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I.- INTRODUCCION

1.1 Género Mycobacterium

La primera identificacion de una micobacteria data de finales del siglo XIX, momento en
el que se describid el bacilo tuberculoso (denominado Bacterium tuberculosis por Robert Koch
en 1882) y el bacilo de la lepra (denominado Bacillus leprae por Armauer Hansen en 1880). Sin
embargo, la clasificacion de ambas especies como micobacterias no tuvo lugar hasta 1896, afio
en el cual Lehmann y Neumann propusieron que ambas bacterias se incluyeran dentro del género
Mycobacterium y a las cuales ellos renombrarian Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
leprae (Lehman y Neumann, 1896).

Taxondémicamente las micobacterias estan incluidas en el reino Bacteria, phylum
Actinobacteria, clase Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden Actinomycetales,
suborden Corynebacterineae, familia Mycobacteriaceae y género Mycobacterium (segunda
edicion del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology). Esta division inicial estaba basada en
dos caracteristicas presentes en todos y cada uno de los miembros del género: la morfologia
(bacilos, inmdviles) y la acido-alcohol resistencia (Lehmann y Neumann, 1896).

Los siguientes criterios adicionales para la diferenciacion de los miembros del género
Mycobacterium son la tasa de crecimiento, la resistencia a la penicilina, el porcentaje de
guanidina y citosina, el perfil de acidos micdlicos, la produccién de arilsulfatasas y considerados
Gram positivos a pesar de la escasa penetracion del colorante cuando son tefiidos por medio de la
técnica de Gram, efecto ocasionado por los acidos micolicos presentes en la compleja pared
celular de la que estan provistos (Wayne y Diaz, 1986). En la actualidad, los requisitos minimos
necesarios para la inclusién de una especie dentro del género Mycobacterium son la acido-
alcohol resistencia, la presencia de &cidos micélicos con 60-90 d&tomos de carbono de longitud y
un 61-71% de GC en su genoma (Levy-Frebault y Portaels, 1992).

Las especies pertenecientes al género Mycobacterium también se clasifican en funcion
de otras caracteristicas como el tiempo requerido para la formacién de colonias visibles en medio
solido. Asi, los miembros del género se clasifican comunmente en dos grandes grupos:
micobacterias de “crecimiento rapido” y de “crecimiento lento”. En el caso de las primeras, la
aparicion de colonias visibles se produce en un periodo inferior a siete dias y en el caso de las

segundas mayor a siete dias.
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A su vez, la especies de “crecimiento lento” se han subdividido en tres grupos diferentes
en base la produccion de pigmentacion visible (Timpe y Runyon, 1954): fotocromdgenas (Grupo
| de Runyon), escotocromdégenas (Grupo Il de Runyon) y nofotocromdgenas (Grupo Il de
Runyon). Esta clasificacion no tiene valides taxondmica pero si clinica, ya que las especies de

crecimiento lento son generalmente patdgenas para los animales y el hombre (Tabla 1).

Tabla 1. Principales grupos de micobacterias agrupadas segun el criterio de la produccién de
pigmento (Runyon y col. 1959).

Velocidad de

crecinuento

Especies de micobacterias

Grupo I de Runyon
fotocromogenas (pigmento
amarillo con luz)

Mycobacterium asiaticum, Mycobacterium kansasi,
Mycobacteriurs maringm, Mycobacterinm simiae

Grupo II de Runyon
escotocromogenas (pigmento
amarillo narama)

Myeobacteriuns flavescens, Mycobacteriun gordonae,

Mycobacterium scrofulaceuns, Mycobacterinm s7ulpai
Crecimuento lento

(> 7 dias)

Mycobacterium avium, Mycobacterium qvium subespecie
paratuberculosis, Myeobacteriuns pastri, Mycobacterinm
haemaphilur, Mycobacterim intracellulare, Mycobacterium
malmoznss, Mycobacterium tervas, Mycobacterinm triviale,
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulzerans,
Mycobacterinm xengpi

Grupo III de Runyon
10 CIOmopenas
(no producen pigmento)

Myeobacterinm abscessus, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterinm goodi,
Crecimiento rapido Mycobacterism snmunogenun, Mycobacterinm mucogenicusm,
(<7 dias) Mycobacterium peregrinuns, Mycobacterium renenalense,
Mycobacteriune septicums, Mycobacteriuns smegnatis,
Mycobacteriym wolinskyi

No cultivable Mycobacterium leprag

Grupo IV de Runyon
10 CI0mogenas
(no producen pigmento)

Por otro lado, los avances en el campo de la biologia molecular y de la genética
bacteriana han permitido a su vez la clasificacion taxondmica de las micobacterias en base a los
polimorfismos presentes en las secuencias de diferentes genes que se emplean como diana. Asi,
en la actualidad uno de los genes diana més comunmente empleado es el gen del ARN
ribosémico 16S (ARNr 16S), caracterizado por tener una longitud aproximada de 1500
nucleétidos y presentar en su secuencia regiones altamente conservadas y otras regiones mas

hipervariables en todas y cada una de las especies de micobacterias (Boddinghaus y col. 1990).
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1.2 Complejo Mycobacterium avium (MAC)

El complejo Mycobacterium avium esta incluido en el grupo 111 de Runyon y pertenece al
grupo de micobacterias distintas de tuberculosis. EIl MAC esta constituido principalmente por un
grupo de micobacterias medioambientales relacionadas entre si y en el cual se incluyen
Mycobacterium avium subespecie avium (M. a. avium), Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis (M. a. paratuberculosis), Mycobacterium avium subespecie hominissuis (M. a.
hominissuis), Mycobacterium avium subespecie silvaticum (M. a. silvaticum) y Mycobacterium
intracelullare (M. intracelullare) (Inderlied y col. 1993).

Durante esta ultima década se han descrito nuevos miembros de MAC como
Mycobacterium chimaera (Tortoli y col. 2004), Mycobacterium colombiense (Murcia y col.
2006), Mycobacterium arosiense (Bang y col. 2008), Mycobacterium bouchedurhonense,
Mycobacterium marseillense, Mycobacterium timonense (Ben Salah y col. 2009).

