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1. RESUMEN

La epididimitis ovina es una enfermedad infecciosa que ocasiona atrofias en los
testiculos y el epididimo de carneros, provocando una disminucion de su fertilidad
y/o esterilidad, generando pérdidas econdmicas en el sector ganadero. Los
mecanismos de virulencia expresados por Actinobacillus seminis, uno de los
agentes etiolégicos de la epididimitis ovina, son desconocidos, en particular lo
relacionado con la adherencia, evento que es imprescindible para el
establecimiento del organismo en el hospedero y la expresion de otros factores de
virulencia suyos. Este trabajo tuvo como objetivo identificar posibles adhesinas de
A. seminis. Para ello, la cepa de referencia de A. seminis ATCC 15768 fue crecida
en diversos medios de cultivo con el fin de que expresara proteinas que pudiesen
actuar como adhesinas. Las proteinas de la superficie bacteriana fueron liberadas
mediante su paso por aguja de insulina y posteriormente concentradas por
precipitacion fraccionada con (NH4),SO4. Las muestras se separaron
electroforéticamente y se les realizé Western Blot. Se identificaron 2 proteinas; de
25 y 37 kDa. Ambas son reconocidas por suero de borrego con epididimitis, lo que
sugiere un potencial inmunogénico, y por sueros generados contra distintas
adhesinas expresadas por otros microorganismos. De acuerdo al analisis MALDI-
TOF, la proteina de 25 kDa, que fue purificada mediante cromatografia de
intercambio anidnico, presenta identidad con fosfoglicerato mutasa (PGAM) de
Pasteurella multocida mientras que la de 37 kDa guarda identidad con el factor de
elongacion termoinestable (EF-Tu) de Actinobacillus suis. Trabajos de
investigacion realizados con diversos microorganismos indican que ambas
proteinas, consideradas tipicamente citoplasmicas, son en realidad
multifuncionales, y ubicuas, siendo la adhesion una de sus funciones cuando son
expresadas en la superficie celular, por lo que podrian ejercer funciones adhesivas

en A. seminis.



2. INTRODUCCION

2.1. Actinobacillus seminis: agente etiolégico de la

epididimitis ovina

La epididimitis ovina es una enfermedad infecciosa causante de atrofias en los
testiculos y el epididimo de carneros. La patologia disminuye su fertilidad y, en
casos mas severos, provoca esterilidad (Gouletsou, 2015). La reduccion de la
eficiencia reproductiva de los sementales conduce a pérdidas econdémicas del
sector pecuario, debido a que disminuye el numero de corderos comercializados
por afo: el principal determinante de la rentabilidad de la industria ovina (Partida et
al., 2013).

Uno de los microorganismos que pueden ocasionar epididimitis ovina es
Actinobacillus seminis, reportado por primera vez en 1960 (Baynes y Simmons,
1960). Se trata de un cocobacilo Gram-negativo de aproximadamente 4 uM de
longitud, no maovil y no esporulado perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Al-
Katib y Dennis, 2009). A. seminis no fermenta azucares, no hidroliza urea y es

oxidasa positivo (Scanlan et al., 1989).

La mayoria de los autores coincide en que A. seminis es un microorganismo
oportunista; forma parte de la microbiota normal de la cavidad prepucial, sin
embargo, bajo condiciones favorables, puede ascender por el tracto genital ovino y
colonizar sus partes mas profundas, desencadenando procesos patoldgicos
(Moustacas et al., 2014).

La transmision del microorganismo ocurre por via venérea; sin embargo, debido a
que A. seminis ha sido aislado de borregos sin apareamientos previos, la
transmision puede darse de forma no venérea. El mecanismo mas aceptado, que
explica una via alterna de transmisioén, sugiere que las ovejas infectadas actuan
como intermediarias al contaminar a los corderos durante el parto (Burgess, 1982;
Al-Katib y Dennis, 2009)



2.2. Adhesinas y su importancia durante la colonizacién y

desarrollo infeccioso.

