conteniendo ambos tipos de fimbrias en
conformacion de expresién. Por lo tanto, una cepa es capaz de presentar al mismo tiempo los
dos genes fimbriales en la conformacidn de expresién (ya sea en conformacién Q ¢ 1). Seria
necesario continuar con el analisis y comparacidn de diferentes genomas de M. bovis poniendo
énfasis en sus locus fimbriales, lo que aportaria a avanzar en la comprensién del sistema de
recombinacidn, asi como evaluar la expresiéon de las fimbrias cuando se las cultiva en
diferentes condiciones a través de la técnica de qPCR. Esto podria tener implicancias
tecnoldgicas para el seguimiento de la expresidén fimbrial en la produccion de vacunas

comerciales.

Se confirmd que las secuencias fimbriales de distintas cepas de M. bovis presentan una
alta variabilidad genética lo que cuestiona el uso de fimbrias como antigenos en vacunas. Se
observd que la regidn variable genéticamente (extremo 3°) entre cepas, incluye la regién D la

cual participa en la adhesion y no podria proteger frente al desafio con una cepa diferente.

Se demostré que el gen tfpB, que esta entre los dos genes fimbriales (Q e |) de M.
bovis, también participa en la recombinacion, y su secuencia es importante para determinar in
silico en qué conformacién se encuentra la fimbria de expresion. Seria interesante evaluar el
rol que cumple la proteina TfpB cuando esta en conformacion Q 6 |, para esto se podria

predecir a través de programas bioinformaticos de modelado de proteinas.

Por otro lado, se determiné que las fimbrias de M. bovis y M. bovoculi no son similares,
y que ésta ultima no presenta el cambio de un tipo a otro de fimbria que posee M. bovis. Es
necesario profundizar en el analisis del genoma de M. bovis EV345 incluyendo la comparacion
gendmica con M. bovoculi PRO y también con otros genomas disponibles publicamente de M.
bovoculi. De esta manera podria realizarse vaccinologia reversa determinando potenciales

antigenos en comun.

Por otro lado, este trabajo fue el primer estudio de la PME-CD de M. bovis como
posible antigeno de vacunas contra la QIB. En base a los resultados, se podria considerar a la

PME-CD como un potencial antigeno protector ya que indujo niveles significativamente altos
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de IgA en los BAL (con y sin adyuvante) cuando es administrada en animales de
experimentacion a través de la via intranasal, y de IgG cuando es administrada a través de la
via sistémica. A su vez, la PME-CD demostré ser capaz de generar una respuesta inmune al
presentar niveles significativamente altos de la citoquina IL-4. En el futuro, seria interesante
evaluar un desafio en bovinos y analizar las secreciones oculares. Ademas, serd necesario

continuar con la optimizacion de la expresidn de la proteina recombinante.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen con la comprensién de diversos
aspectos vinculados a la patogenia de la QIB asi como al disefio de estrategias dirigidas a su
prevencion. En especial, los resultados demuestran que existe una alta heterogeneidad
antigénica en lo que respecta a las secuencias fimbriales de M. bovis y M. bovoculi poniendo
en cuestion su inclusién en las formulaciones de vacunas, y por otro lado apoya el uso de

antigenos conservados como la PME-CD para la prevencion de la QIB.
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ANEXO |

Tabla 1. Medios de cultivos comerciales utilizados en el presente trabajo

Medios de cultivo comerciales Marca N° Catalogo
Agar infusion cerebro corazon (Agar BHI) Oxoid CM1136B
Caldo infusién cerebro corazon (BHI) Oxoid CM1135B
Agar Triptosa Soja (TSA) Oxoid CMO01318B
Caldo Triptosa Soja (TSB) Oxoid CMO0129
Agar McConkey Oxoid CMO0007
Agar bacterioldgico Oxoid LPO0O11B