Los miembros de este complejo MAC presentan unas caracteristicas tanto genéticas como
fenotipicas particulares, las cuales les permiten el crecimiento en biotipos naturales sin perder
por ello su potencial patdégeno. Entre estas caracteristicas destacan el amplio rango de
temperaturas dentro del cual son capaces de crecer (desde 20°C hasta 37°C), la capacidad de
adaptacion a nuevos sustratos con amplios rangos de pH, desde 4 a 7.5 (estando el pH 6ptimo
comprendido entre 5.4 y 6.5) (Portaels y Pattyn, 1982).

MAC esta distribuido de forma natural en agua y tierra. Estas bacterias también estan
presentes en aves, animales domésticos y salvajes, en el hombre (los cuales podrian actuar como
reservorio), donde no causan enfermedad alguna a no ser que el hospedador esté debilitado o en
situacién de inmunodepresion. En este caso, las bacterias incluidas dentro de este complejo
tienen gran importancia tanto en sanidad animal, porque originan grandes pérdidas econémicas
en explotaciones de aves, cerdos y vacas principalmente (Dey y Parham, 1993; Grange et al.,
1990; Schaefer, 1967), como en salud publica, ya que causan infecciones generalizadas en
pacientes inmunodeprimidos especialmente en enfermos con el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (von Reyn et al., 2002; Young et al., 1986) siendo el agua
en este caso la principal fuente de contaminacién (Du Moulin y Stottmeier, 1986; Goslee y
Wolinsky, 1976).
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El genoma de Map

La secuenciacién del genoma completo de Map, fue publicada por Li et al., (2005) la cual
fue realizada a partir de la cepa referencia K-10, un aislado de origen bovino. El conocimiento de
la secuencia del genoma de Map, ha posibilitado grandes avances en todos los campos de
investigacion de Map como estudios gendmicos comparativos con relacion a otras micobacterias,
blancos de diagndstico, evolucién molecular de Map como patégeno, elementos genéticos
especificos, etc.

El genoma de Map esta insertado en un cromosoma circular de 4.829.781 pb que codifica
para 4.350 marcos de lectura abiertos u ORFs, del inglés open reading frames, 45 tRNAS, y un
operon rRNA. El andlisis in silico ha identificado méas de 3.000 genes con homoélogos en M.
tuberculosis, y 161 regiones gendémicas Unicas que codifican 39 genes de Map desconocidos
hasta el momento. El genoma esta caracterizado por la relativa alta proporcion de guanina y
citosina (69%) asi como abundantes secuencias de insercion (IS) y miembros de la familia
PE/PPE (dominios de prolina-4cido glutdmico y prolina-prolina-acido  glutdmico
respectivamente), estos ultimos, estan implicadas como factores de virulencia y patogénesis en
las infecciones por Map (Li et al., 2005).

En el genoma de Map, se han identificado 58 secuencias de insercion, incluyendo 17
copias de 1S900, 7 a 10 copias de 1S1311 y 3 copias de ISMav2 (Li et al., 2005), 3 copias de
ISMpal (Olsen et al., 2004), y 6 copias de ISMap02 (Stabel et al., 2005). Map no contiene la
1S1245, caracteristica del complejo avium (Johansen et al., 2005). Otros genes o dianas de
interés especificos son el locus 251 (Bannantine et al., 2002, Motiwala et al., 2003), el hspX
(Ellingson et al., 1998, 2000) y el F57 (Poupart et al., 1993) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion circular de los elementos IS y secuencias repetitivas en el
genoma de Map. Las lineas de color rojo representan los SSRs (Repeticiones de
secuencias cortas), las de color azul representa los VNTRs (Repeticiones en tandem
de numero variable), las del circulo negro representan las escalas, los lineas de color
que estan por fuera del histograma son las secuencias de insercion (1: 1S900; 2:
1IS1311; 3. |1Smav2; 4. IS_MAPO1; 5. MAPO2; 6: MAPO3; 7: MAPO4; 8. MAPOS5; 9:
MAPOG6; 10: MAPO7,; 11: MAPOS; 12: MAPO9; 13: MAP10; 14: MAPO11; 15: MAP12; 16:
MAP13; 17: MAP14; 18: MAP015; 19: MAP16; 20) (Fuente: Motiwala, 2006).

Adicionalmente, el conocimiento del genoma de Map estd proporcionando nueva
informacion acerca de regiones genéticas Unicas de la bacteria, que ademas de servir para la
identificacion y el diagndstico, permitirdn revelar los procesos genéticos de la interaccion
patdgeno-hospedador (Li et al., 2005, Marsh et al., 2006, Bannantine et al., 2006).

Secuencias de insercion (Insertion sequences, 1S)

Las secuencias de insercion son repeticiones de ADN dispersas, relacionadas con
elementos genéticos moviles presentes en multiples copias (Hatfull y Jacobs, 2000).

La movilidad de estos elementos constituye una fuente de flexibilidad genética, siendo
responsables a su vez, de una gran variedad de reestructuraciones cromosomicas ademas de
deleciones (Mahillon y Chandler, 1998). La utilizacion de las secuencias de insercion en pruebas
de diagnostico, proporciona discriminacion entre distintas especies, debido a la tendencia de
estos elementos transponibles para insertarse al azar y ocupar varios sitios en el genoma. En
algunos casos la localizacion de estos elementos de insercion, en lugares definidos del genoma

son lo suficientemente estables para ser utilizados como marcadores para la tipificacion de
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especies y para fines epidemioldgicos (Dombek et al., 2000). En el caso particular de Map las
secuencias de insercion mas comunmente utilizadas para su identificacion y tipificacion son las
secuencias 1S900 e 1S1311, las cuales estan descritas detalladamente en el apartado de
Diagndstico molecular de Map, pégina 38.

