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RESUMEN
SANTIAGO BARRIENTOS CINTHYA ISABEL. Expresion de OmpA recombinante de
Chlamydia abortus en Escherichia coli (Bajo la asesoria de Dr. Efrén Diaz Aparicio, M en

C. Erika Margarita Carrillo Casas y Dra. Laura Cobos Marin).

Chlamydia abortus es el agente causal del aborto enzo6tico de los pequefios rumiantes, este
es inducido en el Gltimo tercio de la gestacion, y provoca muerte fetal o el nacimiento de
crias débiles. En México, esta enfermedad esta clasificada como endémica. Sin embargo, su
diagnostico es limitado y es necesario desarrollar alternativas diagndsticas que permitan un
monitoreo constante de la clamidiosis caprina. El objetivo de este trabajo fue expresar la
proteina principal de membrana externa (OmpA) de C. abortus en E. coli, para ser utilizada
en un futuro como antigeno en una prueba seroldgica. Se estandariz6 y optimiz6 una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el gen ompA, que codifica para esta
proteina. Se us6 como templete ADN de la cepa NED14/0251-12 de C. abortus, donado por
la Universidad Complutense de Madrid, Espafia. ElI producto de PCR fue purificado y
clonado en el vector de expresion pLATE31. A continuacion, la construccién se usé para
transformar por electroporacion células E. coli BL21. Se analiz6 la construccion por
restriccion enzimética con las enzimas EcoRV, BamHI y Clal, y la construcciéon fue
secuenciada en el Instituto de Biotecnologia (UNAM). La expresion de la proteina se indujo
con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido en concentracion de 1 mM y se obtuvo la sobre-
expresion maxima de la proteina de ~38 kDa a las 5 h post-induccion. Se realiz6 la técnica
de Western blot con un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (anti-6xHis) que identifico
la proteina de ~38 kDa.

Palabras clave: Chlamydia, Chlamydia abortus, OmpA, clonacion, proteina recombinante



ABSTRACT
SANTIAGO BARRIENTOS CINTHYA ISABEL. Expression of recombinant OmpA of

Chlamydia abortus in Escherichia coli (Advisors: Dr. Efrén Diaz Aparicio, MSc. Erika

Margarita Carrillo Casas and Dr. Laura Cobos Marin).

C. abortus is the causal agent of enzootic abortion on small ruminants. It induces abortion in
the third part of the pregnancy, fetal death and the birth of weak kids. Currently in Mexico,
the disease is classified as endemic. However, the available diagnosis methods are restricted,
and the development of other methods for the surveillance of caprine chlamydiosis is
mandatory. The aim of this work was to express the major outer membrane protein (OmpA)
of C. abortus in E. coli. A polymerase chain reaction (PCR) was standardized and optimized
to amplify the ompA gene. The DNA template was DNA from strain NED14/0251-12 of C.
abortus, kindly donated by Universidad Complutense de Madrid, Spain. The PCR product
was purified and cloned into the pLATE31 expression vector. Further, the construction was
electroporated into E. coli BL21. The insertion was analyzed by enzymatic restriction with
EcoRV, BamHI and Clal. The construction was sequenced at the Instituto de Biotecnologia
(UNAM) and the right direction and phase of the insert was validated. The expression of the
recombinant protein was carried out through induction with isopropyl-f-D-1-
thiogalactopyranoside 1 mM. The overexpression of the ~38 kDa protein was best obtained
at 5 h post-induction. The Western blot was performed with an anti-6xHis Tag monoclonal

antibody.

Key words: Chlamydia, Chlamydia abortus, OmpA, cloning, recombinant protein

\



INDICE DE FIGURAS Y CUADROS

Figura 1. Ciclo de desarrollo de Chlamydia SPp ........coceoerereiiniiiiisieeeee e 6
Figura 2. Modelo de la membrana externa de un cuerpo elemental ..............ccccoevveeveeiecnnee. 7
Figura 3. Esquema de OmpA en la membrana externa de la pared celular de Chlamydia.....8
Figura 4. Gen ompA de C. abortus Cepa S26/3..........coeiiiiiiiiiiiieeee e 22
Figura 5. Vector de expreSion PLATESL ..o 24
Figura 6. Amplificacion de ompA de C. abortus por PCR ..........cccoviiiiniininiincneeeniens 29
Figura 7. Construccion in silico pPLATE/OMPACA.........cccvcveieeiece e 30
FIgura 8. PCR d& COIONIA ......eoueiiiiiieeie ettt 31
Figura 9. Restriccion enzimética en gel de agarosa al 1% de la construccion pLATE/ompACa.............. 32
Figura 10. Alineamiento de SECUBNCIAS. ........c.eierriirieiieieeiee ettt sree e see e 34
Figura 11. Inducciéon de E. coli BL21-pLATE/OMPACAE ......cccoeevveieiieieeie e 35
Figura 12. Western blot con anti-6XHIS ..........ccocoiiiiiiiiiie e 36
Figura 13. Determinacion de la solubilidad de la proteina ...........ccccoceeveeveiecieccc e, 37
Cuadro 1. Caracteristicas basicas del género Chlamydia............cccoviriniiiiciinnieeeee 1
Cuadro 2. Diagnosticos seroldgicos basados en OMPA ......c.oceiieieiieeseece e 19

VI



ADN
ARN
AEPR
CE
CR
COMC
DOF
IPTG
LB
LPS
ME
PCR
PR
ARNr
SST3
WB

ABREVIATURAS

acido desoxirribonucleico

acido ribonucleico

aborto enzoo6tico de pequefios rumiantes
cuerpo elemental

cuerpo reticular

complejo de membrana externa chlamydial
Diario Oficial de la Federacion
isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido
Luria-Bertani

lipopolisacarido

membrana externa

reaccion en cadena de la polimerasa
proteina recombinante

acido ribonucleico ribosomal

sistema de secrecion tipo 3

western blot

Vil



1. INTRODUCCION

Chlamydia es una bacteria Gram-negativa, intracelular obligada, con un ciclo de desarrollo
bifasico, que consiste en un cuerpo elemental (CE), que es la forma extracelular infecciosa,
y un cuerpo reticular (CR) o forma intracelular no infecciosa (Pospischil, et al., 2010).

El género Chlamydia tiene 11 especies: C. abortus, C. avium, C. caviae, C. felis, C.
gallinacea, C. muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C. psittaci, C. suis y C. trachomatis
(Sachse et al., 2015). Las diferentes especies de este género tienen un amplio rango de
hospederos y tropismos variables (Beeckman et al., 2014). Causan multiples enfermedades
cronicas y agudas. Entre estas enfermedades se encuentran los trastornos reproductivos,
respiratorios, cardiovasculares, gastrointestinales y enfermedades sistémicas; asi como
conjuntivitis, artritis y encefalitis en humanos, animales de produccidn, especies de compafiia
y fauna silvestre (Cuadro 1) (Everett, 1999; Wheelhouse y Longbottom, 2012; Sachse et al.,
2014; Sachse et al., 2015).

Cuadro 1. Caracteristicas basicas del género Chlamydia
(Adaptado de Sachse et al., 2015)

Hospedero Otros hospederos  Sitio de infeccion
natural
C. abortus Ovino, caprino Bovino, porcino Sistema genital y
respiratorio
C. avium Paloma, loro Sistema respiratorio
C. caviae Cobayo Equino Ocular y sistema
reproductor
C. felis Felino Ocular y sistema
respiratorio
C. gallinacea Gallina Otras aves de Sistema respiratorio
corral
C. muridarum Roedor Sistema
gastrointestinal
C. pecorum Bovino, koala Ovino, caprino, Sistema

C. pneumoniae

C. psittaci
C. suis

C. trachomatis

Humano, equino,
koala

Aves

Porcino

Humano

porcino
Anfibio, reptil

Mamifero
Rumiante

gastrointestinal,
respiratorio y genital
Sistema respiratorio y
cardiovascular
Sistema respiratorio
Sistema
gastrointestinal y
genital

Ocular



Chlamydia abortus

C. abortus es el agente causal del aborto enzodtico de los pequefios rumiantes (AEPR), este
es inducido en el ultimo tercio de la gestacion, también puede provocar el nacimiento de crias
débiles (Rodolakis y Mohamad, 2010). EI AEPR causa considerables pérdidas econdmicas
en la industria pecuaria, ya que representa una de las principales causas de pérdida de
corderos y cabritos en algunas partes de Europa, América del Norte y Africa (Longbottom y
Coulter, 2003). En un rebafio recién infectado, aproximadamente un tercio de las ovejas y
mas del 60 % de las cabras gestantes presentaran signologia. La incidencia de casos de aborto
persiste durante dos o tres afios, hasta que una gran proporcion de las hembras del rebafio ha
abortado. Entonces, la enfermedad adquiere un caracter ciclico, ya que las ovejas y las cabras
generalmente abortan una vez, posteriormente desarrollan inmunidad protectora (Appleyard
et al., 1985; Rodolakis y Souriau, 1980). En esos casos, los abortos afectan a menos del 10
% de las hembras gestantes durante los afios siguientes, hasta que una gran proporcion de
hembras primiparas o recién introducidas abortan.

C. abortus también se ha asociado con casos de epididimitis, neumonia, artritis, conjuntivitis
y ha sido aislada de heces de ovinos y caprinos sanos (Souriau et al., 1993; Salinas et al.,
1995; Salti-Montesanto et al., 1997). Ademas, esta enfermedad es una zoonosis, se ha
reportado un caso de neumonia atipica en humanos (Ortega et al., 2016), y en mujeres
infectadas durante el embarazo produce un cuadro febril grave que lleva al aborto (Buxton,
1986; Rodolakis y Mohamad, 2010).

El AEPR fue reportado por primera vez en el afio 1936, en un rebafio de ovinos en Escocia,
no obstante, los abortos se atribuian a factores ambientales y deficiencias nutricionales
(Greig, 1936). Sin embargo, en 1950 se demostr6 que era una enfermedad infecciosa, aunque
debido a su morfologia e incapacidad de multiplicarse en medios inertes este agente
infeccioso fue conocido como un virus del grupo linfogranuloma venéreo psitacoso (LGV)
(Stamp et al., 1950). No fue sino hasta 1966 que se demostrd que los microorganismos del
grupo LGV son bacterias intracelulares sin relacion con los virus, y que presentan pared
celular similar a las bacterias Gram-negativas, division celular por fision binaria, un ciclo de
desarrollo diferente al de un virus, y poseen ribosomas con susceptibilidad a antibi6ticos,

como otros procariontes (Moulder, 1966).



El género Chlamydia dentro de la familia Chlamydiaceae y el orden Chlamydiales (phylum
Chlamydiae) fue introducido por Page en 1966 (Page, 1966); y se conformd por las dos
especies reconocidas hasta entonces: C. psittaci y C. trachomatis, posteriormente en los afios
80 se identificé a C. pecorum y C. pneumoniae (Fukushi y Hirai, 1992). En 1999, basado en
el andlisis de secuencias de genes de ARN ribosomal (ARNr), Everett y colaboradores
propusieron subdividir la familia Chlamydiaceae en dos géneros, Chlamydia y
Chlamydophila, mas la adicion de 5 especies nuevas. La familia quedé integrada por nueve
especies: C. trachomatis, C. muridarum y C. suis; Chlamydophila (Cp) psittaci, Cp. abortus,
Cp. caviae, Cp. felis, Cp. pecorum y Cp. pneumoniae (Everett et al., 1999).

Si bien la extension de especies fue ampliamente aceptada por la comunidad cientifica, la
introduccion de dos géneros diferentes fue cuestionada debido a que los umbrales de
identidad de las secuencias 16S de ARNr propuesto para otros taxones bacterianos no separan
consistentemente a las especies Chlamydia de Chamydophila, el genoma de ambos miembros
de Chlamydiaceae son muy similares, los valores de identidad de la secuencia de ARNr de
los miembros conocidos varian de 93.0 % a 99.7 % para el ARNr 16S, y de 91.8% a 99.5 %
para el ARNr 23S, los valores del porcentaje de proteinas conservadas entre los miembros de
ambos géneros son del 82 % y ademas no existen caracteristicas fenotipicas claras que se
distingan entre ellos (Sachse et al., 2015). Por consenso, el género ha sido reunificado en
Chlamydia con la adicion de tres nuevas especies recientemente descritas, C. avium y C.

gallinacea (Sachse et al., 2014), asi como 'Candidatus C. ibidis' (Vorimore et al., 2013).

Situacion del AEPR en México

En México, el AEPR se encontraba clasificado por el Diario Oficial de la Federacion, en el
grupo 1 del “Acuerdo mediante el cual se dan a conocer en los Estados Unidos Mexicanos
las enfermedades y plagas exoticas y endémicas de notificacion obligatoria”. Este grupo, esta
compuesto por las enfermedades y plagas que no se encuentran en el territorio nacional
(DOF, 1999).