La patogenicidad de un microorganismo esta determinada, inicialmente, por su
capacidad de colonizar la superficie epitelial; de esta manera, la bacteria podra
obtener nutrientes tanto de las células epiteliales como del ambiente circundante,
reproducirse, evadir al sistema inmune y expresar otros factores de virulencia (Arp,
1988 y Abraham et al., 2015). Tedricamente, la inhabilitacion de una bacteria
patdgena para unirse al tejido epitelial del hospedero es suficiente para convertirla

en una cepa no virulenta (Klemm y Schembri, 2000).

Las adhesinas son responsables del reconocimiento y unidén especifica a los
receptores del hospedero (Gerlach y Hensel, 2007). La mayoria de los patégenos
bacterianos tiene la capacidad de expresar multiples adhesinas de forma
diferencial durante las etapas del desarrollo infeccioso (Klemm y Schembri, 2000).
A continuacion se exponen algunos eventos en los que las adhesinas

desempeiian un papel fundamental.

Las adhesinas pueden participar en la evasion del sistema inmune: la entrada al
fagocito es dirigida por la interaccion de la célula con adhesinas bacterianas, como
la hemaglutinina filamentosa de Bordetella pertussis (Ishibashi et al.,, 1994). Las
bacterias han evolucionado mecanismos que evitan la acciéon degradadora de
macrofagos, neutrdéfilos y células dendriticas, por lo que la fagocitosis no siempre
conduce a la muerte bacteriana, sino que puede convertirse en un factor de
virulencia mas, permitiendo a la bacteria diseminarse a otros sitios y ocultarse de

la accion del sistema inmune o de antibiéticos (Kline et al., 2009).

Los patdgenos intracelulares también pueden utilizar las adhesinas como
invasinas y entrar a células no fagociticas. Este evento le permite a un
microorganismo evadir los sistemas defensivos del hospedero y le confiere la
capacidad de traspasar barreras celulares, como el epitelio intestinal o la barrera

hematoencefalica (Finlay y Cossart, 1997).



La expresion de otros factores de virulencia puede ser dependiente de procesos
adhesivos (Abraham et al., 2015). Por ejemplo, la activacion de los mecanismos de
captaciéon de hierro en Escherichia coli requiere que la adhesina fimbrial PapG se

encuentre unida a su receptor (Zhang y Normark, 1996).

2.3. Adhesinas no tipicas.

Las fimbriae son las adhesinas mejor descritas, se trata de filamentos proteicos
anclados a la membrana y compuestos por cientos o miles de subunidades que
median la adhesion con los receptores en la célula huésped (Gerlach y Hensel,
2007). Sin embargo, en las ultimas décadas se ha reunido evidencia sobre
proteinas constitutivas, clasicamente citoplasmicas, que pueden ser expresadas
en la superficie celular o liberadas al medio, y desempenar multiples funciones,
incluyendo aquellas involucradas en la adhesién e interaccion con los
componentes de la matriz extracelular del hospedero. Dentro de este grupo de
proteinas multifuncionales se encuentran enzimas metabdlicas, particularmente
las enzimas glucoliticas, y factores de elongaciéon (Pancholi y Chhatwal, 2003,

Henderson y Martin, 2011 y Balasubramanian et al., 2008).

En cuanto a enzimas glucoliticas multifuncionales, se ha reportado, por ejemplo,
que la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa de Staphylococcus
epidermidis y S. aureus une plasmina y transferrina (Modun y Williams, 1999 y
Modun et al., 2000). La fosfoglicerato mutasa de Mycoplasma pneumoniae tiene la
capacidad de unir plasmindgeno (Grundel et al., 2016), mientras que en
Streptococcus suis ademas de unir plasmindgeno interacciona con colageno tipo |
(Zhang et al., 2014). La enolasa de Streptococcus pneumoniae desempefa un
papel fundamental en la unién de plasminégeno por este microorganismo

(Bergmann et al., 2001).