Diversidad de las cepas de Map

Observaciones fenotipicas asi como estudios epidemioldgicos y moleculares, han
evidenciado la heterogeneidad en los distintos aislamientos de Map. Los cuales se han
clasificado ampliamente en dos grandes grupos o tipos de cepas, las bovinas y las ovinas. Esta
diferenciacion fue realizada por primera vez mediante el analisis de Polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (restriction fragment length polymorphism analysis, RFLP) en
combinacion con la hibridizacion de 1S900, (IS900RFLP) (Collins et al., 1990, Pavlic et al.,
1999). Inicialmente la denominacion de los tipos de Map, se hizo de acuerdo a las especies en las
cuales fueron aisladas en: cepas ovinas o Tipo “S” (Type sheep) asiladas de ganado ovino, cepas
bovinas o Tipo “C” (Type cattle) obtenidas de animales de origen bovino, y Tipo intermedio o
“T” aisladas de pequefios rumiantes (Collins et al., 1990). Posteriormente se encontré que los
tipos de Map pueden también ser aislados de diferentes especies y que por lo tanto, las especies
de origen no son necesariamente un indicador adecuado del tipo de cepa. Por lo tanto se propuso
denominar a estas cepas como: Tipo | (que corresponde al Tipo S), Tipo Il (correspondiente al
Tipo C) y Tipo 111 (o Tipo Intermedio) (Stevenson et al., 2002, de Juan et al., 2005).

Los avances en las técnicas de tipificacion molecular han hecho posible la diferenciacion
genética entre los distintos aislamientos de Map, asi como la identificacidn de otras cepas de este
organismo. Mediante la utilizacién del ensayo 1S1311 PCR-REA, se logro identificar ademas de
las cepas ya descritas, otro tipo de cepa obtenida a partir de muestras de bisontes,
denominandosele Tipo B (Type bison), (Whittington et al., 2001, Sohal et al., 2009). Un estudio
reciente de comparacion genémica de Map, ratifico la division de Map en los dos grandes grupos
propuestos inicialmente, los Tipos | y Il pero debido a que en este estudio no se encontrd
diferencias que delimitaran al tercer grupo, es decir al Tipo Il o intermedio, se hizo un
agrupamiento que incluyo a las cepas del Tipo Il con las cepas del tipo I, conformandose el Tipo

I/111. Esta agrupacion es consistente con la observacion de que las cepas del tipo | y las del tipo
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I11 comparten rasgos fenotipicos similares asi como las preferencias por el huésped (Alexander et
al., 2009).

A nivel epidemiolégico parece existir cierta tendencia de los tipos de Map a asociarse con
aspectos como la transmision, preferencia por el huésped y susceptibilidad a la infeccion; sin
embargo las distintas metodologias empleadas en los diferentes estudios publicados sobre
aislamiento y tipificacion de Map, han hecho dificil el entendimiento de estas asociaciones. No
obstante, existen evidencias fenotipicas y genotipicas que diferencian a las cepas de Map.
Fenotipicamente se distinguen por el tiempo en que tardan en crecer, el tipo de medio de cultivo
en donde se pueden aislar (estos aspectos se ampliaran en el apartado de El cultivo de Map,
pagina 32) y otra caracteristica aunque poco comun, es la pigmentacion que presentan algunas
cepas de origen ovino y que no ha sido observada en las cepas bovinas (Stevenson et al., 2002).

A nivel genotipico se han encontrado algunas diferencias entre las cepas del Tipo | y Il.
Un estudio realizado por Dohmann et al., (2003), encontr6 que estos dos tipos de cepas no tienen
locus tipo-especificos Unicos, y que las cepas del tipo Il parecen haber sufrido mas deleciones y
rearreglos de regiones gendmicas que las del tipo I. En las cepas del tipo | se han encontrado 3
regiones especificas denominadas pig-RDA10.

2.4 Epidemiologia de la paratuberculosis

La epidemiologia de la ptb esta ligada a las caracteristicas biologicas de Map tales como
el lento desarrollo, el parasitismo obligado, la alta resistencia ambiental, la posibilidad de
infeccion congeénita y la transmision a través del medio ambiente contaminado. La implicacion
de este microorganismo en la ptb, fue descrita por primera vez por Johne y Frothingham (1895).

Aunque la ptb afecta principalmente a rumiantes domesticos, esta enfermedad también ha
sido descrita en rumiantes no domésticos como ciervos, bafalos, bisontes, muflones, cimarrones,
cabras de montafa etc. (Mackintosh et al., 2004, Sivakumar et al., 2005, Whitlock et al., 1999,
Richards et al., 1983). Asi como también a especies monogastricas como: conejos, caballos,
cerdos, mulas, perros, pollos, primates y el hombre (Hermon- Taylor y El-Zaatari, 2004,
Committee on Diagnosis and Control of Johne's Disease, 2003).

Mycobacterium paratuberculosis, ha sido sefialado como agente etioldgico de la
enfermedad de Crohn en humanos (Dalzeil et al., 1913, Rosenfeld et al., 2010), enfermedad que
consiste en una inflamacién crénica del intestino (ileon y el area ileocecal) (Anderson et al.,

1980, Chiodini et al., 1997). Lo anterior es debido a que Map ha sido aislado en muestras de
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tejidos intestinales y de sangre periférica de estos pacientes (Hulten et al., 2001, Naser et al.,
2004, Bentley et al., 2008), asi como de leche materna de mujeres que padecen la enfermedad
(Nacer et al., 2000b), en donde también ha sido identificado por medio de PCR (Bull et al., 2000,
Autschbach et al., 2005). Sin embargo, otros autores son escépticos a esta asociacion debido a
que han encontrado resultados contradictorios como por ejemplo, la extrema dificultad y en
algunos casos la imposibilidad de aislar la bacteria a partir de muestras de estos pacientes

(Collins et al., 2000), el aislamiento de Map en individuos sanos (Bull et al.,
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Figura 4. La ilustracion muestra las posibles vias de transmision de los miembros de
MAC, enire el medioambiente, los animales salvajes, el ganado y el humano. (Figura
adaptada de Biet ef al., 2005). La transmision vertical se da por via intrauterina y la
horizontal por contaminantes del medio ambiente (heces, aerosoles, eic.)