En 1997, se realizo el primer reporte de aislamiento de C. psittaci serotipo 1 -ahora conocida
como C. abortus- a partir de abortos caprinos en el estado de Querétaro (Escalante et al.,



1997) y en 2005, en el estado de Michoacan se aisl6 a partir de una muestra de heces
(Lazcano-Arrevillaga, 2006). Ademas, se ha determinado la presencia de anticuerpos contra
C. abortus y se ha identificado el microorganismo mediante la prueba de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) a partir de hisopos vaginales, tanto en rebafios ovinos con historial
abortivo en el Estado de México (Jiménez-Estrada, 2008), como en rebafios caprinos del
Estado de Guanajuato (Campos-Hernandez et al., 2014; Mora-Diaz et al., 2015) y més
recientemente la presencia de anticuerpos contra este agente en equinos del estado de México
y de la Ciudad de México (Rubio-Navarrete et al., 2017).

A partir del 29 de Noviembre de 2018 esta enfermedad ha sido reclasificada por el DOF,
dentro del grupo 3, el cual esta constituido por aquellas enfermedades y plagas que se
encuentran presentes en el territorio nacional y son consideradas como endémicas (DOF,
2018).

CICLO DE DESARROLLO

Chlamydia presenta un ciclo de desarrollo bifasico Unico, en el que ademas se puede
identificar una tercera forma aberrante o persistente que ha sido observada en ensayos in
vitro, donde los CR tras diversos estimulos son capaces de mantenerse por mas tiempo dentro
de la célula hospedera (Wheelhouse y Longbottom, 2012).

Los CE son estructuras esféricas, pequefias (0.3 um), caracterizadas por un nucleo denso y
excéntrico de ADN, una membrana lipidica citoplasmica y una membrana externa rigida que
los hace osmdticamente mas estables y menos permeables que los CR, lo que les permite
sobrevivir varios meses fuera de la célula hospedera (Costerton et al., 1976; Longbottom y
Coulter, 2003).

La diferenciacion de CE a CR implica una expansion que genera un citoplasma menos denso,
en el que el nacleo no se distingue claramente, los CR son transcripcionalmente mas activos
y, como consecuencia, el citoplasma contiene mas ARN y ribosomas, necesarios para la
sintesis de proteinas (Abdelrahman y Belland, 2005). Los CR metabolicamente activos no
son infecciosos y se replican intracelularmente por fisién binaria (Beeckman et al., 2014).
El ciclo de desarrollo inicia con la endocitosis del CE por una célula eucariota, la union a la

célula hospedera involucra varios ligandos bacterianos y receptores del hospedero. Al



contacto, la bacteria genera proyecciones del sistema de secrecion tipo Il (SST3) que
inyectan proteinas efectoras pre-sintetizadas y el CE es internalizado mediante una vesicula
endocitica, llamada inclusion (Hackstadt, 2012; Elwell et al., 2016). En pocas horas (6-8 h
post-infeccion) se realiza la transicion de CE a CR, por la remodelacion de su membrana y
posteriormente (8-16 h post-infeccion) la bacteria se divide por fision binaria para que
posteriormente la inclusion se expanda substancialmente. En la Ultima etapa (24-72 h post-
infeccion), los CR después de diversas divisiones se reorganizan nuevamente a CE, que seran
liberados de la célula hospedera mediante lisis 0 extrusion. Ademas, el ciclo de desarrollo
puede verse afectado por factores ambientales y estrés, como privacién de nutrientes,
exposicion a antibioticos, y citocinas como el interferon-gamma (IFN-y) (Mpiga y
Ravaoarinoro, 2006) desencadenando la transicion de CR a una tercera forma de desarrollo,
conocida como, cuerpo persistente. Una vez que se elimina el factor de induccion de estrés,
los cuerpos persistentes vuelven a CR, y contindan su ciclo de desarrollo hasta CE
infecciosos. Figura 1. (Escalante-Ochoa et al., 1998; Beeckman et al, 2014; Elwell et al.,
2016).
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Figura 1. Ciclo de desarrollo de Chlamydia spp. (Tomado de Beeckman et al., 2014)



Composicion de la membrana celular

Las bacterias del género Chlamydia son Gram-negativas, estan rodeadas por dos membranas,
una interna y una externa, separadas por un espacio periplasmico. La membrana externa de
los CE esta formada por fosfolipidos, lipidos, lipopolisacaridos y proteinas (Nelson et al.,
2012; Beeckman et al., 2014). En contraste a otras bacterias Gram-negativas, Chlamydia
tiene escaso acido muramico (Barbour et al., 1982; Fox et al., 1990), ademas de una cantidad
insignificante de peptidoglicano (Moulder, 1991).

Parte de la membrana externa de Chlamydia es insoluble al detergente ionico lauroil
sarcosinato de sodio, también conocido como sarkosyl, y esta fraccién se denomina
Complejo de Membrana Externa Chlamydial (COMC). Este complejo esta formado por la
proteina principal de membrana externa (OmpA), proteinas ricas en cisteina (CRP; por sus
siglas en inglés, Cisteine Rich Proteins) OmcA y OmcB (Omc, por sus siglas en inglés, Outer
membrane complex); y por proteinas polimdrficas de membrana (Pmp; por sus siglas en
inglés, Polimorphic membrane proteins) (Hatch et al., 1984; Sardinia et al., 1988; Beeckman
et al., 2014). Ademas la membrana externa esta compuesta por lipopolisacaridos (LPS),
PorB, Omp85, las proteinas de choque térmico Hsp60 y Hsp70 (Beeckman et al., 2014)
Figura 2.

IR
LY
Periplasma

Figura 2. Modelo de la membrana externa de un cuerpo elemental (Modificado de Nelson, 2012).
ME = Membrana externa, PorB = Porina B, CdsF y CdsC = Proteinas del SST3, OmpA, OmcB,
OmcA = Proteinas del COMC, PmpH, PmpX, PmpD, PmpZ = proteinas polimérficas, LPS=
Lipopolisacérido Hs= proteinas de choque térmico.



Proteina principal de membrana externa (OmpA)

La proteina OmpA representa el 60 % de la superficie en la membrana externa del CR, de
todos los miembros del género Chlamydia (Baehr et al., 1988). Inicialmente se identificd
como la proteina principal de membrana externa (MOMP; por sus siglas en inglés, Major
outer membrane protein), en lo sucesivo nos referiremos a ella como OmpA.

OmpA es codificada por el gen ompA. Es una proteina con estructura de barril B antiparalelo
de 16 cadenas (Feher et al., 2013). Su peso oscila los 40 kDa, se caracteriza por tener cuatro
secuencias variables (I a IV), y cinco regiones intermedias de estructura constante (Figura 3)
(Vanrompay et al., 2004; Everett et al., 1991). OmpA contiene de 8 a 10 residuos de cisteina
- segun la especie de Chlamydia spp. (Hepler et al., 2018) y se ha demostrado que estos
residuos forman enlaces disulfuro intermoleculares, formando mondmeros y trimeros, e
intramoleculares con otras proteinas ricas en cisteina, lo que aumenta la rigidez estructural
de la membrana externa (Yen et al., 2005). Tiene funcién como porina y adhesina mediante
interacciones electrostaticas e hidrofdbicas no especificas con la célula hospedera (Su et al.,
1990).

EXTERIOR
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VARIABLE | ovi Dviv

ae 4[] gt aa
!

COOH

LPS

ESPACIO PERIPLASMICO

Figura 3. Esquema de OmpA en la membrana externa de la pared celular de Chlamydia
(Modificado de Vanrompay et al., 2004). Linea s6lida: cadena peptidica de OmpA incrustada
en la membrana (no dibujado a escala con respecto al espesor de la membrana o al tamafio
de los dominios variables (DVI-1V). Los cuadrados a colores representan los residuos que
comprenden los dominios variables; DVI en verde, DVII en azul cian, DVIII en naranja y
DVIV azul afiil. Los cuadrados rojos representan los residuos de cisteina conservados y los
bloques negros por encima de la membrana externa (ME) representan la presencia de
estructuras de LPS en Chlamydiaceae.



Debido a que OmpA posee epitopes especificos de especie y de serotipo (Baehr et al., 1988;
Zhang y Stephens, 1992), existe evidencia de que los anticuerpos contra estos epitopes tienen
un papel protector en la inmunidad a la infeccion (Caldwell et al., 1981; Baehr et al., 1988),
por lo cual es candidata potencial para el desarrollo de vacunas y estrategias terapéuticas
(Beeckman et al., 2014).

Proteinas ricas en cisteina

El segundo componente mas importante del COMC, son las proteinas ricas en cisteina: La
proteina OmcA, con peso molecular de 9 kDa, es codificada por el gen omp3 y posee 14
residuos de cisteina (Hatch et al., 1984; Findlay et al., 2005). La proteina OmcB, con peso
molecular de 60 kDa, es codificada por el gen omp2 y posee 37 residuos de cisteina.

Los primeros estudios de OmcA y OmcB establecian su localizacién a nivel de periplasma
(Everett et al., 1991). El trabajo de Hegemann y Moelleken, 2012 identific6 que OmcB
induce una fuerte respuesta de anticuerpos y es facilmente accesible en la superficie del CE.
La proteina OmcB esta altamente conservada en las especies de Chlamydia y desempefia un
papel importante en la adhesion a las células de mamiferos mediante la unién a heparina

(Hegemann y Moelleken, 2012).

Proteinas polimorficas de membrana externa (Pmps)

Las Pmps son un grupo de proteinas expuestas en la superficie de la membrana que se
expresan con masas moleculares entre 85, 90 y 105 kDa, se han caracterizado como adhesinas
autotransportadoras y son importantes en la fase inicial de la infeccidn, ya que actian como
citolisinas que contribuyen a la lisis de la célula hospedadora y a la salida del CE (Marques
et al., 2010; Villegas et al., 2008).

Todas las especies de Chlamydia expresan Pmps y son polimérficas debido a que sus genes
sufren mutaciones que originan variaciones en su estructura, el nimero de genes de esta
familia varia de acuerdo a la especie: hay 18 genes pmp en C. abortus, 22 genes en C. psittaci,
16 en C. pneumoniae y 9 en C. trachomatis. Estas proteinas contienen motivos
tetrapeptidicos conservados; el primero, formado por dos glicinas, una alaninay, en la tltima

posicion una isoleucina, leucina o valina, G G A (I, L, V); y el segundo es un motivo formado



por una fenilalanina, dos amino&cidos variables y una asparagina (F x x N), ambos en su
porcién N-terminal (Vasilevsky et al., 2016).

Las Pmps inducen respuestas especificas de tipo celular y humoral, lo que las hace
potenciales candidatas como antigenos para vacunas. Por otra parte, debido a su especificidad
y a la fuerte reaccion contra estas proteinas que muestran los sueros policlonales de ovejas
infectadas experimental o naturalmente con C. abortus, se han usado como antigenos de
diagnostico para diferenciar aquellas infecciones provocadas por C. abortus en rumiantes de
las provocadas por C. pecorum (Villegas et al., 2008; Martinez, 2006; Wheelhouse et al.,
2012).

Lipopolisacarido

El lipopolicacérido (LPS) estd compuesto por un glicolipido que es compartido por todas las
especies de Chlamydia (Nurminen et al., 1983; Kosma, 1999). El LPS clamidial es estable al
calor; posee estructuras parecidas a las encontradas en bacterias Gram-negativas y esta
formado por tres componentes principales: una porcion lipidica (Lipido A), un nicleo
oligosacarido compuesto de heptulosa, glucosa, galactosa, glucosamina y acido ceto-3-
desoxi-2-octulosénico (KDO) y una parte final polisacérida denominada antigeno “O” muy
variable (Brade y Rietschel, 1984).

El LPS tiene al menos cuatro epitopes, dos especificos para el género Chlamydia y dos
compartidos con mutantes de otras Gram-negativas (Nurminen et al., 1983). Estudios
inmunocitoquimicos y de inmunoblot muestran que el LPS esta presente tanto en CE como
en CR (Kosma, 1999). En la cepa C. abortus AB7 (antes C. psittaci AB7), causante de aborto
en ovinos, Salinas y colaboradores identificaron que los epitopes de LPS se localizan

principalmente en la porcidn externa del CR e interna del CE (Salinas et al., 1994).
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MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Chlamydia tiene un genoma altamente conservado y reducido, de 1.04 Mb en C. trachomatis
y 1.14 Mb en C. abortus (Stephens et al., 1998; Thomson et al., 2005), en el que
aproximadamente dos tercios de sus proteinas se comparten entre especies. Una diferencia
significativa es la “zona de plasticidad”, una regién con alta diversidad gendémica que

codifica una matriz de factores de virulencia (Elwell et al., 2016).