En la década de 1970 se descubrié que el factor de elongacién termoinestable
(EF-Tu) podia desempenar multiples funciones (Beck et al., 1978). Actualmente se

sabe que EF-tu es expresado en la superficie celular de algunos microorganismos



e interactua con componentes de la matriz extracelular. La proteina EF-Tu de
Streptococcus suis interacciona con fibronectina y laminina (Li et al., 2015),
mientras que EF-Tu de Mycobacterium avium tiene la capacidad de adherirse a
fibronectina, por lo que se le considera un factor relevante en la unién e

internalizacion a la célula del huésped (Viale et al., 2014).

La matriz extracelular esta compuesta por proteinas fibrosas (colageno y elastina)
y glucoproteinas; como fibrindbgeno, fibronectina, y laminina, con complejas
interacciones entre si, que a su vez participan en la sefalizacion celular y la
comunicacién con células adyacentes (Kim et al., 2011). La adhesion e interaccién
de proteinas bacterianas con componentes de matriz extracelular modifica la
respuesta del hospedero y puede favorecer la invasion a la célula (Westerlund y
Korhonen, 1993).

3. ANTECEDENTES

A continuaciéon se mencionan algunos antecedentes relativos a posibles factores

de virulencia reportados en A. seminis:

Healey et al., demostraron en 1991 que la cepa de campo As8c de A. seminis
tiene la capacidad de adherirse a células epiteliales y dicha adhesién puede ser
inhibida pretratando las células bacterianas con antisuero generado contra la cepa.
En este estudio no identificaron las proteinas que estuviesen involucradas en la

adhesion de A. seminis.

Schaller et al., encontraron en el 2000 que A. seminis no tiene genes que
codifiquen para las toxinas RTX: Apx |, Apx Il ni Apx Ill. Sin embargo, proteinas
entre 80 y 100 kDa presentaron reaccion cruzada con antisueros generados contra
las toxinas Apx de A. pleuropneumoniae, lo que sugirio la presencia de otros tipos

de toxinas RTX en A. seminis.



Nunez del Arco et al., reportaron en 2006 la presencia de una proteina de 75 kDa
inmunogénica y aparentemente especifica de A. seminis, dado que no es
reconocida por antisueros generados contra células completas de otras bacterias
causantes de epididimitis ovina (Brucella ovis, Mannheimia haemolytica,
Histophilus somni y Pasteurella multocida). Dicha proteina se aisl6 de membrana

externa y microvesiculas liberadas al medio.

De la Cruz, identifico en 2015 una metaloproteasa de peso variable (75-100 kDa)
con capacidad de degradar IgG y fibrindbgeno, que fue inhibida por EDTA. Su
actividad proteolitica disminuy6 a partir de 60° C y se inhibié6 completamente a los
70° C; su pH optimo se encontré entre 6 y 7. Fue reconocida por un antisuero

generado contra proteasa de A. pleuropneumoniae.

4. JUSTIFICACION

El conocimiento de los posibles factores de virulencia de A. seminis es escaso, en
particular aquellos involucrados en la adhesion a las células del huésped; suceso
fundamental para el establecimiento del organismo y el desarrollo del proceso
patolégico. Esta tesis tuvo como objetivo determinar la presencia de proteinas

involucradas en la adhesién de A. seminis.



5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general:

e Caracterizar proteinas con funciones adhesivas en A. seminis.

5.2. Objetivos particulares:

e |dentificar proteinas inmunogénicas de A. seminis que sean
reconocidas por antisueros generados contra adhesinas de otros

microorganismos.
¢ Analizar mediante MALDI-TOF las posibles adhesinas de A. seminis.

e Purificar las posibles adhesinas de A. seminis.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepay condiciones de crecimiento.

Se utilizé A. seminis ATCC 15768 cultivado en agar sangre (5% de sangre de
ovino), caldo Infusién de cerebro y corazén (BHI), BHI suplementado con 1% de
sangre de carnero y caldo soya tripticaseina (TSB). Las placas y el cultivo en
caldo se incubaron a 37°C durante 72 h. Para la observacion de adhesinas al

microscopio electronico se utilizé la cepa de campo A4.
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6.2. Obtencion de proteinas de superficie bacteriana.