19



Prevalencia de la paratuberculosis

La ptb presenta una distribucion mundial y es reconocida como un serio problema de
salud animal ya que afecta a distintas especies de rumiantes de importancia agropecuaria como
ganado de carne y de leche, ovinos y caprinos (Whittington et al., 2000b). Esta enfermedad tiene
el mayor impacto econémico en el ganado vacuno de leche, donde el sacrificio prematuro reduce
considerablemente la produccion de este.

Un producto asi como el valor de la canal. El departamento de agricultura de los Estados
Unidos (United States Department of Agriculture, USDA), ha estimado que en este pais,
aproximadamente el 22% del ganado vacuno lechero y el 8% del ganado de carne esta afectado
por la ptb, ocasionando grandes pérdidas que han sido estimadas hasta en $ 250 millones de
dolares anuales tan solo en la industria lactea (Whitlock et al., 2000, Hendrick et al., 2005,
Tiwari et al., 2008). Sin embargo, los verdaderos efectos econémicos ocasionados por la ptb asi
como las prevalencias a nivel mundial, son dificiles de estimar por las siguientes razones:

1. La mayoria de los animales infectados son asintomaticos, 2. Los animales en estadios
clinicos y que presentan disminucion en la produccion, son sacrificados antes de que se les
realice el diagnostico definitivo de la enfermedad, y 3. Las dificultadas en el diagndstico de la
infeccion temprana (baja sensibilidad de las técnicas de deteccion) (Fecteau y Whitlock, 2010).

En ganado ovino, la prevalencia de la ptb es desconocida mundialmente, debido a que no
es de notificacion obligatoria en muchos paises, su estudio presenta menor prioridad en
comparacion con la ptb en ganado bovino, las dificultades en el aislamiento de Map, la falta de
técnicas de diagndstico lo suficientemente sensibles y especificas. En resumen el alto costo de la
deteccién de la enfermedad en comparacion con el bajo valor comercial que estos animales
tienen. La ptb ovina se ha reportado en paises de Norte América, Suramérica, Australasia, paises
del este, Asia, Africa y Europa, en donde la prevalencia de la enfermedad difiere entre el 2-32%
(Bakker et al., 2000; Sergeant 2001; Nielsen y Toft, 2009). Aungue en rebafios ovinos la
prevalencia de Map no ha sido estudiada detalladamente, algunos estudios reportan una tasa de
mortalidad que va del 5-15% por afio (Reddacliff et al., 2006).

En ganado caprino la prevalencia de la ptb también ha sido dificil de estimar, por razones
similares a las mencionadas en el caso de la especie ovina. El principal problema que ocasiona la

ptb en esta especie se relaciona con las pérdidas.
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Prevalencia de la paratuberculosis en México

En México, la ptb es una enfermedad de gran impacto econdmico ya que junto con la
tuberculosis bovina, la brucelosis y la infeccion por garrapatas, contribuye a la disminucion en la
produccién ganadera.

En un estudio realizado en el 2005, sobre el impacto econdmico de la ptb en bovinos
lecheros del centro del pais, se calcularon pérdidas de $10,345.00 pesos por vaca al afio, con una
prevalencia del 8.87% en una poblacion de casi 30,000 bovinos, siendo la disminucion en la
produccién de leche el factor mas desfavorable (CONASA, 2010).

Por otro lado, la utilizacion de pruebas diagnosticas como anatomia patolégica, serologia,
bacteriologia y técnicas de biologia molecular como PCR y RFLP (ChavezGris et al., 2004,
Estévez-Denaives et al., 2007, Favila-Humara et al., 2010), han permitido detectar la enfermedad
en 16 estados del pais y en distintas especies de rumiantes, encontrandose prevalencias del 9% en
ganado bovino, 19.72% en caprinos y 36% en ovinos, en pruebas realizadas en mas de 7000
muestras (CONASA 2010) (Figura 5). Sin embargo, a pesar de estos datos la prevalencia real de
la paratuberculosis en el pais sigue siendo desconocida y aun no han llevado a cabo programas

de control de la enfermedad (Favila-Humara et al., 2010).

7,461 casos/1,370 POSITIVOS

Guanajuate  18.36%

@ 2004 ovino: 024
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@ 2007 Queritaro Estado de Mixico
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Figura 5. Casos de Paratuberculosis en México 2004—2009 (ELISA). Fuente: Dr. Gilberto
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Signos clinicos de la paratuberculosis

La ptb se caracteriza por ser una enfermedad que progresa a través de varios estadios,
tardando varios afios antes de que se manifiesten los signos clinicos caracteristicos (Olsen et al.,
2001). Las fases en las que se desarrolla la ptb, son similares para las especies bovinas, ovinas y
caprinas, aungue la presencia de algunos signos como la diarrea, es menos frecuente en pequefios
rumiantes, asi como la aparicion de la enfermedad, la cual se da en animales mas jovenes
(Stehman 1996). Las fases o estadios en las que se ha dividido la ptb son cuatro:
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Fase I. Infeccidn silenciosa. Esta fase se caracteriza por la ausencia de signos clinicos de
la enfermedad y la no excrecion del microorganismo. Esta etapa de infeccién se encuentra
presente fundamentalmente en terneros y novillas, aungque en ocasiones también se ha descrito en
ganado adulto.

Fase Il. Fase subclinica. La mayoria de los animales infectados en una explotacién estan
en esta fase. Los cuales no muestran signos evidentes de la enfermedad, aunque si lesiones
microscopicas (Pérez et al., 2000), también pueden presentar anticuerpos circulantes o respuestas
inmunes celulares alteradas. En esta fase los animales comienzan a perder productividad, en el
caso de los bovinos se disminuye la produccién de leche que puede variar entre el 4-14%
(Wilson et al., 1997), adicionalmente en esta etapa se observa la aparicion de sintomas
inespecificos como la disminucion de la fertilidad y la mastitis (Valentin-Weigand et al., 1999).
La gran mayoria de los animales son negativos al cultivo de heces, aunque estos pueden
comenzar a excretar la bacteria de manera intermitente con una baja carga microbiana.