Adhesion

Los patdgenos intracelulares obligados dependen de estructuras superficiales especializadas
para mediar sus interacciones especificas con células eucariotas. La invasion exitosa de
Chlamydia requiere la adhesion inicial del CE a la célula hospedera como inicio del ciclo de
desarrollo intracelular (Hackstadt, 1999).

La union del CE a la superficie de la célula hospedera consta de dos pasos individuales: una
interaccion electrostatica reversible inicial con glicosaminoglicanos (GAG) parecidos al
sulfato de heparano (Zhang y Stephens, 1992; Su et al., 1996), seguido de una union
irreversible dependiente de la temperatura de un ligando de Chlamydia a un receptor
desconocido de la célula hospedera que induce la internalizacion del CE (Hegemann y
Moelleken, 2012).

Los receptores especificos de las células hospedadoras y ligandos de Chlamydia implicados
en la unién irreversible del CE a la célula hospedadora, no han sido del todo identificados.
Actualmente, posibles ligandos bacterianos incluyen la proteina principal de membrana
externa OmpA (Su et al., 1990), la proteina de choque térmico (Hsp70), la proteina de
membrana externa OmcB y proteinas polimdrficas, como Pmp21 (PmpD), Pmp6 y Pmp20
(Wehrl et al., 2004; Moelleken y Hegemann, 2008). Los componentes de translocacién del
SST3 (CopB, CopD y LcrV) también podrian servir como adhesinas (Hegemann vy
Moelleken, 2012).

Inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma
Normalmente un fagosoma profesional o no profesional, que ha incluido a un patdégeno se

fusionara con un lisosoma, posteriormente el fagolisosoma resultante producira hidrolasas
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acidas paraerradicar el patogeno. Chlamydia spp. ha desarrollado un mecanismo para frustrar
de manera eficiente esta fusion fagolisosomal.

El microambiente dentro de la vacuola que contiene a Chlamydia es modificado por este
microorganismo. Después de la internalizacion inicial, la inclusion no se acidifica y se
mantiene aislada de la ruta lisosomica endosémica (Heinzen et al., 1996; Escalante-Ochoa et
al., 1998). Esta ausencia de acidificacion previene la formacion de la vesicula endosémica
portadora (Clague et al., 1994), una vesicula grande y esférica, que regula el paso del

endosoma temprano a tardio (Aniento et al., 1993).

Sistemas de secrecion

Chlamydia codifica, en su genoma, un gran nimero de proteinas efectoras de virulencia, las
cuales comprenden aproximadamente el 10 % (Betts-Hampikian y Fields, 2010). Estas son
liberadas a través de sistemas de secrecidn especializados a la superficie bacteriana, el lumen
de la inclusién, la membrana de inclusion, y al citoplasma de la célula hospedera (Fields,
2012).

Sistema de secrecion tipo 111

El sistema de secrecidn tipo Il (SST3) es una jeringa molecular que permite la inyeccion
directa de proteinas efectoras bacterianas a traves de las membranas del hospedador (Mueller,
et al. 2014). Chlamydia spp. usa el SST3 durante el contacto inicial de la célula hospedera
con la membrana plasmatica y durante la fase intracelular, en la que los efectores se inyectan
en el citoplasma de la célula hospedera y acceden a otros compartimentos intracelulares,
incluido el nacleo (Fields, 2012).

A diferencia de otras bacterias, en las que los genes para el SST3 estan contenidos en
plasmidos de virulencia (Hueck, 1998), en Chlamydia las secuencias codificantes del SST3
estan dispersas en el cromosoma (Peters et al., 2007). Este SST3 esta conformado por, el
inyectisoma, el aparato translocador y subclases de chaperonas (Ghosh, 2004).

El inyectisoma es una 'nanojeringa’ formada por varias proteinas, entre ellas CdsJ, que abarca
el espacio periplasmico y se asocia con las proteinas integrales de membrana CdsR-V, y la

proteina de membrana interna CdsD; ademas posee un anillo compuesto por CdsC, que es
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necesario para que la aguja atraviese la membrana externa y forme estructuras hexamericas
similares a las estructuras 'tipo roseta’ observadas por Matsumoto (Matsumoto, 1982; Tanzer
y Hatch, 2001).

Entre las proteinas que permiten la translocacion de efectores secretados a traves de la
membrana plasmética de la célula se encuentran CopB y CopB2 (Peters et al., 2007),
mientras que las principales proteinas efectoras secretadas son; la fosfoproteina de
reclutamiento de actina (Tarp), que participa en la inclusion de C. trachomatis al inducir
cambios tempranos en el citoesqueleto durante su internalizacién en la célula eucariota
(Clifton et al., 2005); y las proteinas de inclusién de membrana IncA, IncB e IncC, que
median las interacciones hospedero-patogeno (Hackstadt, 2012; Moore y Ouellette, 2014)
como la reorganizacion del citoesqueleto de la célula eucariota, el anclaje del centrosoma, la

adquisicion de lipidos y la resistencia a la apoptosis (Moore y Ouellette, 2014).

Sistema de secrecion tipo V

Este sistema ha sido denominado como ruta de autotransporte. Este mecanismo requiere la
secrecion dependiente de Sec de sustratos al periplasma. Un dominio de barril f C-terminal
de la proteina efectora media la insercion posterior en la membrana externa y la visualizacién
del dominio pasajero funcional en la superficie bacteriana. La familia de proteinas
polimérficas de membrana externa (Pmp) ejemplifica los autotransportadores del género
(Tanzer y Hatch, 2001). Este grupo diverso de proteinas de superficie ha sido implicado en

la adhesidn (Wehrl et al., 2004) y la respuesta inmune (Tan et al., 2010).

Resistencia a antibidticos

En la mayoria de los casos, las infecciones por Chlamydia spp. se pueden resolver facilmente
mediante el tratamiento con antibioticos como los derivados de tetraciclina y macrélidos
(especialmente azitromicina). Sin embargo, en algunos casos el tratamiento no es exitoso
(Jones et al., 1990; Di Francesco et al., 2008) y con frecuencia se observa resistencia
heterotipica, que se define como resistencia en la que solo una pequefia porcion de la
poblacién muestra el fenotipo resistente. La resistencia a los farmacos a menudo surge a

través de mutaciones puntuales, alterando la expresion o la funcionalidad del objetivo del
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antibiotico, o siguiendo la insercion de genes de resistencia en el genoma bacteriano. La
adquisicion de resistencia a los antibioticos en Chlamydia spp. requiere mayor investigacion,
ya que hasta el momento so6lo hay evidencia de que la transferencia horizontal de genes esta

presente en la resistencia a tetraciclina en C. suis (Dugan et al., 2004; Dugan et al., 2007).

Inhibicién e induccion de la apoptosis

Debido a su estilo de vida intracelular, la apoptosis de la célula hospedera afecta la capacidad
de Chlamydia spp. para completar su ciclo de replicacion. Se ha descrito que la proteina
clamidial CPAF (por sus siglas en inglés, chlamydial protease-like activity factor) actia en
la inhibicién de la apoptosis de la célula hospedera, al degradar las proteinas proapoptéticas
BH3, secuestrar proteinas proapoptoéticas e inducir la expresion de factores antiapoptéticos
in vitro (Byrne y Ojcius, 2004; Miyairi y Byrne, 2006). La evasién de la apoptosis favorece
que la bacteria complete su ciclo de replicacion y evita la liberacion de CR no infecciosos
(Roan y Starnbach, 2008).

Por otra parte, existe evidencia de que Chlamydia participa en la induccion de la via
apoptotica de las células infectadas via TNF-a. con el fin de liberar CE infecciosos a una
célula hospedera adyacente (Perfettini et al., 2000). Ademas, la apoptosis puede ser inducida
por la expresion de la proteina asociada con el dominio de muerte, la cual se asocia a los

receptores de muerte de la célula eucariota (Byrne y Ojcius, 2004; Miyairi y Byrne, 2006).

RESPUESTA INMUNE

Las células epiteliales infectadas por Chlamydia spp. reconocen antigenos a través de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR; por sus siglas en inglés, pattern recognition
receptor) presentes en su superficie, en el endosoma o en el citoplasma (Elwell et al., 2016).
Los PRR mejor caracterizados son los receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés:
toll like receptors). Aunque el LPS de C. trachomatis puede ser reconocido por TLR4
(Prebeck et al., 2003), TLR2 parece ser esencial para sefializar la produccion de citocinas
proinflamatorias después de la infeccion por Chlamydia, no obstante, el patron molecular

asociado a patégenos (PAMP; por sus siglas en inglés, pathogen-associated molecular
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patterns) de Chlamydia que sefiala a través de TLR2, ain no se ha identificado (O'Connell
et al., 2006).

La proteina de choque térmico Hsp60 es reconocida por TLR4, y el NOD1 intracelular
también se activa en respuesta a la infeccion, aunque los ligandos clamidiales
correspondientes no se han identificado (Buchholz y Stephens, 2006). Estos PRR tras la
unidn del ligando, activan una variedad de vias de sefializacion inflamatorias que incluyen
NF-kB e IL-6 (Darville y O'Connell, 2012).

Ademas, desencadenan la liberacion de citocinas proinflamatorias, como la IL-8, que recluta
células inmunes innatas clasicas (Buchholz y Stephens, 2006), estas incluyen células NK 'y
fagocitos tales como neutrofilos, que se han encontrado en las primeras etapas de infeccion
primaria por C. abortus (Buxton et al., 1990; Buendia et al., 2004).

El interferon (IFN-y), controla la replicacion de Chlamydia al aumentar el potencial
fagocitico de los macrofagos, promoviendo asi su fagocitosis y la destruccion de los CE
extracelulares (Darville y O'Connell, 2012).

Las células dendriticas (CD), también son eficientes en el procesamiento y la presentacion
de antigenos de Chlamydia a las celulas T. Por lo tanto, las CD proporcionan un vinculo
esencial entre la inmunidad innata y la adaptativa (Steele et al., 2004).

Esta inmunidad innata no solo actia como una defensa de primera linea sino que también es
capaz de conducir a una inmunidad especifica mediante la secrecion de diferentes citocinas
y el reclutamiento de subtipos de células T (Buendia et al., 2004).

Se ha identificado que las subpoblaciones de células T que participan en la respuesta inmune
adaptativa contra Chlamydia spp., varian segun la especie (Del Rio et al., 2001). La infeccion
por C. abortus y C. pneumoniae, es controlada principalmente por una respuesta Thil,
caracterizada por la produccién temprana de altas concentraciones de IFN-y (McCafferty et
al., 1994), asi como la presencia de células T, particularmente CD8+, que han demostrado
ser cruciales para la eliminacién de la infeccién (Del Rio et al., 2001). En el caso de la
respuesta inmune contra C. trachomatis esta es controlada por células T CD4+ (Su y
Caldwell, 1991).
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Los CE y los CR de Chlamydia en el espacio extracelular y aun dentro de la célula hospedera,
son fagocitados por células presentadoras de antigeno profesionales (APC; por sus siglas en
inglés, antigen presenting cell), que posteriormente son presentados a las células T CD4+.
Por el contrario, las células T CD8+ tipicamente reconocen antigenos que tienen acceso al
citoplasma de las células infectadas. Estos antigenos son procesados por el proteosoma en
fragmentos, que son transportados a la superficie de la célula en complejos con MHC clase |
para activar células T CD8+ (Cresswell et al., 2005).

El papel desempefiado por la inmunidad humoral contra C. abortus ha sido poco estudiado,
aunque se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales contra OmpA neutralizan la

infeccion por Chlamydia in vitro (Peeling et al., 1984; Moore et al., 2003).

TRANSMISION

Entre animales el contagio se da por ingestion de CE contenidos en secreciones vaginales y
membranas placentarias al momento del parto o del aborto, o bien, a través de aerosoles (Caro
etal., 2009; Kerr et al., 2005). Una vez que la bacteria ingresa al organismo, el principal sitio
de infeccion y multiplicacion son las tonsilas; también puede infectar y multiplicarse en las
celulas del sistema reticuloendotelial, células epiteliales de la mucosa conjuntival, células
sinoviales, en células de placenta, feto, genitales y del tracto intestinal (Longbottom y
Coulter, 2003).

DIAGNOSTICO

El diagndstico presuntivo de infeccion por C. abortus se realiza cuando la historia clinica del
rebafio y el caracter de las lesiones de la placenta en el aborto sugieren un aborto enzoético,
y se ha eliminado la posibilidad de que otros agentes infecciosos o causas no infecciosas
estén involucradas. Sin embargo, el diagnéstico preciso requiere confirmacion a través de
pruebas de laboratorio (Sachse et al., 2009).

Las muestras en las que se puede llevar a cabo la identificacion del agente son: cotiledones
infectados, membranas placentarias, pulmon o higado fetal, y secreciones vaginales. Estas

muestras son conservadas a 4 °C en medio de transporte SPG compuesto por
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sacarosa/fosfato/glutamato, suplementado con 10 % de suero fetal bovino, antibiéticos como
estreptomicina (200 mg/mL) y gentamicina (50 mg/mL), y un inhibidor fangico (Spencer y
Johnson, 1983; OIE, 2018; Alonso et al., 2012).