Se siguio el protocolo de Salgado et al., 2012 con modificaciones. A partir de los
cultivos en agar o caldo, las bacterias se cosecharon y se resuspendieron en PBS
(formulacion) 1X. La suspension bacteriana se pasé tres veces por una aguja de
insulina para desprender las proteinas de superficie. La muestra se centrifugé a
5000 rpm por 30 minutos para separar las células bacterianas y, cuando el
sobrenadante estuvo transparente, se precipité con polietilénglicol (PEG) 8000 al
6% o se realizdé una precipitacion fraccionada con (NH4),SO4 al 20, 50y 75 % de
saturacion (para ello al sobrenadante se le agregd (NH4),SO4y se mantuvo a 4° C
durante 24 h para que precipitaran las proteinas). Posteriormente se centrifugo a
14000 rpm por 5 minutos para recuperar las proteinas precipitadas. Al
sobrenadante se le agrego la cantidad suficiente de sal para alcanzar la siguiente

concentracion. Las pastillas resultantes se resuspendieron en PBS 1X.

6.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS PAGE).

La muestra proteica se prepard con buffer de muestra 6X y 2-mercaptoetanol (6%),
posteriormente se separd mediante electroforesis en gel SDS PAGE al 12 0 15 %.

El gel se tind con Azul de Coomassie R-250 (Jiménez et al., 2008).

6.4. Western blot.

Las proteinas separadas por electroforesis SDS PAGE 15% se electrotransfirieron
a una membrana de nitrocelulosa durante una hora a 300mA (Nufiez et al., 2006),
posteriormente se expusieron a distintos antisueros: anti-A. seminis (suero de
conejos inmunizados), suero BE (suero de borregos con signos clinicos de
epididimitis), anti-Hemaglutinina de Gallibacterium anatis (anti-HA) (Montes Garcia
et al., 2016), anti->15 kDa de G. anatis y anti 37 kDa de G. anatis (Salgado Lucio
et al.,, 2012), anti-LpFA de Escherichia coli y anti-BFP de E. coli, asi como
fibrindgeno biotinilado. Como anticuerpos secundarios se emplearon IgG anti-
conejo, anti-borrego o anti-rata (dependiendo del animal en que fue generado el

11



anticuerpo primario) marcados con peroxidasa; o avidina peroxidada para

reconocer la biotina unida a fibrindgeno.

6.5. Cromatografia de intercambio aniénico.

Se adoptd la metodologia propuesta por Montes et al., 2016 con modificaciones.
Se utilizdé una columna de DEAE celulosa, la cual se equilibré con PBS urea 2 M.
Posteriormente se agregd la muestra suspendida en el mismo buffer y se lavé la
fraccién no unida a la resina con 5 volumenes de PBS urea 2 M. La elucién se
realizd con 10 ml de las soluciones: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 M de NaCl disuelto
en PBS urea 2 M. Se colectaron las fracciones, se precipitaron con dos volumenes
de metanol y se centrifugaron a 13 000 rpm durante 10 minutos. El patrén proteico
fue visualizado en un gel SDS PAGE 12 %.

6.6. Analisis MALDI-TOF.

Para determinar la identidad de las posibles adhesinas expresadas por A. seminis,
las proteinas de interés fueron sometidas a digestién enzimatica y analizadas por
espectrometria de masas de acuerdo a como se describidé previamente (Negrete
Abascal et al., 2009).

6.7. Microscopia electrénica de transmision

Las células bacterianas del aislado de campo A4 fueron colocadas en rejillas de
cobre y tefiidas con acido fosfotungstico al 1% para ser observadas al microscopio

electronico de transmision (Negrete et al., 2003).
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7. RESULTADOS

El patron de las proteinas de superficie bacteriana de A. seminis es dependiente
del medio donde crece la bacteria (Figura 1). La suplementacion de los medios
con sangre favorece la expresion de proteinas, sin embargo, también constituye
una fuente de contaminacion que dificulta la identificacion y purificacion de
proteinas de interés. Por ejemplo, la proteina de 13 kDa, que es muy abundante
en muestras provenientes de cultivo en agar sangre (Figura 1, AS) al ser analizada
por MALDI-TOF resulté ser un fragmento de hemoglobina. Por lo tanto, los

experimentos fueron realizados en caldos sin sangre.