Fase I11. Fase clinica. Esta fase sélo se desarrolla tras varios afios de infeccién por Map,
en bovinos puede comenzar entre 3-4 afios y en pequefios rumiantes el inicio de la enfermedad
puede empezar antes de los 2 afios; en ambos casos esta fase coincide con los partos y el inicio
de la lactancia (Manning y Collins., 2001, Garcia Marin et al., 1994). Los signos clinicos
caracteristicos que se presentan son: diarrea intermitente que afecta especialmente a los bovinos,
la cual no responde a tratamientos, y que se puede relacionar con la baja capacidad de la mucosa
intestinal de retener nutrientes. En ovinos y caprinos no es comun la presencia de diarrea, aunque
esta puede aparecer en algunos casos en la fase final de la enfermedad, cuando las lesiones
afectan ampliamente el intestino. Muchas veces estas heces son de consistencia pastosa 0

reblandecida (Carrigan et al., 1990, Garcia Marin et al., 1994). Otros signos caracteristicos son:
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pérdida de peso, emaciacion y caquexia, los cultivos fecales de estos animales son positivos y

usualmente presentan incrementados titulos de anticuerpos detectables por pruebas seroldgicas.

FASE IV

A esta fase pertenecen los animales en estado clinico avanzado, cuyas caracteristicas
principales son, debilidad, emaciacién, diarrea acuosa profusa, caquexia extrema, edema
intramandibular y deshidratacion, que conducen a la muerte del animal (Choidini et al., 1984,
Pérez et al., 2000,).

2.5 Patogénesis de la enfermedad

La principal via de infeccion por Map es la oral, a través de su ingestion. El sitio de
infeccion primaria de esta bacteria son las mucosas intestinales, aunque algunos estudios hayan
indicado que son las amigdalas y los ganglios retrofaringeos, (Payne y Rankin 1961, Lugton
1999), sin embargo estas parecen ser transitorias y desaparecen sin ocasionar trastornos (Garcia
Marin et al., 2000). La mayor susceptibilidad a la infeccién por Map, se presenta en animales
menores a 1 afio, posiblemente debido a la extensa superficie que abarcan las placas de Peyer
intestinales en animales jovenes, la cual va reduciéndose gradualmente con la edad.

El blanco de Map son los tejidos linfoides del hospedador asociados a las mucosas del
tracto gastrointestinal superior del intestino, donde es endocitado por las células M epiteliales
(mediado por receptores de integrina y fibronectinas (Sigurdardottir et al., 2005, Secott et al.
2004)), que recubren las cupulas de las placas de Peyer del ileon y yeyuno, y posteriormente es
fagocitado por los macrofagos subepiteliales e intraepiteliales (Momotami et al., 1988, Lugton
1999). No obstante, parece ser que las células M no son el Unico sitio de entrada de Map, al
menos en cabras, ya que se ha encontrado que en esta especie de animales, la entrada de Map a la
mucosa intestinal esta restringida a los enterocitos yeyunales no asociados a las placas de Peyer
(Sigurdardottir et al., 2005).

Map se localiza y reside preferentemente en los fagosomas o endosomas inmaduros de
los macréfagos del hospedador, con predominio de aquellos asociados a las placas de Peyer
ileales y yeyunales (Momotani et al., 1988, Pérez 1992, Corpa et al., 2000). Los macréfagos

epiteliales activados, estimulan a las dos subpoblaciones celulares (Thl y Th2) de las células T
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ayudadoras (T helper, Th) que a su vez estimulan diferentes tipos de respuestas inmunes en el
huésped. La infeccién por Map parece seguir los patrones observados en M. tuberculosis, M.
bovis y M. leprae; estos patrones implican una respuesta inmune inicial de tipo celular (Thl) o
tuberculoide, en donde la produccion de citoquinas causan la formacion de un granuloma
intestinal para contener la infeccion (Coicito et al., 1994, Lugton, 1999). La respuesta Thl
también se caracteriza por la produccion de gama interferon (INFg), una de las primeras
citoquinas detectables en infecciones por Map, asi como la interluquina 2 (IL-2) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), estas citoquinas dirigen las funciones inmunitarias mediadas por
células que son necesarias para contener la infeccién intracelular.

Los bacilos de Map, son capaces de sobrevivir intracelularmente inhibiendo la
acidificacion del fagosoma e impidiendo su maduracion a fagolisosoma (Cheville et al., 2001).
Map es resistente a la degradacion por las enzimas lisosomicas, el 6xido nitrico y demas
mecanismos bactericidas que producen los macrofagos, debido entre otros mecanismos, a su
envoltura celular lipidica (Zhao et al., 1997, Harris y Barleta 2001, Tessema et al., 2001).
Durante la etapa subclinica temprana de la infeccién por Map, la actividad de la respuesta celular
Thl parece predominar. Esta etapa puede durar meses o afos, durante el cual los bacilos
permanecen microscopicos dentro de los macréfagos y granulomas; las células T de memoria y
su respuesta es requerida para controlar la diseminacion y el dafio del tejido ocasionado por la
infeccion; debido a esto se cree que este tipo de respuesta es protectora. A medida que la
enfermedad avanza, la respuesta inmune celular disminuye, reflejando un cambio en el tipo de
respuesta de Thl a Th2 (Chiodini 1996). Cuando los animales entran a la etapa de infeccion
lepromatosa 0 Th2, comienzan a manifestar signos clinicos inespecificos de la infeccién por
Map, tales como pérdida de peso, en algunos casos diarrea y excrecion intermitente de la bacteria
(Koets et al., 1990).