Frotis

Se pueden preparar frotis a partir de membranas placentarias y cotiledones, o de hisopos
tomados de la vagina en el momento del aborto (Longbottom y Coulter, 2003). Estos pueden
ser teflidos por técnicas como la de Maquiavelo modificado, Giménez, o Ziehl-Neelsen
modificado (Stamp et al., 1950; Gimenez, 1964; Aitken y Longbottom, 2004; Andersen y
Vanrompay, 2000). Con Ziehl-Neelsen modificado, se observan al microscopio pequefios
cuerpos elementales cocoides (300 nm) rojos/rosas aislados o en grupo, destacando sobre un

fondo azul de restos celulares (Sachse et al., 2009).

Aislamiento en embrion de pollo

Chlamydia spp. requiere técnicas de cultivo en tejidos para aislamiento y propagacion en
lineas celulares o por inoculacion de embrion de pollo (Thejls et al., 1994).

Para realizar el aislamiento en embridn de pollo, se inoculan los sacos vitelinos de embriones
de 6 a 8 dias de edad, con 0.2 mL de una suspension de la muestra al 10 % en medio SPG.
La muerte de estos embriones se da entre el dia 4 y 14 post-infeccion. La presencia de CE se
observa en las improntas preparadas a partir de los sacos vitelinos congestionados; también
se pueden apreciar hemorragias en las membranas y en la piel del embrion (Garcia de la
Fuente, 2003; OIE, 2018). Posteriormente, se realiza el frotis a partir de las membranas del
saco vitelino en el momento de la muerte, o de los huevos sobrevivientes al finalizar el ensayo
(Stamp et al., 1950; Gimenez, 1964).

Cultivo celular
C. abortus se cultiva en gran variedad de lineas celulares, entre las mas utilizadas estan las
células McCoy, fibroblastos de ratén L929, y células de rifion de hamster neonato (BHK; por

sus siglas en inglés, baby hamster kidney) (Longbottom y Coulter, 2003).
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Brevemente, una suspension bacteriana se inocula sobre una monocapa de 2 x 10° células/mL
previamente cultivada sobre un cubreobjetos de 16 mm. Se incuba 24 horas a 37 °C o hasta
obtener una monocapa confluente sobre el cubreobjetos. Se elimina el medio de crecimiento
y se centrifuga a 2500 x g durante 30 min para favorecer la infeccion sobre la monocapa.
Después de incubar 2-3 dias, la monocapa se fija con metanol o acetona/metanol y se tifie
con Giemsa o se realiza un ensayo de Inmunofluorescencia (Arens y Weingarten, 1981).

Los cultivos celulares son la “prueba de oro” para el diagnostico y permiten el seguimiento
de la infeccion, con identificacion del efecto citopatico y la observacion de inclusiones
intracitoplasmaticas en células tefiidas con anticuerpos monoclonales fluorescentes. Ademas,

posibilitan la titulacion de las unidades formadoras de inclusiones (UFI).

Diagnostico seroldgico.

Dentro de los métodos mas utilizados para la deteccion de anticuerpos anti-Chlamydia en
sueros de animales, se encuentran las pruebas de inmunofluorescencia indirecta, los
inmunoensayos enzimaticos (ELISA) y la fijacion del complemento, que detectan la
respuesta inmune humoral, principalmente al LPS y de antigenos proteicos especificos de
género, especie o serotipo (Buendia et al., 2001).

La fijacion del complemento est4 basada en el LPS, un titulo superior a 1/32 es indicativo de
la presencia de AEPR, los valores por debajo de este titulo pueden deberse a infecciones
entéricas subclinicas por C. abortus o reactividad cruzada con C. pecorum y otros LPS como
el de E. coli y Salmonella spp. (Aitken y Longbottom, 2004). La prueba de fijacion de
complemento (FC) no es viable con sueros hemoliticos o anti-complementarios (Cross y
Clafin, 1963). Ademas, no todos los sueros animales o todos los isotipos de inmunoglobulina

pueden fijar el complemento (Schmeer et al., 1987; Kaltenboeck et al., 1997).

ELISA

Los ensayos disponibles incorporan diversos antigenos de Chlamydia como el LPS
purificado, la proteina OmpA (Cuadro 2) y las POMP. Su desventaja esta en que ofrece baja
especificidad de especie. Entre sus ventajas, presentan una mayor sensibilidad que la prueba

de FC, facilita el diagnostico seroldgico de rebafios completos, la automatizacion y la
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objetividad de interpretacion al utilizar un espectrofotometro (Buendia et al., 2001;
Longbottom et al., 2002; Wilson et al., 2009).

Cuadro 2. Diagnosticos serologicos basados en OmpA

Sensibilidad Especificidad

Nombre Fundamento (%) (%) Referencia
Ac
monoclonales Salti-Montesanto et al.,
ELISAC ontraDVIy ’ 100 1997
DVII
Ac
ELISAc  Monoclonales 77.7 98.1 Vretou et al., 2007
contra DVI1y
DVII
Panclabort o P_éptldos
MOMP-P derivados de 70.4 95.9 McCauley et al., 2007
DVIyDVII
Inmunoensayo MOMP de C 83 100 Forsbach-Birk et al.,
trachomatis 2010

Amplificacion de ADN

La deteccion de Chlamydia spp. por PCR permite la identificacion directa en muestras
clinicas y la identificacion a nivel de especies (Pospischil, 2006; Longbottom et al., 2002).
Estos métodos de PCR amplifican el operén de ARNr 16S (Meijer et al., 1997; Everett et al.,
1999) o el gen ompA (Kaltenboeck et al., 1997; Yoshida et al., 1998).

La PCR de punto final confirma la presencia o ausencia del patdgeno, la deteccién y

cuantificacion de C. abortus es posible con base en ompA (Pantchev et al., 2010).
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2. JUSTIFICACION

Actualmente en Mexico, el AEPR esta clasificado como una enfermedad endémica, sin
embargo, su diagndstico es limitado. Debido a la ausencia de pruebas seroldgicas elaboradas
en el pais que permitan un monitoreo constante de la clamidiosis caprina; es necesario
desarrollar alternativas de diagnostico locales. La obtencion de una proteina recombinante
(PR) para ser utilizada como antigeno, puede favorecer el desarrollo de métodos diagnosticos
que permitan la identificacion y control de la clamidiosis caprina que infecta rebafios

nacionales.

3. HIPOTESIS

Escherichia coli BL21 permitira la expresion de la proteina OmpA de C. abortus.

4. OBJETIVO GENERAL

Expresar la proteina OmpA de C. abortus en E. coli.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Amplificar el gen ompA de C. abortus mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)
2. Clonar el gen ompA de C. abortus en un vector de expresion
3. ldentificar la expresion de la proteina OmpA por Western Blot
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6. MATERIAL Y METODOS

Disefio de iniciadores para la amplificacién del gen ompA de C. abortus

Se realizo el disefio de los iniciadores con base en la secuencia del gen ompA de C. abortus
dentro del genoma de la cepa S26/3 disponible en el GenBank, con nimero de acceso
CR848038.1 para amplificar un fragmento de 1101 pb que codifica la proteina OmpA de C.
abortus madura (sin péptido sefial) (Figura 4.a y b).

Los iniciadores fueron generados manualmente de acuerdo al Manual de clonacién y
expresion de aLICator LIC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). El extremo 5' del
iniciador en sentido, Ca-ompA-F, incluye una secuencia especifica del vector, sefialada en
color azul, seguido de un fragmento de 35 pb que corresponde al extremo 3' del gen de interés.
Dentro de este fragmento, el codon de inicio esta sefialado en naranja lo que asegura que la
secuencia especifica del inserto esté en sentido. La temperatura de fusién de la seccion de
los iniciadores complementarios al gen de interés cumple con la restriccion de ser de 60 °C
0 més. El iniciador anti-sentido, Ca-ompA-R, también tiene una secuencia complementaria
especifica del vector, sefialada en color verde, al extremo 3' de la cadena pero sin incluir el
coddn de paro (Figura 4.b).

Los iniciadores fueron sintetizados por el Instituto de Biotecnologia-UNAM. La homologia
entre estos y la secuencia del gen ompA de C. abortus cepa S26/3, fue verificada en la base
de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center of
Biotechnology Information). El tamafio del producto esperado de 1141 pb corresponde a 1101

de la secuencia de ompA sin péptido sefial y 40 pb de ambos iniciadores.
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a) Clal (763) BamH1 (419) Clal (39)

b) Ca-ompA-F:
S’AGAAGGAGATATAACTATGTTGCCTGTAGGGAACCCAGCTGAACCAAGT

TTATTAATCG-3’

Ca-ompA-R:
5’GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGAATCTGAATTGAGCATTCATGTGAGCGG
CTCTTTC -3

Ca-cmpA-F
JGEGATATAMCTATOTIG OCT GTA GGG AMC CCA GCT GAA OCA AST TTA TTA AXC G
s O
s A e PoVE Gy AmPo M G P Sw le i e A Gy T Me To G Gy Mo Sw Gy Ap PoOp Ap Po Cp Sw Tw To OpAw
1 TIGCCIGTIAG GGAACCCAGC TGRACCARGT TTATTARICG ATGGCACTAT GTGGGARGGT GCTICAGGTG ATCCTIGOGA TCCTTGCICT ACTIGGIGIC
A Al b Sw be Mg Mo Gy Ty Ty Gy A Ty Va PreAp Ag Vi L iy Vi Aip ¥ Am Ly T fe T Gy M Gy A Ve Po
101 ATGCTATCAS CATCOGCGCA GGATACTACG GRGATTATGT TTICGATCST GTATTAMAAG TTIGATGTGAA TARAACTATC ACCGGCATGS GIGCAGTICC
APl Gy T M Ao Mo Am Ty L Tie PoTie Ap Ag PoAm B MNe Ty Oy Ly He L Oh Ap M Gu Tp P T Am Ay M
201 TACAGGARCC GCAGCAGCTA ATTACARAAC TCCTACGGAT AGACCCAACA TCGCTTACGS CRARCACTTA CRAGRCGTCG ARTGSTICAC CAATGCAGCT
A Pheles Au Les Am e Tp Ap A Phe Ap fe Pre O T lew Gy Au Se Am Gy Ty Pe L b Se S As M Phe A L Ve Oy
301 TTCCTCGCAT TGAATATCIG GGATCGCTTT GATATITICT GCACATIAGG CGCTTCTAAT GGGTACTICA ANGCTAGTIC !d:sscanc ARCCTCGTTG
[
A Gytes B Gy Vi Ly Gy SwSw B A MiAp Go LwPo Am VE Gy b T Gh Gy S VU Ge Pho Ty Tw Ap T Tie PhoSwr
401 CGITIGATTGG TGTTARRGGR TCCTCCATAG CAGCTGAICA GCTTCCCAAT GTAGGCATCA CTCARGGART CCTTGAATTT TATACAGATA CRRCATICIC
A SwTp Sw Y Gy N Mg Gy Male Tp G Op Gy Op Ab T L Gy Mo Ge Pw Gn Ty Al Gh Sw Am Prolp B G M e
1 TIGGAGTGIA GGTGCACGCE GRGCTITATG GGRSTGIGET TGIGCGACTT TAGGRECAGK GTIC AT GCTCAGICTA ATCCTAAAAT TGAAMRIGITC
A Am YE Y Sw SwPo M GaPhw YE YE He Ly Pro Mg Gy Ty Ly Gy T M Phe o L Poles Tv Ab Gy T Asp G AaDe
€01  AATGTAGICT CCAGCCCAGC ACARTTIGTG GTTCACAAGC CTAGASGATA CAAGGGAACA GCATTICCTT TACCTCTAAC AGCTGGTACT GATCAGECAR
o
B NMW L’ Sl“l ™ DL’T' s &’Q@'lﬁlﬂmmh " b'lhu*lll A\ M". S Vl‘.ﬂ?'
701 mﬁ.ﬂ'ﬂn 'TCGGCM ATT.MU-CC mmmm"\‘m Hm macrrmmmecs‘waa
A TpSe Ay Ko Tv P An Ma Ap e b oy ke Mo GnPoly Le K M M Vi lw An le Th Th Tp Am Pio T Le Lm Gy
1 GTCACGAGCA ACTTTTIGATG CTGACGCTIAT CCG\.:JCGCT mﬂn TAGCTGCTGE TGIGTTARAC nmmccn‘m.@ca
4 G M T Ma e Ap Te Sw Am Lp Ple Mo Ap P L Gn B MiSw b Gh b Am Ly M lp Se Mg lp M Op Gy Vi Ae

301 GARGCTACAS CTTTAGATAC TAGCAACAAA TTCGCTGACT TCTTGCARAT TGCTTCGATT CAGATCAACA ARATGARGIC TAGARARGCT TGTGGICTAG
A MaYd Gy M Telw b Ap MuAp L Top Sw b Th Gy G A Mg le B A G Ay Al Al Hs Mt Am Aa G P Ay P
CTGITGSTGC ARCSTTAATC GACGCTGRCA ARTGGICAAT CACTGGTGAA GCACGCTTAR ICARTGAARG AGCCECICAC ATGAATGCTC AATICASATT
4™ GAA AGA OCC GOT CAC ATG AAT 0T CAA TIC AGA TT

nuo € Ca-ompA-R (Complementario)

CAMOCATCACCATCACCACCAC

Figura 4. Gen ompA de C. abortus cepa S26/3.a) Se sefialan los sitios de restriccion enzimatica de
Clal y BamHI que se utilizaron para el analisis de la construccion. b) Se muestran las secuencias de
los iniciadores y un fragmento de 1101 pb que codifica la proteina OmpA de C. abortus madura (sin
péptido sefial), se indica el iniciador Ca-ompA-F con una secuencia especifica del vector (color azul),
codon de inicio (color naranja); el iniciador Ca-ompA-R complementario con secuencia
complementaria especifica del vector (color verde).
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Amplificacion y purificacion del gen ompA de C. abortus

Se estandariz6 y optimizé una PCR para amplificar el gen ompA. Se utiliz6 como templete
ADN de C. abortus cepa NED14/0251-12, donado por la Universidad Complutense de
Madrid, Espafia.