FIGURA 1. SDS-PAGE al 15% donde se muestran las proteinas de superficie bacteriana de A.
seminis cultivado en diferentes medios: Agar sangre (AS), Infusién Cerebro Corazén (BHI) e

Infusién Cerebro corazén suplementada con sangre (BHIS). Precipitacion con PEG al 6%.

13



En la figura 2 se observan los patrones proteicos correspondientes a la
precipitacion fraccionada con (NH4),SO,4. En las 3 fracciones es posible observar

una proteina de 25 kDa, que es mas abundante en el precipitado con 20 % de

saturacion.

FIGURA 2. SDS-PAGE 12%. Proteinas de superficie de A. seminis provenientes de caldo BHI
(cultivo de 48 h en agitacion), precipitadas con (NH,4),SO,4 al 20 (carril 1), 50 (carril 2) y 75%

(carril 3) de saturacion.
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Se utilizaron distintos antisueros para identificar aquellas proteinas antigénicas
que pudiesen estar relacionadas con adhesinas expresadas por otros
microorganismos. Una banda de 25 kDa, proveniente de bacterias crecidas en
caldos BHI (cultivo estatico de 72 h) (Figura 3) y TSB (Figura 4) fue reconocida por
suero BE, anti-A. seminis, anti-37 kDa y anti-BFP. Mientras que una proteina de
37 kDa, obtenida de cultivos en caldo TSB (cultivo estatico de 72 h), tuvo
reconocimiento con suero BE, anti->15 kDa, anti-LpFA, anti-HA y anti-BFP (Figura
4).

FIGURA 3. SDS-PAGE 12% y Western Blot. A: proteinas de superficie bacteriana de A.
seminis crecido en caldo BHI, precipitadas con (NH4),S0O,4 al 20% de saturacién. B:
inmunoreconocimiento con distintos antisueros: anti-A. seminis (1), anti-15kDa (2),

reconocimiento con fibrinégeno biotinilado (3) y suero-BE (4).

15



FIGURA 4. A: SDS-PAGE 12 % Proteinas de superficie de A. seminis provenientes de cultivo
en caldo TSB vy precipitadas con (NH4),SO4al 50% de saturacion. B: Western Blot utilizando
suero BE (1), anti->15 kDa (2), anti-LpFA (3), anti-37 kDa (4), anti-HA (5) y anti-BFP (6).

Proteina de 25 kDa indicada con asteriscos, banda de 37 kDa marcada con flechas.

16



Utilizando una columna de DEAE-celulosa se realiz6 una cromatografia de

intercambio anidnico de las proteinas de superficie bacteriana provenientes de un
cultivo de A. seminis en caldo TSB (Figura 5).

1 2 3 4 5 6 7
- - - 4 ) . kDa
=" 150
~ 100

e 37

s 20

3 a
R e, 0 ST b it i i e

FIGURA 5. SDS —PAGE 12%. Proteinas de membrana purificadas por cromatografia de
DEAE celulosa. Muestra aplicada a la columna (1). Fracciones eluidas con NaCl: 0.1 M (2), 0.2
M (3),0.4 M (4),0.6 M (5),0.8 M (6) y 1 M (7). Proteina de 25 kDa marcada con asteriscos.
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En dos de las fracciones eluidas con NaCl de la columna (0.6 y 0.8 M) se obtuvo
la proteina de 25 kDa purificada (Figura 5); ambas fracciones fueron concentradas,
al introducirlas en membranas de didlisis colocadas sobre sacarosa, para
posteriormente realizar un inmunoreconocimiento. La banda fue reconocida por

suero BE, anti-A.seminis de conejo, anti-BFP (Figura 6).

FIGURA 6. A: SDS —PAGE 12%. Proteina de 25 kDa purificada por cromatografia DEAE
celulosa, muestras provenientes de elusion con NaCl 0.6 M (carril 1) y 0.8 M (carril 2). B:

inmunoreconocimiento de la proteina purificada utilizando suero anti-A. seminis.