El cambio de respuesta inmune de Thl a Th2, se ha asociado con la progresion de la ptb
del estado subclinico al clinico (Stabel 2010). Th2, estimula la produccion de las citoquinas
reguladoras IL-4, IL-5 e IL-10, las cuales activan la respuesta inmune humoral caracterizandose
por la expansién de los linfocitos B, la secrecion de inmunoglobulinas y el control de la
respuesta mediada por Thl. A diferencia de la respuesta celular, el tipo de respuesta humoral no

es protectora y no detiene la progresion ni la patologia de la infeccion.
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Diagnostico microbiologico de la paratuberculosis

Tincion directa

Se realiza sobre frotis obtenidos a partir de preparaciones de cortes histolégicos o de
heces, que son tefiidos por medio de la técnica de Ziehl-Neelsen. La técnica se basa en la
retencion del colorante fucsina por bacterias acido-alcohol resistentes, en las que el decolorante
(4cido-alcohol) no penetra debido a la gruesa pared celular que las recubre. A pesar de que esta
técnica es rapida y econémica, no se considera especifica de Map (Juste y Aduriz 1990).

El cultivo de Map

El aislamiento de Map es considerado la técnica de referencia para el diagndstico de la
ptb en animales vivos. El primer aislamiento de Map lo realiz6 Twort (1911), desde entonces se
ha tratado de mejorar la técnica del cultivo, con el objetivo de hacerlo més rapido, eficaz y
sensible. Las muestras normalmente utilizadas para el cultivo de Map son: heces, ganglios
mesentéricos o raspados de mucosa intestinal y leche (Garrido et al., 2000a). El cultivo fecal es
capaz de detectar a la mayoria de los animales en avanzado estado de la enfermedad donde
alcanza una sensibilidad del 100%, pero solo a unos cuantos en las fases iniciales de la infeccion
(Whitlock et al., 2000a). Se considera que su especificidad es del 100% (Whitlock et al., 1992,
OIE 2008) y su limite de deteccion es de 50 a 100 unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo de heces (Whitlock et al., 2000). El crecimiento de una o mas colonias de Map es
suficiente para definir una muestra como positiva, asi como la deteccién de un solo animal con
ptb dentro de un rebafio, es suficiente para clasificar al hato como infectado (Kalis et al., 2000).

Los requerimientos nutricionales para el cultivo de Map son similares a los de las
micobacterias en general, con la salvedad del suplemento de micobactina como ya se habia
mencionado. Ademas, existen algunos componentes que pueden potenciar el crecimiento de Map
como son la albumina sérica bovina y la yema de huevo, cuyo efecto mas que aportar nutrientes
radicaria en la eliminacion o neutralizacion de compuestos deletéreos presentes en el medio. El
dioxido de carbono y la asparagina (Ratledge 1982), el glicerol y el piruvato como fuentes de
carbono, favorecen igualmente su crecimiento. Los antibidticos como la penicilina y antifingicos
como la anfotericina B (Kalis 1999), son necesarios ya que en las muestras fecales y de tejido
intestinal, los microorganismos de Map pueden estar enmascarados por otras bacterias y hongos.
Por consiguiente, el aislamiento efectivo de Map a partir de tales muestras dependera de la

eficacia en la inactivacion de los microorganismos no deseados. Un método Optimo de
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descontaminacion debe tener el menor efecto inhibidor posible sobre el crecimiento de Map. Se
ha encontrado que los protocolos rutinarios de descontaminacion pueden disminuir el namero de
microorganismos de Map en cantidades cercanas a 2.7 logl0 en heces y 3.1 log10 en tejidos
(Reddacliff 2003).

En cuanto a las preferencias por los medios de cultivo de las distintas cepas de Map, se ha
encontrado que estas estarian determinadas por el genotipo y no por la especie hospedadora
(Sevilla 2007). En este sentido, se ha reportado que el medio mas propicio para aislar cepas del
Tipo Il es el Herrold (Juste 1991b, Nielsen 2004). Mientras que para aislar cepas del Tipo /111 el
medio mas favorable es el Lowenstein Jensen (LJ) sin piruvato (Juste 1991, Aduriz 1995,
Whittington 2000a). Sin embargo, debido a que no es posible determinar el tipo de cepa con
anticipacion, es recomendable la utilizacion de diferentes medios. Otro factor que esta
relacionado con el tipo de cepa es el periodo de incubacién, el cual para cepas de origen bovino
puede tardar entre 4-16 semanas y hasta un afio en cepas de origen ovino (Whittington 1999).
Asi, el periodo de incubacion de Map también es dependiente del tipo de cepa y no del origen del
huésped (de Juan 2006).

En la bdsqueda de estrategias para reducir los altos costos que conlleva el cultivo
bacterioldgico (20 dolares por muestra), se ha encontrado que una buena alternativa es el cultivo
a partir de lotes o “pool” de heces, el cual ha resultado ser muy util como método de estimacion
de la prevalencia de la ptb en un rebafio (Whittington 2000a, Kalis 2004), aunque ineficaz a la
hora de identificar animales infectados dentro de un programa de control ya que la dilucion del
numero de microorganismos de Map presentes en la muestra individual, reduce la sensibilidad de
la técnica. No obstante, se ha encontrado que la reduccion observada en el recuento de colonias
en un pool de heces es mucho menor de lo que se podria esperar y que esto se atribuiria a una
concentracion de Map durante el procesamiento y descontaminacion de las muestras; por lo tanto
con una eficiente técnica de concentracién como la centrifugacion, sedimentacion o filtracion, la

dilucién de las muestras fecales no influye en el niUmero de colonias totales (Kalis et al., 2000).
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1. JUSTIFICACION

La inmunopatologia de la paratuberculosis es compleja al igual que otras enfermedades
causadas por micobacterias como la tuberculosis humana y la tuberculosis bovina; el
metabolismo del hierro de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis juega un papel muy
importante en la patogénesis de la enfermedad.