La amplificacion se realizé en un volumen final de 50 pL, con 5X Phusion HF Buffer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Cada reaccién contenia 25 pmol de cada
iniciador Ca-ompA-F y Ca-ompA-R; 200 uM dNTPs, 150 ng de ADN, 1 U Phusion™ Hot
Start 1l High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), 3 % de
dimetilsulfoxido (DMSO), cbp para 50 uL de H2O libre de nucleasas. Se empled un
termociclador Maxygene 11 (Axygen, NY, USA), con las condiciones de reaccion siguientes:
un ciclo a 98 °C por 30 s, 5 ciclos a 98 °C por 15's, 42 °C por 10 sy 72 °C por 1 min; 30
ciclos de 98 °C por 10 s y 72°C por 1 min; y un ltimo ciclo de 72 °C por 10 min. La
visualizacion del producto amplificado por PCR se realiz6 mediante un gel de agarosa al
0.7% en amortiguador Tris-Acetato-EDTA (TAE), por electroforesis en una cémara
horizontal, el gel fue tefiido con bromuro de etidio y fotodocumentado en un equipo GEL
Logic 2200 PRO Imaging System (Carestream Health, Inc, Woodbridge, USA).

Se realiz6 la purificacion del producto de PCR mediante una columna Zymoclean™ Gel
DNA Recovery (Zymo Research, California, EUA), bajo las condiciones del fabricante
(Anexo I).

Clonacién del gen ompA de C. abortus

El vector de expresion pLATE31 (Figura 5) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
es un vector para la clonacion independiente de la ligacion y permite la expresion bacteriana
de la proteina etiquetada con 6xHis en el extremo C-terminal. Las condiciones para la
clonacion se realizaron de acuerdo al Manual de clonacién y expresion de aLlCator LIC
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), y consistieron en un volumen final de 10
pL con 5X LIC buffer, 88.5 ng del producto purificado de PCR, 1 U T4 DNA polimerasa y
cbp para 10 pL H2O libre de nucleasas. La reaccion se incubd por 5 min a temperatura
ambiente; posteriormente se le agregd 0.6 pL de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y

60 ng del vector pLATE31, se incub6 30 min a temperatura ambiente. A continuacion, se
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realizo la precipitacion de la reaccion de clonacion y se agregd H»O libre de nucleasas cbp
para 20 pL de reaccion de clonacion, 1 pL de glicogeno, 2 pL de acetato de sodio y 50 pL
de etanol al 100 %. Se incub6 1 h a -20°C y fue centrifugada a 16200 x g por 5 min, se
desechd el sobrenadante y se lavd la pastilla con etanol al 70 %, la pastilla fue resuspendida
en 10 pL de H2O libre de nucleasas.

La reaccion de clonacion se uso para transformar por electroporacion E. coli BL21. Se
mezclaron 100 pL de E. coli BL21 y 3 pL de reaccién de clonacién, se incubaron en hielo
por 10 min y se procedié a electroporar la mezcla con 1 pulso de 1.0 ms a 1800 V. Se agregd
1 mL de medio Luria Bertani (LB) y se incubaron las células transformadas a 37 °C, con
agitacion a 200 rpm durante 1h. Finalmente, las células se sembraron en placas de agar LB-
Ampicilina 100 pg/mL (Amp®) y se incubaron a 37 °C toda la noche.

Immador LIC-F

/ 6xHis
/ Iniciador LIC-R
/A\\Smuym)
BamHI (573)

pLATE31

4,479 pb
— _lacl

ori
EcoRV (1512)

rop
Figura 5. Vector de expresion pLATE31 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
RBS=Sitio de union al ribosoma. 6xHis = Etiqueta de 6 histidinas. lacl = Represor lac para
control de la expresion basal del promotor T7. rop = La proteina rop regula el nimero de

copias del plasmido. ori= Origen de replicacion. AmpR = Gen bla confiere resistencia a la
ampicilina por 3-lactamasas.
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Anélisis de la construccion por PCR

Con la finalidad de corroborar la presencia del inserto en las colonias transformadas, se
realiz6 una PCR a partir de colonia con los iniciadores; LIC Forward (LIC-F): 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3, y LIC Reverse (LIC-R): 5'-
GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3', cuyos sitios de alineacién se localizan en la
secuencia del vector pLATE31 y generan un producto de 1346 pb, que corresponden a 205
pb que flanquean el inserto de 1141 pb.

Se utilizé como templete lisado bacteriano de las colonias transformantes seleccionadas.
Brevemente, se tom¢ una asada de cada cultivo y se suspendio en 50 pL de H2O. La lisis
bacteriana se obtuvo por ebullicion a 95 °C durante 10 min y se centrifugd a 16200 x g por
3 min.

La amplificacidn se realiz6 en un volumen final de 10 pL, se agreg6 5uM de los iniciadores
LIC-Fy LIC-R, Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), que incluye Taq
DNA polymerase 0.05 U/uL, 4 mM MgCl>y 0.4 mM de dNTP, 1 pL de lisado bacteriano y
cbp H20 libre de nucleasas.

El programa de amplificacion consistié de una desnaturalizacion inicial de 3 mina 95 °C; 30
ciclos a 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s y 72 °C por 2 min; seguido de una extensién final a
72 °C por 5 min. La visualizacion del producto amplificado se realizé6 como se mencion6

anteriormente.

Analisis de la construccién por restriccion enzimatica

Se analizé la construccién por restriccion enzimatica con las enzimas EcoRV, para la que
existe un sitio de restriccion en pLATE31; BamHlI, la cual restringe en dos sitios: uno en el
inserto y uno en pLATE31,; y Clal, para la que existe un sitio de restriccion en el plasmido y
dos sitios de restriccion en el inserto. Las reacciones de restriccion se realizaron como se
describe a continuacion.

Se seleccionaron 10 colonias, se sembraron en medio liquido LB-Amp!® y se incubaron a
37 °C toda la noche. En seguida, se realizo la extraccion del plasmido mediante lisis alcalina
con la prueba AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Axygen, California, USA) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (Anexo II).
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Las restricciones enzimaticas se llevaron a cabo en volimenes de 20 pL, con Buffer 10X, 1
U de cada enzimay 1 pug de ADN plasmidico. Las mezclas fueron incubadas a 37 °C, por 15
min para ECORV y 1 h para BamHI y Clal.

La visualizacion de los plasmidos digeridos se realizé mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1 %, tefiido con bromuro de etidio y fotodocumentado en un equipo GEL Logic
2200 PRO Imaging System (Carestream Health, Inc, Woodbridge, USA)

Secuenciacion de la construccion
De forma paralela, el plasmido purificado fue secuenciado por el Instituto de Biotecnologia-
UNAM a partir de 700 ng de pldsmido y los iniciadores LIC-F y LIC-R, anteriormente

mencionados. El plasmido fue identificado como, pLATE/ompACa.

Expresion de la proteina OmpA recombinante

Se llevo a cabo la expresion de la PR de la siguiente forma: se cultivaron colonias de BL21-
PLATE/ompA y BL21-pLATE31 (control vacio), en 10 mL de medio LB-Amp®, se
incubaron 18 h a 37 °C, con agitacién a 200 rpm. Posteriormente, se adicionaron 100 pL del
cultivo de 18 h, en 10 mL de medio LB-Amp'®, dilucién 1:100. Se incubé por 3ha37°C a
200 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica (ODeoo) de 0.6 que corresponde a la fase
logaritmica.

Una vez alcanzada dicha densidad en el cultivo se tomo una alicuota de 1 mL, la cual se
establecié como ‘fase cero’ en la curva de expresion. Posteriormente, el cultivo de BL21-
pLATE/ompA, fue inducido con isopropil p-tiogalactopiranésido (IPTG) en una
concentracion final de 1 mM. Como control negativo se realizo cultivo de BL21-pLATE31
y BL21-pLATE/ompACa no inducido. Finalmente, los cultivos se incubaron a 37 °C con
agitacion de 200 rpm durante 5 h y se tomaron alicuotas de 1 mL a las 3, 4 y 5 h posteriores
a la induccién de cada cultivo. Las muestras fueron centrifugadas a 16200 x g por 5 min, se
descarté el sobrenadante y la pastilla se conservé a -20 °C.

Para llevar a cabo la lisis de las células, se descongel6 la pastilla y se resuspendié en 100 pL
de B-PER Il Bacterial Protein Extraction Reagent (2X) (Thermo Scientific, Rockford, EUA),
con 25 mg de Lisozimay 5 U de DNAsa I.

26



La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 12 %, se realiz6 con 25 pL
de cada resuspension y 5 uL de buffer Laemmli 6X. Cada mezcla fue hervida por 5 min e
inmediatamente se conservaron en hielo. Se cargaron dos geles en paralelo: Uno para ser
teflido con Azul de Coomassie y otro para inmunotransferencia. La electroforesis se llevé a

cabo en una cadmara vertical a 100 V durante 1 h 30 min.

Western blot

Para realizar la deteccion de la etiqueta de histidinas se realizo la técnica de Western blot. El
gel de poliacrilamida fue transferido a una membrana de nitrocelulosa de la siguiente forma:
El gel de poliacrilamida se incubd 15 min en buffer de transferencia (Tris Base 25 mM,
Glicina 192 mM, Metanol 10 %), y la membrana fue incubada en buffer de transferencia 5
min; la transferencia se realiz6 en cdmara himeda a 36 V y 260 mA, durante 18 ha 4 °C.
Para corroborar que la transferencia de proteinas se realiz6 una tincion rapida de la membrana
con Rojo de Ponceau durante 3 min, posteriormente fue destefiida con agua destilada.

La membrana se incubd en TBS-T 1X (NaCl 150 mM, Tris HCI 100 mM, Tween 20 0.5 %)
con caseina de Hammerstein al 1 %. Se mantuvo en agitacion durante 1 h a temperatura
ambiente. Este procedimiento bloquea los sitios de enlace inespecificos de la membrana.

La membrana se incub6 con el anticuerpo monoclonal murino Anti-6xHis (Roche,
Mannheim, Alemania) en dilucion 1:1000, toda la noche en agitacién a 4 °C. Se realizaron
tres lavados de 5, 10 y 15 min en TBS-T 1X a temperatura ambiente con agitacion.
Posteriormente, la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario HRP-anti-raton 1:5000
(BioRad, Hercules, EUA), en TBS-T 1X con 5 % de leche descremeda Svelty, en agitacion
a temperatura ambiente por 1 h. Nuevamente, se repitieron tres lavados con TBS-T 1X con
las condiciones anteriores.

Se realiz6 deteccion quimioluminiscente con el sistema Inmun-Star HRP (BioRad, Hercules,
EUA), se preparé una mezcla de sustrato luminol/enhancer y buffer peréxido en proporcion
1:1. Se incubo la membrana en la mezcla de sustrato durante 1 min. Se coloco la membrana

entre acetatos y se expuso en peliculas de rayos X (Kodak, New York, EUA) por 2 min.
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Determinacioén de la solubilidad de la proteina recombinante

Se realiz6 el ensayo para determinar la solubilidad de la proteina expresada “Protocolo 6.
Determinacion de la solubilidad de la proteina marcada” (Qiagen, 2003). Una colonia de
BL21-pLATE/ompAcCa fue incubada en 10 mL de medio LB-Amp*®, 18 ha 200 rpm y 37°C.
Tras la incubacion, fue subcultivada en dilucion 1:100 y nuevamente incubada a 37°C, por 3
h a 200 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm.