18



Las proteinas de 25 y 37 kDa fueron analizadas por MALDI-TOF, encontrandose
que la primera presenta identidad con fosfoglicerato mutasa (PGAM) de
Pasteurella multocida (Figura 7). Mientras que la proteina de 37 kDa guarda
identidad con el factor de elongacion termoinestable (EF-Tu) de Actinobacillus suis.
(Figura 8).

FIGURA 7. Secuencias de péptidos de la proteina de 25 kDa (en rojo) identificados por
MALDI-TOF que presentan identidad con PGAM de P. multocida.

MSKEKFERTKPHVNVGTIGHVDHGKTTLTAATTTVLAKHFGGAARAFDQIDNAPEEKA
RCITINTSHVEYDTETRHYAHVDCPGHADYVKNMITGAAQMDGAILVVAATDGPMPQT
REHILLGRQVGVPYITVELNKCDMVDDEELLELVEMEVRELLSQYDEFPGDDTPTIVRGS
ALQALNGVAEWEEKILELANHLDTYIPEPERAIDKPFLLPIEDVESISGRGTVVTGRV
ERGIIKSGEEVEIVGIKETTKTTVTGVEMERKLLDEGRAGENVGALLRGTKREEIERG
QVLAKPGTITPHTDFESEVYVLSKEEGGRHTPFFKGYRPOQFYFRTTDVTGTIELPEGV
EMVMPGDNIKMIVSLIHPIAMDEGLRFAIREGGRTVGAGVVAKI IK

FIGURA 8. Secuencias peptidicas de la proteina de 37 kDa (indicadas con rojo) identificadas

por MALDI-TOF que presentan identidad con EF-Tu de Actinobacillus suis.
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En la figura 9 se muestra la imagen obtenida mediante microscopia electronica de
la superficie de A. seminis A4. Se pueden observar filamentos proteicos que
corresponden a adhesinas fimbriales que, sin embargo, no pudieron ser

caracterizadas mediante las metodologias empleadas.

0.5 um

Figura 9. A. seminis observado mediante microscopia electrénica de transmision, tefiido con
acido fosfotungstico y marcado con oro coloidal con un anticuerpo anti-exopolisacarido de A.

seminis.
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8. ANALISIS Y DISCUSION

Las adhesinas constituyen un factor de virulencia trascendental durante la
colonizacion bacteriana, asi como en el desarrollo de la enfermedad (Arp, 1988).
Frecuentemente la unién de las bacterias a los tejidos del huésped esta mediada
por adhesinas de naturaleza diversa; como adhesinas fimbriales (Klemm vy
Schembr, 2000), moléculas de adhesion multivalentes (Krachler et al., 2011)
proteinas de membrana (Rollauer et al., 2015) o proteinas con funcion y
localizacion tipicamente citoplasmicas (Granato et al., 2004, Dhanani y Bagchi,
2013, Viale et al., 2014 y Kinnby et al., 2008).

Las proteinas de 25 y 37 kDa de A. seminis son reconocidas por antisueros
generados contra otras adhesinas (Figuras 3 y 4): sueros contra la pilina BFP de E.
coli reconocen ambas proteinas, mientras que anti-LpFA, también de E. coli,
reconoce aquella de 37 kDa. Un antisuero generado contra la hemaglutinina
filamentosa de G. anatis, y otro contra un fragmento de ella (anti->15 kDa)
reconocen a la proteina de 37 kDa. Estos inmunoreconocimientos sugieren que
ambas proteinas presentan dominios similares a las adhesinas contra las que

fueron generados los antisueros ensayados.

El suero de borrego con epididimitis reconoce a las proteinas de 25 y 37 kDa
(Figuras 3 y 4), indicando que ambas proteinas son expresadas por A. seminis
durante el desarrollo de la enfermedad. Lo que sugiere que se trata de

inmunogenos potenciales y requeririan mas estudios.