La familia de proteinas Fur Los resultados que se obtengan de este trabajo serviran para proponer
otros protocolos de investigacion que nos permitan demostrar la regulacion en el metabolismo de
hierro, ademas pretendemos utilizar la informacion para proponer el uso de la proteina en
diagndstico y como posible vacuna que pueda ayudar a en el tratamiento de la paratuberculosis.
Los resultados de la investigacion serdn mostrados a la comunidad cientifica para su

conocimiento y uso

Los macrdfagos no son capaces de eliminar a la micobacteria ingerida, por lo que la infeccion
persiste y continda por afios, pero sin presentacion de signos de la infeccion. Los animales
cronicamente infectados comienzan a eliminar las bacterias por las heces fecales a los 2 afios de
edad o més. La enfermedad progresa a una etapa clinica hasta signos como pérdida de peso y
diarrea. Finalmente la enteropatia puede ser fatal por la pérdida de proteinas (5, 6,7). En la
paratuberculosis, se ha estudiado que después de la infeccion inicial se activa el sistema de
inmunidad mediado por células, seguido por la etapa de la infeccion latente subclinica con la
inmunidad celular leve, terminandose las etapas subclinicas con excrecion de MAP y desarrollo
de sintomas clinicos y con la inmunidad humoral aumentada. Se conoce que la supresion de
inmunidad celular es por via IL-10, pero la causa de transicién de inmunidad celular a humoral
asi como los eventos inmunopatoldgicos que provocan el desarrollo de sintomas clinicos ain

quedan desconocidos.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipdtesis

La proteina MAP3773c de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis presenta
caracteristicas bioguimicas de la familia de proteinas Fur y es capaz de autorregular su

expresion.

2.2. Objetivo general

Caracterizar bioquimicamente la proteina MAP3773c de Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis y demostrar la autorregulacion de su expresion autorregulacion in vitro.

2.3. Objetivos especificos

1. Obtener dos sondas de ADN que contengan las cajas de hierro de la region promotora del gen
map3773c de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ATCC 19698 mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para poder utilizarlas en una ensayo
EMSA.

2. Purificar, cuantificar y digerir el plasmido pRSET-MAP3773c contenido en una cepa de
Escherichia coli DH5a.

3. Transformar una cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) con el plasmido pRSET-MAP3773c
y sobreexpresar la proteina recombinante usando IPTG como inductor.

&

Purificar y cuantificar la proteina MAP3773c.

o

Caracterizar parcialmente la proteina MAP3773c.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de Sondas de ADN de las Cajas de Hierro

3.1.1. Alineamientos de Secuencias Nucleotidicas

Primero se procedié a buscar cajas de hierro en la secuencia promotora del gen de
map3773c utilizando el software Geneious. Se realiz6 un primer alineamiento de la region
promotora del gen map3773c de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) cepa K-
10, utilizando la  secuencia  del genoma  depositada en el  GenBank
(https://mww.ncbi.nlm.nih.gov) (AE016958.1), con la caja de hierro de Escherichia coli y la caja
de hierro consenso de todas las bacterias:

P i i t
s BATARGEGCOITAATCATAATEATTIICIATTAACICETH

ol AU Ta Uimmascoen

i cATAATGATAATEATTATC
ewers @ATAACES PEAATCATAATEATIITEATTAAGGETY

Tabla 1. Primer alineamiento de cajas de hierro. Consensus: Secuencia nucleotidica
de la caja de hierro consenso de todas las bacterias. Sequence L.: Secuencia nucleotidica
coincidente (letras mayusculas) del alineamiento de las tres secuencias. fur box: Secuencia
nucleotidica de la caja de hierro de E. coli. gbJAE01695: Secuencia nucleotidica correspondiente
a la region promotora del gen map3773c de MAP.

Se realiz6 un segundo alineamiento de la region promotora del gen map3773c de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) cepa K-10 con las cajas de hierro
reportadas de las siguientes micobacterias:
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

M. bovis

M. tuberculosis

M. smegmatis

M. fortuitum

AGTCTTGACTGATTCCAGAAAAG
ATTCTTGACTAATTCCAGAAAAG
TATCTTGACTGATTCCAGAARAC

AGTCTTGACTGATTCCAGAAAAG

Tabla 2. Cajas de hierro de bacterias del género Mycobacterium.

3.1.2. Disefio de Oligonucle6tidos Sintéticos

Los oligonucledtidos fueron disefiados con el software Geneious y Primer3 Output

usando la secuencia de la region promotora del gen map3773c de Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis (MAP) cepa K-10, y se mandaron a sintetizar al Instituto de Biotecnologia de la

Universidad Nacional Auténoma de México (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleotidos Sintéticos Utilizados.

Oligonucleotidos para Amplificacion de Cajas de Hierro

Nombre # Lote Secuencia Tm | Concentraci | Cajade
(26 nucledtidos) (°C) on hierro
(pMolar) qgue
amplifica
FCAHIER | 106 | 0203015 | GAG,CTC,AAC,G 70.6 131 Consenso
- 5 CG,GAA,GTG,AC de
MAP3773 G,AGT,AA micobac-
C terias
RCAHIER | 106 | 020315 | AAG,CTT,GCG,C 68.0 158
- 6 TT,CGAAAG,TT
MAP3773 C,TCT,
C TG
FCAHIBA | 854 | 092215 | GAG,CTC,GGA,G | 73.2 210 Consenso
- 6 GG,GCG, TAG,AA de todas
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CTERIAS C,TCT,GT

RCAHIB | 854 | 092215 | AAG,CTT,GTG,A 70.6 183
A- 7 GG,ACT,CGG,CG

CTERIAS T,TAG,GA

las

bacterias

3.1.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utilizé la siguiente mezcla de reactivos para realizar la técnica de la PCR en un

volumen final de 25 pL por reaccién (Tabla 3), estandarizada por el Laboratorio de Biologia

Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, Universidad Autdbnoma de Baja

California. Como plantilla para la amplificacion de las cajas de hierros con la PCR se utilizé un

suspension de células de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ATCC 19698 en agua

grado biologia molecular inactivadas a 100 °C por 15 minutos.