Tabla 2. Medios de cultivos preparados en el presente trabajo

Medios de cultivo preparados = Composicion
Triptona 1%

Caldo Luria Bertani (LB) Extracto de Levadura 0,5 %
NaCl 0,5%
Triptona 1%
Extracto de Levadura 0,5 %
NaCl 0,5%
Agar bacterioldgico 1.5%

Agar Luria Bertani (LB)

A continuacion se describen las composiciones de los diferentes soluciones utilizadas en el
presente trabajo:

Solucion fisiolégica: NaCl 0,9%

TBE: 108 g Tris, 55 g 4cido borico, 40 mL EDTA 0,5 M pH 8,0, en agua destilada c.s.p. 1L

Buffer de lavado: TBS-Tween (Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, NaCl 200 Mm, Tween 20 al 0,5 %)

Buffer de blogueo: TBS-Tween-3 % Leche descremada (Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, NaCl 200 Mm,
Tween 20 al 0,5 %, leche descremada en polvo Conaprole al 3 % (p/v))

Buffer de dilucion: TBS- Tween- 1 % leche descremada en polvo Conaprole (Tris-HCI 20 mM, pH

7.5, NaCl 200 Mm, Tween 20 al 0,5 %, leche descremada en polvo Conaprole al 1 % (p/v))

Solucién del sustrato: Tris 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM

PBS: Na,HPO, 10 mM, KH,P0O, 1,8 mM, NaCl 137 mM (pH 7,4)
PBS-T: 1 mL de Tween 20 en 1 L de PBS

Buffer de sensibilizacién: Buffer carbonato-bicarbonato 50 mM pH 9,6 (1,58 g Na,CO;, 2,9g
NaHCO; en agua bidestilada c.s.p. 1 litro)
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PBS-T-L: PBS, 0,1 % Tween 20, 1 % leche en polvo descremada

Buffer de Glicina: Glicina 0,1 M pH 10,4, con MgCl,1 Mm

Buffer Tris-glicina: Tris 0,3 %, glicina 1,9 %, SDS 1 %, pH 8,3

Buffer de muestra: Tris-HCI 125 mM, pH 6.75, glicerol 20 %, SDS 4 %, 3-mercaptoetanol 10 %y
azul de bromofenol 0,01 %

Colorante de 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

Solucién decolorante: etanol 25 %, acido acético 8 %
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ANEXO Il

Tabla 1. Programas informaticos utilizados con sus respectivos links y usos.

Programas utilizados

Links

Uso

Artemis

https://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis

Visualizacién de las secuencias gendmicas

BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Alineamiento de secuencias contra una base de datos
conocida

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Base de datos publicos

MEGA 6.0 https://www.megasoftware.net/ Alineamiento de secuencias y generacion de filogenia

FastQC https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ Andlisis de calidad de secuencias

MIRA http://mira-assembler.sourceforge.net/docs/DefinitiveGuideToMIRA.html  Ensamblador de novo

Spades http://cab.spbu.ru/software/spades/ Ensamblador

RAST http://rast.nmpdr.org/ Anotacién del genoma

Prokka https://github.com/tseemann/prokka Anotacion y prediccidn génica

PSORTb http://psortl.hgc.jp/form.html Prediccién de la localizacion subcelular de las proteinas

Burrows-Wheeler Alignment Tool

http://bio-bwa.sourceforge.net/

Alineamiento

CLC Genomics Workbench 11

(https://www.giagenbioinformatics.com)

Alineamiento y busqueda de sefiales de inversion

Expasy Translate

(https://web.expasy.org/translate

Traduccion de secuencias nucleotidicas

Phyre http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2. Prediccién de la estuctura secundaria de una proteina
BioEdit http://www.labtools.us/bioedit-sequence-alignment-editor/ Edicidn de secuencias

MASCOT http://www.matrixscience.com/search_form_select.html Analisis de resultados obtenidos por MALDI-TOF
PAST https://folk.uio.no/ohammer/past/ Andlisis estadisticos