En este punto, previo a la induccion, se tomé 1 mL de muestra. Se obtuvo la pastilla por
centrifugacion a 16200 x g, se resuspendio en 50 pL de 1X Buffer Laemmli y se almaceno a
-20 °C hasta su anélisis por SDS-PAGE.

El cultivo fue inducido por IPTG a una concentracion de 1 mM y permaneci6 en incubacion
por 5 h. Una vez transcurrido este tiempo, se colect6 una segunda muestra (control inducido)
de 1 mL, se obtuvo la pastilla por centrifugacion a 16200 x g se resuspendié en 100 pL de
1X Buffer Laemmli y se almaceno a -20 °C hasta su analisis por SDS-PAGE. El resto del
cultivo fue centrifugado a 4000 x g por 20 min. La pastilla fue resuspendida en 500 pL de
Buffer de Lisis A, para purificacion nativa (ANEXO I111), se agrego0 lisozimaa 1 mg/mL y se
incubd en hielo por 30 min. La muestra fue sonicada con 6 pulsos a 300 W de 10 s alternados
con pausas de 10 s, se centrifug6 el lisado a 10000 x g a 4 °C por 30 min. Se decant6 el
sobrenadante (Extracto crudo A, proteina soluble) y se almacen6 a 4 °C. La pastilla fue
resuspendida en 500 pL de Buffer de Lisis C, que contiene la fraccion insoluble (Extracto
crudo B, proteina insoluble).

Posteriormente, se llevo a cabo el analisis de las muestras por SDS-PAGE. Se mezclaron 5
pL de Buffer Laemmli 2x con 5 pL de los extractos crudos A 'y B, se hirvieron junto con las
muestras, no inducida e inducida a 95 °C por 5 min, e inmediatamente se pasaron a hielo. Se
cargaron 20 pL de las muestras no inducida e inducida, y 10 pL de los extractos crudos para
SDS-PAGE al 12 % por 1 h 30 min a 100 V, finalmente, se tifio con Azul de Coomassie en
agitacion a temperatura ambiente por 18 h.
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7. RESULTADOS
Amplificacion del gen ompA de C. abortus por PCR
Se amplificé el fragmento de 1141 pb del gen ompA como se muestra en la figura 6, para su

posterior purificacion y clonacion.

Figura 6. Amplificacion de ompA de C. abortus por PCR. Carril 1. Marcador de Peso
molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Carril 2. Fragmento de 1141
pb del gen ompA de C. abortus (Flecha naranja) Carril 3. Control sin ADN.
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Clonacion del gen ompA de C. abortus.

Se presenta la construccion in silico del plasmido pLATE/ompACa basada en la secuencia
de pLATE31, en la que se puede identificar el sitio de restriccion de las enzima EcoRV, y
los sitios dobles de restriccion de las enzimas BamHI y Clal , la posicion del inserto de 1141
pb y la posicion de la etiqueta de histidinas 6xHis (Figura 7). Con base en esta construccion

in silico se procedio a realizar las restricciones.

Iniciador LIC-F
RBS

/—Tj———f— Clal (432)
BamHI (812)
\—ompA
___Clal (1156)

pLATE/ompACa |
ori 5,587 pb iZ,,

"--.\6XHiS

2\ Iniciador LIC-R
\\\Clal (1654)
BamH]I (1681)

rop - lacl

EcoRV (2620)

Figura 7. Construccion in silico pLATE/ompACa. La flecha naranja indica la posicién del
inserto de 1141pb.
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Analisis de la construccién por PCR

Se realizo6 la PCR a partir de colonia Unica, con los iniciadores LIC-F y LIC-R (Figura 7). Se
amplifico un producto de 1346 pb, que corresponde a un fragmento de 205 pb del vector y al

inserto clonado de 1141 pb (Figura 8).

200

Figura 8. PCR de colonia. Carril 1. Marcador de Peso molecular 1 Kb DNA Ladder
(Invitrogen, Carlsbad, EUA). Carril 2. Control sin ADN. Carril 3. Fragmento de 205 pb del
vector pLATE31 vacio. Carril 4. Fragmento de 1346 pb de la construccion pLATE/ompACa.
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Anélisis de la construccién por restriccion enzimatica

Mediante restriccion enzimatica del pldsmido pLATE31 con EcoRV, BamHI y Clal se
observo el plasmido linealizado, con un peso de 4479 pb. La restriccion enzimatica del
plasmido pLATE/ompACa con EcoRV en un solo sitio de corte resultd en el plasmido
linealizado con peso molecular de 5587 pb. La restriccion del plasmido con la enzima
BamHlI, la cual tiene dos sitios de corte, generéd dos productos: 4718 pb y 869 pb. La
restriccion del plasmido con la enzima Clal, genero tres productos: 4365 pb, 724 pb y 498
pb (Figura 9).

N PLATE31 pLATE/ompACa
S/R EcoRV BamHI Clal PM1 S/R EcoRV BamHl Clal PM2

10,000
8,000
6,000
5,000
4,000
3,000
2,500

2,000
1,500
1,000 1,000

750

500

250

Figura 9. Restriccion enzimatica en gel de agarosa al 1% de la construccion
PLATE/ompACa. Carril 1. pLATE31 S/R. Carril 2. pLATE31 + EcoRV: fragmento de 4479
pb. Carril 3. pLATE31 + BamHI: fragmento de 4479 pb. Carril 4. pLATE31 + Clal:
fragmento de 4479 pb. Carril 5. 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Carril 6.
pLATE/ompACa S/R. Carril 7. pLATE/ompACa + EcoRV: fragmento de 5587 pb. Carril 8.
pLATE/ompACa + BamHI: fragmentos de 4718 pb y 869 pb. Carril 9. pLATE/ompA + Clal:
fragmentos de 4365 pb, 724 pb y 498 pb. Carril 10. 100 bp DNA Ladder (Invitrogen,
Carlsbad, EUA). Cada carril corresponde a la restriccién enzimatica de 1000 ng de cada
plasmido; S/R: Sin restriccion.
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Secuenciacion de la construccion

Se llevo a cabo el andlisis de la secuencia recibida del IBT, por medio del programa
computacional BioEdit. Se realizé un analisis visual de los cromatogramas para diferenciar
picos Unicos y separados, de aquellos que se sobreponian y se editaron los errores de lectura.
Posteriormente, se alinearon las secuencias del vector pLATE31 con las secuencias de
pLATE/ompACa vy los iniciadores LIC-F y LIC-R en el programa Vector NTI. Como se
presenta en la figura 10, la construccién se encuentra en sentido, en fase correcta y presenta

la etiqueta 6xHis en el extremo C-terminal (Figura 10).
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Inici Lc-F

201 ] 300

PLATE/cmpACa (201) GATGGCCIITIIGAGATCAATICTIARAT TG GAGCGEATARCARTTTGAGCTCGETACCTTTTCGCECECETTICCCTGCAGGTGGCGCGCCTEIAATA
Secuencia LIC-F (1) ———————mmmmm e —_—— - ———
Secuencia LIC-R (1) === ——————————— - - ——
Iniciador Ca-ompA-F

Iniciador LIC-F R?S =iy OMPA
301 ) l 400
PLATE/cmpACa (301) CGACTCACTATAGGGRAATTGTGAGCGGATARCAATTCCCCCICTAGARATAATTTTGTITAACATTTARATCCAGAAGGAGATATARCTATGTIGCCTG

Secuencia LIC-F (1) ----GGECEEEAACAATICCCCCCICTAGAR-TARTTTTGTITAACATTTARATCCAGAAGGAGATATARCTATGTIGCCTG

Secuencia LIC-R 1)
Iniciador Ca-ompA-F

401 L 500

PLATE/cmpACa (401) TAGGGRAACCCAGCTGAACCAAGTITIATTAATCGATGGCACTIAT GTGGGARGG---TGCTICA-GGTGAL---CCTIGCGATCCTIG-CTCTAC-TIGGIG

Secuencia LIC-F (78) TRAGGEAACCCAGCTGAACCARGT I TATTAATCEATGGCACTAT GTGEGAABG---TGCTICA-GGTGAL---CCTIGCGATCCTIG-CTCTAC-TIGGTG

Secuencia LIC-R (1) ===——mememmer e TGTGGGARAGGGTTGCTICAAGGTGAATTCCCTTIGCGATGCTTIGGCTCTACCTITGGIG

501 600

PLATE/cmpACa (492) TGATGCTAT-CAGCAICCGCGC-AGGATA-CTACGGAGATTATGTTTICGATCGTGTATIARARGTTGATGTGAATARRACTATCACCGGCATGGGTGCA
Secuencia LIC-F (169) TGATGCTAT-CAGCATCCGCGC-AGGATA-CTACGGAGATTATGTTTECGATCGTGTATTARAAGT TGATGTGAATAAAACTATCACCGGCATGGGTGCA
Secuencia LIC-R (59) TGATGCTATITCAGCATCCGCGCCAGGATAGCTACGGAGGATATGTITGCGATCGIGTATTARARGTTGATGTGAATAARACTATCACCGGCATGGGTGCA

€01 700

PLATE/cmpACa (589) GITCCTACAGGAA-CCGCAGCAGCTARTTACAAAACTCCTACGGATAGACCCAACATCGCTTACGEGCAAACACTTA-~CAAGACGCCGARTGGTICACCA
Secuencia LIC-F (266) GITCCTACAGGAA-CCGCAGCAGCTARTTACAARACTCCTACGGATAGACCCAACATCGCTTACGGCARACACTTA--CAAGACGCCGRATGGTICACCA
Secuencia LIC-R (159) GITCCTACAGGAAACCGCAGCAGCTARTTACAAAACTCCTACGGATAGACCCAACATCGCTTACGEGCAAACACTTATACAGGACGCCGAATGGTICACCA

701 800

PLATE/cmpACa (686) ATGCAGCTITTCCTCGCATTGARTATCTGGGATCGCTITGATATITTTCTGCACATTAGGCGCTTCTARTGGGTACTTCARAGCTAGTITCTGCGGCATTCAA
Secuencia LIC-F (363) ATGCAGCITTICCTCGCATTGARTATCTGGGATCGCTITGATAITTTCTGCACATTAGGCGCTICTARIGGGTACTICARAGCTAGITCTGCGGCATTICAA
Secuencia LIC-R (259) ATGCAGCITTCCTCGCATTGARTATCTGGGATCGCTITGATATITTTCTGCACATTAGGCGCTTCTARTGGGTACTTCARAGCTAGITCTGCGGCATTCAA

801 900

PLATE/cmpACa (786) CCTCGITGGITIGATIGGIGITAAAGGATCCTCCATAGCAGCIGATCAGCITCCCAATGIAGGCATCACTCAAGGAATCGTTGARTTTTATACAGATACA
Secuencia LIC-F (263) CCTCGITGGTTTIGATIGGTGI TARAGGATCCTCCATAGCAGCIGATCAGCITCCCAATGIAGGCATCACTCARGGAATCGTTGARTTTTATACAGATACA
Secuencia LIC-R (359) CCTCGITGGITIGATIGGTGTTARAGGATCCTCCATAGCAGCIGATCAGCTITCCCAATGIAGGCATCACTCAAGGAATCGTTGARTTTTATACAGATACA

901 1000

PLATE/cmpACa (886) ACATICICITGGAGIGIAGGIGCACGCGEAGCITTATGGEGAGIGTGETIGIGCGACTITAGGAGCAGAGTTICCAATACGCTCAGICTARTCCTAAAATIG
Secuencia LIC-F (563) ACATTCTCITGGAGIGTAGGTGCACGCGGAGCTIITATGGEAGIGTGETTGIGCGACTITAGGAGCAGAGTTCCAATACGCTCAGTCTARTCCTAAAATTG
Secuencia LIC-R (459) ACATICICITGGAGIGIAGGTGCACGCGGAGCITTATGGGAGIGTIGGTIGIGCGACTITAGGAGCAGAGTICCAATACGCTCAGTICTARTCCTARARTIG

1001 1100

PLATE/ompACa (986) ARATGTITGAATGIAGICICCAGCCCAGCACARTTTGIGGTTCACAAGCCTAGAGGATACAAGEG-AACAGCATITCCITTACCTCTAACAGCIGGTACTG

Secuencia LIC-F (663) ARATGTTGAATGTAGTCTCCAGCCCAGCACAATTTGTGGTTCACAAGCCANGAGGATAC. GCATITCCTITTACCTCTAACAGCTIGGTACTG

Secuencia LIC-R (559) ARATGITGAATGIAGICICCAGCCCAGCACAATTTIGIGGTITCACAAGCCRAAGAGGATACAAGGG-ARCAGCATITCCITTACCTCTAACAGCIGGTACTG