Se purifico la proteina de 25 kDa mediante cromatografia de intercambio anidnico
utilizando una columna de DEAE-celulosa (Figura 5). La proteina se obtuvo en las
fracciones eluidas con NaCl 0.6 y 0.8 M, que tras ser concentradas, permitieron
visualizar la banda de interés y algunas otras proteinas presentes en menor
cantidad. El suero de conejos inmunizados contra A. seminis reconocio la proteina
de 25 kDa (Figura 6).
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Los fragmentos identificados de la proteina de 25 kDa, por analisis MALDI-TOF,
mostraron identidad con PGAM (Figura 7). Se ha documentado que enzimas
glucoliticas pueden localizarse en la superficie celular, desempefiando diversas
funciones, incluyendo aquellas involucradas en la adhesiéon (Kinnby et al., 2008).
PGAM de Mycoplasma pneumoniae tiene la capacidad de unir plasminégeno
(Grindel et al.,, 2016), mientras que en Streptococcus suis interactia con

plasminégeno y colageno tipo | (Zhang et al., 2014).

De acuerdo al analisis MALDI-TOF la proteina de 37 kDa presenta identidad con el

factor de elongacion termo inestable (EF-Tu) de A. suis (Figura 8).

Se ha reportado que las proteinas EF-Tu pueden desempefiar multiples funciones,
siendo una de ellas la adhesién a los componentes de la matriz extracelular del
hospedero. Por ejemplo, EF-Tu de Acinetobacter baumannii y de Mycobacterium
avium tiene la capacidad de adherirse a fibronectina (Dallo et al., 2012; Viale et al.,
2014). Y en Streptococcus suis, interactua con fibronectina y laminina (Li et al.,
2015).

La matriz extracelular esta compuesta por multiples moléculas que participan en la
sefalizacion celular y la comunicacion con células adyacentes (Kim et al., 2011).
La adhesion e interaccion de proteinas bacterianas con componentes de matriz
extracelular puede modificar la respuesta del hospedero (Westerlund y Korhonen,
1993) y provocar la reorganizacion del citoesqueleto y la consecuente debilitacion

de las uniones intercelulares (Stones y Krachler, 2015).

Las proteinas de 25 y 37 kDa no reaccionaron con el unico componente de matriz
extracelular ensayado en los inmunoreconocimientos: fibrinbgeno, aunque
proteinas de peso mayor a 150 kDa si lo hicieron (figura 3). Seria util probar otros
elementos de matriz extracelular y averiguar si son reconocidos por las 2 proteinas

identificadas.

Ademas de las proteinas de 25 y 37 kDa ya mencionadas; de acuerdo a los
resultados del Western Blot, A. seminis expresa diversas proteinas con potencial
adhesivo: proteinas con peso entre 25- 37 kDa son reconocidas por anti->15 kDa,
anti-LpFA y anti-BFP (figura 4), mientras que proteinas de alto peso (superior a
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150 kDa) reaccionan con anti->15 kDa y fibrindgeno (figura 3). Ademas, aunque

ninguna de las proteinas identificadas corresponde a adhesinas fimbriales,

conforme a lo observado en la figura 9, A. seminis también expresa fimbriae. Lo

anterior evidencia la diversidad de elementos involucrados en la adhesion y la

consecuente importancia de este evento para A. seminis.

9. CONCLUSIONES.

Se purificd e identifico una proteina de 25 kDa que tiene identidad con
PGAM de Pasteurella multocida y es reconocida por anti-A.seminis, suero
BE, anti-37 kDa y anti-BFP.

Una proteina de 37 kDa guarda identidad con EF-Tu de Actinobacillus suis
y muestra reconocimiento con anti-A.seminis, suero BE, anti-HA, anti->15

kDa y anti-LpFA

De acuerdo con la bibliografia, ambas proteinas pueden desempenar

funciones adhesivas.

10. PERSPECTIVAS.

Generar antisueros contra las proteinas de 25 y 37 kDa.
Realizar ensayos de adhesion de A. seminis a células epiteliales y

comprobar si la adhesion disminuye mediante el pretratamiento de las

células bacterianas con los antisueros generados.
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