1101 1200

PLATE/ompACa (1085) ATCAGGCAACTGACACTAAGTCGGCTACAATT-AAATACCACGAATGG-CAAGTT-GGTTTAGCGCTCTCTTATCGATTGAACATGCTIGTTICCTTACAT

Secuencia LIC-F (763) ATCAGGCAACTGACACTAAGTCGGCTACAATTTAAATACCACGARTGGGCAAGTTITGGTTITACCGCTCTCTTATCGATTGAACATGCTIGTTCCTTACCT

Secuencia LIC-R (658) ATCAGGCARCTGACACTAAGTCGGCTACAATTI-ARATACCACGARTGG-CARGTT-GGTITTAECGCTCTCTITATCGATTGARCATGCTIGTICCTTACAT

1201 1300

PLATE/ompACa (1182) TAG-CGTAAA-CTGG-TCACGAGCAACTTTT-GATGCTGACGCTATCCGCATCGCT-CAACCTARRTTABETGCTGCTGTGTTARACTTGACCACATGGA

Secuencia LIC-F (863) TEGGCETAAAACTIGGGICCCGAGCARCTITTITIGATGCTGACGCTATCCGCATCGCTTICAACCTATICCARATGCTIGCIGTIGITARACTIGACCACATGGA

Secuencia LIC-R (755) TEG-CGTARA-CTGG-TCACGAGCAACTTTT-GATGCTGACGCTATCCGCATCGCT-CAACCTARRATTAGCTGCTGCTGTGTTARACTTIGACCACATGGA

1301 1400

PLATE/ompACa (1277) AECCARCCETTTTAGGAGAA-GCTACAGCTTT-AGATACTAGCAACAAATTICGCT-GAE--TTCTTIG-CAAART--GCTTCGATTCAGA--TCAACAAAR

Secuencia LIC-F (9263) AACCACCCITTITIAGGAGAAAGCTACCGCTTIITAAATAACAGCARCARATICGCITGAACTITCTIGGCAARAGITGGCTTCGATICAGAATTICACCAAAR
Secuencia LIC-R (850) ACCCARACCETTTTAGGAGAA-GCTACAGCTTT-AGATACTAGCAMCARATTCGCT-GAE--TTCTIG-CAAATT--GCTTCGATTCAGA—TCRACAMAR

1401 1 %20
PLATE/ompACa (1367) TCR-RETCT---AGRARAGCTITGTCCTCTAGCTGT TGCTGCARCGTTAATCGACGCTGACARATGCTCAATCACTGGTGAAGCACGCTTAATCAAT
Secuencia LIC-F (1063) TGAGAGTTTITAAAAAARAACCTTTGGGGECTAAACATGGET R e -

Secuencia LIC-R (940) TGA-AGTCT---AGAARMRGCITEIGGTGCTAGCTET T GGTGCARCGTTARTCGACGCTGACARATGETCAATCACTGEIGANGCACGCTTARTCARTGARR
Iniciador Ca-ompA-R (Complementario)
1 6xHis
AsS01 (—‘—]| 1600
PLATE/ompACa (12463) GAGCCGCTCACATGAATGCTCAATTCAGATTCGGCCAS LTC TAATGACTTCCCATCTCCGGITTARACAGGCCTIGCATGCAGCGET
Secuencia LIC-F (1102) ————
Secuencia LIC-R {1038) GAGCCGCTCACATGAATGCTCAATTCAGATTCGGCCAT T'C TAATGACTTCCCATCTCCGGITTARACAGGCCTGCATGCAGCGT
ucfr (C ario)
1601 1700

[ )
PLATE/ompAiCa (1563) BEATCATGETCATTEATHEAACCTCCT ST GTEAAATTGT TATCCGE TCTGCGT TAGCAAT TTARCTGT GATA AACTACCGCATTARAGC TTATCGATGATAR
Secuencia LIC-F (1102)
Secuencia LIC-R (1136) HETCH T T

Figura 10. Alineamiento de secuencias. Alineamiento de las secuencias del plasmido pLATE31 y
las secuencias de la construccion pLATE/ompACa en sentido con el iniciador LIC-F (Secuencia LIC-
F) y con el iniciador en antisentido (Secuencia LIC-R), sin gaps. En el alineamiento se resaltan en
amarillo las posiciones homologas en las tres secuencias y en azul las posiciones homélogas en dos
secuencias. El corchete azul identifica los sitios de alineacién de los iniciadores Ca-ompA-R y Ca-
ompA-F empleados para la amplificacion de ompA, el sitio de union a ribosomas (RBS) y los
iniciadores LIC-F y LIC-R. El corchete rojo identifica la posicion de los seis residuos de histidina y
la flecha roja, la posicién 1 de inicio de transcripcion.
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Expresion de la proteina OmpA recombinante

En la figura 11 se observa la sobre-expresion de OmpA recombinante de ~38 kDa a las 3, 4
y 5 h posteriores a la induccion con 1 mM de IPTG. EI peso molecular estimado de ~38 kDa
corresponde a la ausencia del péptido sefial de 22 aminoacidos, el cual fue omitido en la

construccion del plasmido pLATE/ompACa.

Figura 11. Induccion de E. coli BL21-pLATE/ompACa. Carril 1. BlueStep™ Broad Range
Protein Marker Carril 2. E. coli BL21-pLATE31. Carriles 3, 5, 7 y 9. E. coli BL21-
pLATE/ompACa sin induccion, a las 0, 3, 4 y 5 h, respectivamente. Carriles 4, 6, 8 y 10. E.
coli BL21-pLATE/ompACa inducida con 1 mM de IPTG, alas 0, 3, 4 y 5 h post-induccidn,
respectivamente. En los carriles 6, 8 y 10, se observa la banda de ~38 kDa, que corresponde
a la sobreexpresion de OmpA recombinante.
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Western blot

La proteina de ~38 kDa se identificd por Western blot, con un anticuerpo monoclonal murino
Anti-6xHis (Roche, Mannheim, Alemania), posteriormente revelado con el anticuerpo
secundario anti-raton-HRP (BioRad, Hercules, EUA) y revelado a los 2 min de exposicion
de la placa radiografica (Figura 12).
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46 46

38 38
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Figura 12. Western blot con anti-6xHis. A. Membrana PVDF expuesta al anticuerpo
primario: anticuerpo monoclonal murino Anti-6xHis (Roche, Mannheim, Alemania) y
anticuerpo secundario: Anti-raton-HRP, con exposicion de 2 min. Carril 1. BlueStep™ Broad
Range Protein Marker (Amresco, Cleveland, EUA). Carril 2. E. coli BL21-pLATE31. Carril
3. E. coli BL21-pLATE/ompACa sin induccidn. Carril 4. E. coli BL21-pLATE/ompACa
inducida con 1 mM de IPTG a las 5 h post-induccién, banda de ~38 kDa. B. Gel de
poliacrilamida al 12 %, tefiido con Azul de Coomasie. Carril 1. BlueStep™ Broad Range
Protein Marker (Amresco, Cleveland, EUA). Carril 2. E. coli BL21-pLATE3L1. Carril 3. E.
coli BL21-pLATE/ompACa sin induccidn. Carril 4. E. coli BL21-pLATE/ompACa inducida
con 1 mM de IPTG a las 5 h post-induccion, banda de ~38 kDa.
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Determinacioén de la solubilidad de la proteina recombinante
Se observo la presencia de la PR en la fraccion insoluble de E. coli, como se observa en la

figura 13.
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Figura 13. Determinacion de la solubilidad de la proteina. Carril 1. Marcador de Peso
Molecular Precision Plus Protein™ Standards Dual Color (BioRad, Hercules, EUA). Carril
2. Extracto total de E. coli BL21-pLATE/ompACa. Carril 3. Extracto total de E. coli BL21-
pLATE/ompACa inducida con 1 mM de IPTG, 5 h post-induccion. Carril 4. Fraccién soluble
de E. coli BL21-pLATE/ompACa inducida con 1 mM de IPTG, 5 h post-induccion. Carril 5.
Fraccién insoluble, de E. coli BL21-pLATE/ompACa inducida con 1 mM de IPTG, 5 h post-
induccién. La flecha roja indica la banda de ~38 kDa que corresponde a OmpA.
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8. DISCUSION
A partir del 2010, el CENID-Microbiologia Animal del INIFAP vy la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de México se han dado a la
tarea de investigar el AEPR en México, por medio de aislamiento bacteriano, PCR y pruebas
seroldgicas (Arellano, 2015; Mora-Diaz, 2011; S&nchez, 2014). Cabe mencionar que las
técnicas seroldgicas disponibles comercialmente son limitadas y no estan disponibles en el
pais, por lo cual, su adquisicion es costosa y tardada. Con anterioridad se realiz6 un ELISA
en el pais, en el que se utilizaron CE como antigeno, con 66.6 % de especificidad y 75 % de
sensibilidad (Martinez, 2013). Este trabajo es el antecedente para enfocar esfuerzos hacia la
habilitacion de pruebas mas fiables basadas en un antigeno especifico.

La superficie de la membrana externa de Chlamydia es el sitio de interaccion entre la bacteria
y la célula hospedera. En esta interaccion intervienen proteinas de membrana, y a partir del
analisis de las proteinas expuestas en su superficie durante el proceso de infeccion (Jones et
al., 2000), se identifico que la proteina OmpA representa el 60 % de estas proteinas expuestas
en la superficie de los miembros del género Chlamydia (Baehr et al., 1988). OmpA es
expresada durante todo el ciclo de desarrollo de la bacteria, esta formada por 4 dominios
expuestos superficialmente, altamente variables (segmentos variables, VS1 a VVS4) dispersos
entre 5 segmentos transmembranales altamente conservados (CS1 a CS5) (Stephens et al.,
1987). Funcionalmente, OmpA es una adhesina que permite la unién a la superficie de la
célula hospedera (Su et al., 1990) y es una porina que permite la difusion de pequefias
moléculas (Bavoil et al., 1984). Ademas, posee epitopos sero-especificos que provocan la
respuesta de células T y anticuerpos neutralizantes (Su y Caldwell, 1991; Hagemann et al.,
2016).

Debido a su exposicion en la superficie, su alta inmunogenicidad y su papel en la interaccion
entre la bacteria y la célula hospedera, OmpA fue seleccionada como “antigeno diana” para
pruebas seroldgicas (Salti-Montesanto et al., 1997; Vretou et al., 2007; McCauley et al.,
2007; Forsbach-Birk et al., 2010), pruebas moleculares (Kaltenboeck et al., 1997; Yoshida
et al., 1998; Pantchev et al., 2010) y desarrollo de vacunas (Dong-Ji et al., 2000; Pal et al.,
2001). Por las razones antes descritas, OmpA es un buen “antigeno diana” y en este trabajo

se amplificd y clono el gen ompA de C. abortus, para expresar esta proteina recombinante
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(rOmpA) en E. coli, con la finalidad de obtener este antigeno para el desarrollo de pruebas
con esta porina.

A través de pruebas ELISA se han evaluado sueros de animales infectados natural y
experimentalmente con rOmpA de C. abortus. En el estudio realizado por Hagemann et al.,
2016, observaron una fuerte respuesta humoral contra rOmpA, desde la segunda semana
post-infeccion hasta 47 semanas después de la infeccion; ademas, no observaron reaccion
cruzada con sueros de animales positivos por PCR a C. pecorum y C. psittaci, ni falsos
positivos con animales negativos por PCR a C. abortus (Hagemann et al., 2016). Por otra
parte, Forsbach-Birk et al., 2010 desarrollaron un ELISA con rOmpA de C. trachomatis, con
sensibilidad de 83 % y especificidad de 100 % (Forsbach-Birk et al., 2010).

OmpA es particularmente dificil de purificar y reconstituir debido a la presencia de enlaces
disulfuro que posee la membrana externa de Chlamydia, y del COMC insoluble en detergente
i6nico (Hatch et al., 1984) Se ha identificado que OmpA de C. trachomatis posee ocho
residuos de cisteinas conservadas, encontrados en las posiciones 48, 51, 55, 136, 201, 203,
226y 351, cuatro de estas cisteinas estan involucradas en enlaces disulfuro intramoleculares,
formados entre Cys48 y Cysb5, y entre Cys201 y Cys203. Los otros residuos Cys51, Cys136,
Cys226 y Cys351, son cisteinas libres y podrian potencialmente formar complejos unidos
por enlaces disulfuro con otras OmpA o las otras proteinas del COMC, OmcA y OmcB (Yen
et al., 2005). Los estudios estructurales de OmpA se han visto obstaculizados por el hecho
de gue en condiciones nativas la solubilidad de esta proteina es baja, lo que dificulté su
purificacion (Wang et al., 2006).

El sistema de expresion basado en E. coli, una bacteria Gram-negativa ampliamente usada
para la produccion de proteinas recombinantes, presenta una serie de ventajas importantes: i)
su genoma es conocido desde hace varios afios, lo que amplia considerablemente las
posibilidades de su manipulacidon genética, ii) existe una base tedrica acumulada sobre su
fisiologia y metabolismo, iii) se dispone de vectores establecidos para la produccion de
proteinas recombinantes, y iv) tiene rapido crecimiento en medios simples, con altos niveles
de produccion de proteinas recombinantes producidas rutinariamente con rendimientos en la

escala de g/L (Georgiou y Segatori, 2005; Demain y Vaishnav, 2009).
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En algunos casos, la expresion de una proteina recombinante funcional puede ser perjudicial
para la proliferacion y diferenciacion de la célula hospedera, y altera la homeostasis del
microorganismo. El resultado visible es una tasa de crecimiento lenta, baja densidad celular
y la induccion de la muerte, esto es conocido como efecto toxico. (Doherty et al., 1993; Dong
et al., 1995). Como primera medida, el crecimiento celular debe monitorizarse antes de la
induccion. Si la tasa de crecimiento de la cepa recombinante es mas lenta en comparacion
con una cepa portadora de vectores vacios, dos causas explican esta observacion: la toxicidad
de los genes y la expresion basal del ARNm (Saida et al., 2006). Si el cultivo crece bien hasta
el momento de la induccion, o si posterior a la induccion, el crecimiento celular se ve
mermado, entonces se debe a que la proteina es tdxica (Rosano y Ceccarelli, 2014). En
especifico, la expresion de rOmpA en E. coli ha sido descrita por varios grupos (Koehler et
al., 1992; Hoelzle et al., 2003; Findlay et al., 2005; Wen et al., 2016). Sin embargo, la
mayoria de los estudios se refieren a especies de Chlamydia de importancia clinica humana
como C. trachomatis y C. pneumoniae. Hoelzle y colaboradores expresaron OmpA de
especies de interés veterinario, como lo son C. abortus, C. pecorum y C. suis (Hoelzle et al.
2003). Koehler et al. 1992, clonaron en el vector pET11d, el gen ompA de longitud completa,
que incluye la secuencia de péptido sefial para dirigir la proteina traducida a la membrana
externa, y demostraron la expresién de OmpA en la superficie de membrana de E. coli BL21
(DE3) (Koehler et al., 1992). Ellos observaron una reduccion en la viabilidad celular de E.
coli por lisis celular. De la misma forma, Hoelzle et al. 2003, clonaron ompA en el vector
pBADMycHis-inducible por arabinosa- en secuencia completa y carente del péptido sefial
N-terminal de 22 amino&cidos. El gen ompA de secuencia completa, expreso la proteina en
la membrana externa de E. coli LMG194 con viabilidad celular reducida, en contraste con
rOmpA carente del péptido sefial, que se expresd como cuerpos de inclusion citoplasmicos
insolubles donde no se afectd la viabilidad celular. La viabilidad reducida en ambos trabajos
se explica por el procesamiento y traslocacion post-traduccional de OmpA de longitud
completa a la membrana externa de E. coli, lo que conduce a la aparicion de cambios en la
membrana externa y al aumento de la fragilidad de la célula bacteriana (Koehler et al., 1992).
Debido a las anteriores observaciones, en el presente trabajo se eligié clonar la secuencia de

ompA carente de péptido sefial, y expresarlo en el vector pLATE3L1 inducible por IPTG. El
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vector pLATE31 no presenta expresion basal de la proteina, lo que disminuye los posibles
efectos citotdxicos que afectan la viabilidad celular antes mencionada (Pickett et al., 1988;
Koehler et al., 1992; Hoelzle et al., 2003). Las caracteristicas que le permiten al vector
pLATE31 reducir la expresion basal de T7 ARN polimerasa son: dos operadores lac que
flanquean el promotor T7 y sirven como sitios de union para el represor lac (codificado por
el gen lacl) y un terminador rrnBT1-T2 que se coloca “upstream” del sitio de clonacion para
evitar la expresion génica basal de elementos similares a promotores. Ademas un promotor
Tet débil inducido constitutivamente (Ptt) opera en la direccion opuesta al promotor T7, lo
que suprime en su totalidad la expresién basal.

rOmpA fue visualizada en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), en el cual se observé una
banda de 38 kDa sobre-expresada, desde las 3 h hasta las 5 h post-induccién con 1 mM de
IPTG. Esta disminucion en el peso molecular de OmpA corresponde a la eliminacién del
péptido sefial N-terminal de 22 amino&cidos que tiene un peso aproximado de 2.7 kDa (Kaul
etal., 1990).

En pLATE31, el gen de interés se clond con un péptido de fusion C-terminal que contiene
una etiqueta 6xHis. La presencia de esta etiqueta fusionada a rOmpA fue confirmada por
Western blot, donde se observo la banda de ~38 kDa a las 5 h post-induccién con 1 mM de
IPTG.

Para el proceso de purificacion, se requiere la identificacién de la fraccion en la cual se
encuentra la PR de interés. La ventaja de la expresién de PR como cuerpos de inclusion
insolubles, es que estos estdn en gran parte protegidos de la degradaciéon por proteasas
altamente concentradas en el ambiente intracelular, que pudieran alterar algunas
caracteristicas de la PR. Cabe mencionar que la cepa E. coli BL21(DE3) no contiene la
proteasa lon, y es deficiente en la proteasa de la membrana externa OmpT, la falta de estas
dos proteasas reduce la degradacion de PRs expresadas en esta cepa bacteriana (Yin et al.,
2007). Ademas, las proteinas expresadas como cuerpos de inclusion insolubles, permiten una
purificacion sencilla por medio de cromatografia de afinidad, entre Ni-NTA vy la etiqueta
6xHis (Crowe et al., 1994; Hoelzle et al., 2003). Este es el caso de rOmpA expresada en este

trabajo que se localizé en la fraccion insoluble de E. coli (Figura 13).
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La desventaja que se presenta con la expresion de proteinas insolubles en cuerpos de
inclusion, es que esta debe recuperarse mediante procesos de desnaturalizacion (Clark, 1998;
Marston, 1986) y posteriormente se induce su replegamiento por otros métodos que incluyen
dilucion, didlisis, filtracion en gel o la inmovilizacion en un soporte sélido, para eliminar o
reducir el exceso de agentes desnaturalizantes y reductores, permitiendo que las proteinas se
renaturalicen (Wingfield et al., 2003; Clark, 1998). No obstante, la obtencidén de rOmpA de
la fraccion insoluble, nos permitird en un futuro mimetizar la conformacion nativa para
generar una mayor respuesta inmunologica como lo describié Wen et al., 2016 (Wen et al.,
2016).

Por altimo, OmpA de C. trachomatis estd N-glicosilada y contiene oligosacaridos con alto
contenido de manosa (Kuo et al., 1996), y estos residuos de manosa median su adhesion,
internalizacion e infectividad, en macréfagos de raton (Kuo et al, 2002) Hasta el momento
no se conoce si OmpA de C. abortus esta glicosilada. Sin embargo, debido a la importancia
de un correcto plegamiento de la proteina recombinante, la desventaja de que la produccién
de PR en E. coli, una bacteria incapaz de hacer modificaciones post-traduccionales, como la
glicosilacién (Lara, 2011) eventualmente nos llevara a evaluar el impacto del empleo de este

modelo de expresion en rOmpA.
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9. CONCLUSIONES

E. coli BL21 (DE3) es capaz de permitir la expresion de rOmpA en abundancia a partir de la
amplificacion del gen ompA de C. abortus NED14/0251-12, sin la secuencia de péptido sefial,
y clonado en el vector pLATE31 bajo induccion de IPTG a concentracion de 1 mM por 3, 4
y 5 h post-induccion, en su fraccién insoluble.

La expresion de rOmpA abre paso para el desarrollo de pruebas diagndsticas locales que
permitiran la identificacion y control de la clamidiosis caprina que infecta a los rebafios

nacionales.

10. PERSPECTIVAS

La construccién obtenida en E. coli BL21(DE3), permitira la obtencion abundante de rOmpA
de C. abortus, que sera purificada para emplearse como antigeno en pruebas diagndsticas.
La purificacion de la rOmpA se podré llevar a cabo por medio de cromatografia de afinidad
de Ni-NTA para la etiqueta de histidinas fusionada en la porcion C-terminal de la proteina

expresada. Se llevara a cabo la renaturalizacion de la proteina en su conformacion nativa.
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12. ANEXOS
Anexo I. Zymoclean™ Gel DNA Recovery (Zymo Research, California, EUA)

Preparacion de gel

1.

Después de realizar la electroforesis, cortar la banda de ADN de interés y colocar en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.
Afadir 10 uL de Membrane Binding Solution por cada 10 mg de gel. Mezclar e incubar

a 50 °C hasta que el gel este completamente disuelto.

Unién de ADN

1.
2.

Insertar la mini columna SV en el tubo colector.

Transferir lamezcla del gel disuelto a la mini columna ensamblada. Incubar a temperatura
ambiente por 1 min.

Centrifugar a 16000 x g por 1 min. Descartar el filtrado y reinsertar la columna en el tubo

colector.

Lavado

4.

Agregar 700 pL de Membrane Wash Solution (con etanol afiadido). Centrifugar 16000 x
g por 1 min. Descartar el filtrado y reinsertar la columna en el tubo colector.

Repetir el paso 4 con 500 pL de Membrane Wash Solution. Centrifugar 16000 x g por 5
min.

Vaciar el tubo colector y centrifugar la columna por 1 min para la evaporacion de etanol
residual.

Transferir la mini columna a un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 mL.

Afadir 50 uL de agua libre de nucleasas. Incubar a temperatura ambiente 1 min y

centrifugar a 16000 x g por 1 min.
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Anexo I1. AxyPrep Plasmid Miniprep Kit

1.

10.

11.

Colectar 1-4 mL de cultivo previamente incubado 16 h. Centrifugar a 12000 x g por 1
min para obtener la pastilla bacteriana y decantar el sobrenadante.

Resuspender la pastilla bacteriana en 250 pL de Buffer S1 y mezclar con agitador vortex.
Asegurarse que estd completamente resuspendido antes de proceder.

Afiadir 250 pL de Buffer S2, y mezclar gentilmente por inversion del tubo de 4-6 veces.
No mezclar con agitador.

Afadir 350 pL de Buffer S3, mezclar gentilmente por inversion del tubo de 4-6 veces.
No mezclar con agitador. Centrifugar a 12000 x g por 10 min.

Poner la columna Miniprep en un tubo colector de 2 mL. Transferir el sobrenadante
clarificado del paso 4 a la columna, centrifugar a 12000 x g por 1 min.

Paso opcional: Lavar con Buffer W1

Lavar con 700 pL de Buffer W2. Centrifugar a 12000 x g por 1 min.

Paso opcional: Descartar el filtrado. Segundo lavado con 700 pL Buffer W2. Centrifugar
a 12000 x g por 1 min.

Descartar el filtrado. Centrifugar a 12000 x g por 1 min.

Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga nuevo de 1.5 mL. Eluir con 60-80 pL
de agua libre de nucleasas. Incubar a temperatura ambiente 1 min. Centrifugar a 12000 x
g por 1 min.

Proceder a la cuantificacion del eluido.
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Anexo I11. Buffer de Lisis

Buffer A(1L)

100 mM NaH2POs  13.8 g NaH2PO4-H20 (Peso Molecular: 137.99 g/mol)

10 mM Tris 1.2 g Tris base (Peso Molecular: 121.1 g/mol)

6 M GuHCI 573 g Hidrocloruro de Guanidina (Peso Molecular: 95.53 g/mol)
H20 destilada c.b.p. 1L

Ajustar a pH 8.0 con NaOH

Buffer B (1 L)

100 mM NaH:PO4  13.8 g NaH2PO4-H20 (Peso Molecular: 137.99 g/mol)
10 mM Tris 1.2 g Tris base (Peso Molecular: 121.1 g/mol)

8 M Urea 480.5 g (Peso Molecular: 60.06 g/mol)

H20 destilada c.b.p. 1L

Ajustar a pH 8.0 con NaOH

Buffer C (1 L)

100 mM NaH:PO4  13.8 g NaH2PO4-H20 (Peso Molecular: 137.99 g/mol)
10 mM Tris 1.2 g Tris base (Peso Molecular: 121.1 g/mol)

8 M Urea 480.5 g (Peso Molecular: 60.06 g/mol)

H>O destilada c.b.p. 1L

Ajustar a pH 6.3 con HCI

57



	Portada 

	Contenido 

	Resumen 

	1. Introducción 
	2. Justificación  5. Hipótesis   4. Objetivos    
	6. Material y Métodos
	7. Resultados 
	8. Discusión  
	9. Conclusiones    10. Perspectivas
	11. Fuentes de Consulta
	12. Anexos