Reactivos Volumen para 1 reaccién
Mezcla de ANTP’s 1.5puL
(concentracion final de 10 mM)
Buffer 10X 2.5 uL
(concentracion final de 1X)
Oligonucledtido Reverse 2.5 L
Oligonucleétido Forward 2.5 uL
Dimetilsulfoxido 1.25 puL
Agua grado biologia molecular 12.25 uL
Taq polimerasa 0.5 L
ADN/C¢élulas plantilla 2 uL
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Tabla 3. Reactivos para la PCR.

3.1.4. Electroforesis de los Productos de PCR

Para observar la correcta amplificacion de los fragmentos de ADN deseados en la técnica
de PCR se procedi6 a correr 10 pL producto obtenido mezclado con 2 L de baffer de carga 6X
en una electroforesis en gel de agarosa al 2.0 % con bromuro de etidio X concentracion en
presencia de baffer TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA), 100 Volts, durante 30 - 45 minutos.

3.1.5. Purificacion y Cuantificacion de las Sondas de ADN

Para obtener bastante cantidad de ADN producto (sondas de cajas de hierro) se procedié a
purificar a partir 25 de reacciones de la PCR; todas estas se mezclaron en un solo tubo, se
centrifugaron 15 minutos a 13,000 rpm para recuperar el sobrenadante y se descartar el
precipitado (células de micobacterias).

Posteriormente para eliminar proteinas se utilizé 1 mL de la fase inferior de la solucion
originada por la mezcla de fenol (50 partes) / cloroformo (49 partes) / alcohol isoamilico (1
parte) a los aproximadamente 500 L que se obtuvieron después de la centrifugacion, después se
procedié a homogenizar muy bien en un vortex y centrifugar 5 minutos a 13,000 rpm, finalmente
se recuper0 la fase acuosa (superior) sin desprender nada del anillo intermedio formado (tiene
proteinas).

Enseguida se hizo la precipitacion de ADN mezclando 450 pL de etanol 100 % y 50 pL
de acetato de sodio 3 M por cada 100 pL de solucion con ADN a purificar, luego se incubo por
16-18 horas a -20 °C (temperatura de congelacion); posteriormente se centrifugd 10 minutos a
13,000 r.p.m. y se descartd el sobrenadante (cuidando no perder el precipitado blanco de ADN),
se procedié a hacer 2 lavados con etanol al 70 % y centrifugando 5 minutos a 13,000 rpm,
finalmente el precipitado se dejo secar a temperatura ambiente (aproximadamente 1 - 2 horas) y
se resuspendid en 40 pL de agua grado biologia molecular.

Para verificar la no perdida del ADN (sondas de con cajas de hierro) y su correcta
purificacion se realiz6 de nuevo una electroforesis en gel de agarosa con las mismas indicaciones

del punto 4.1.4, finalmente se cuantificO por espectrofometria de absorcion molecular
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ultravioleta-visible haciendo lecturas a 230, 260 y 280 nm con un espectrofotometro UV-Visible

Beckman Coulter.

4.2 Obtencion del plasmido pRSET-MAP3773c

4.2.1 ldentificacion de la cepa Escherichia coli DH5a — pRSET-MAP3773c por PCR y

purificacion del ADN plasmidico.

Para expresar la proteina MAP3773c se utilizo el plasmido pRSET-MAP3773c (pRSET-
A de Invitrogen™, para una alta expresion de proteinas recombinantes en E. coli) clonado por la
M.C. Vanessa Lopez en su trabajo de tesis de maestria (Enero 2015) en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, Campus Tijuana,
Universidad Autonoma de Baja California.

Se tomd un cultivo liquido con la cepa Escherichia coli DH5a — pRSET-MAP3773c
(genotipo de la cepa Escherichia coli DH5a, para conservar y mantener plasmidos, de
Invitrogen™: F~ p80lacZAMI15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rK—, mK+) phoA
SUpE44 thi-1 gyrA96 relAl 1°) y se le realiz6 un PCR a las células bacterianas ( previamente
lavadas con agua estéril) para verificar que traen el plasmido con el inserto de interés

(map3773c), se utilizaron los oligonucledtidos sintéticos disefiados por la M.C. Vanessa Lopez:

Forward: 5GAGCTCGTGTCATCGCCCGCTGCG ¥
Reverse: 5° AAACCTTTCACGGTTGTGTGTTTTG 3

De igual forma se utilizaron las mismas condiciones de temperatura en el termociclador

reportadas:

Temperatura Tiempo
94 °C 10 minutos
94 °C 30 minutos
63 °C 30 minutos
72 °C 30 minutos
30 repeticiones de las condiciones anteriores

72 °C 10 minutos
4°C
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Enseguida se procedio a cultivar la cepa en 10 mL de caldo Luria Bertani estéril (NaCl 5.0 g/L,
extracto de levadura 5.0 g/L, triptona 10.0 g/L, pH 7.2 £ 0.2) con una concentracion final 100
ug/mL de ampicilina, 14-16 horas a 37 °C y con agitacion mecéanica de 200 rpm. Después se se
recolectaron las células de bacterias cultivadas centrifugando 5 minutos a 13,000 rpm y se
purificd el ADN plasmidico a partir de éllas utilizando el kit GenElute™ Plasmid Miniprep Kit,
Sigma-Aldrich® (PLN350-1KT, Batch #: SLNN5822), eluyendo con agua grado biologia
molecular de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Finalmente se corrio una electroforesis en
gel de agarosa con las mismas indicaciones del punto 4.1.4, para verificar que se purifico con

éxito el plasmido.

4.2.2 Cuantificacion y digestion del plasmido MAP3773c.

La concentracion de ADN plasmidico se realizO mediante espectroscopia de absorcion
molecular ultravioleta-visible haciendo lecturas a 230, 260 y 280 nm utilizando un
espectrofotometro NanoVue Plus (Version 4282 V2.0.4, Serial Number: 106120) General
Electric Healthcare.

El plasmido pRSET-MAP3773c fue secuenciado en el trabajo de tesis de maestria del
M.C. Jorge Ardmburo Guerrero (Enero 2016) en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria, Campus Tijuana, Universidad Autonoma de Baja
California, y la secuencia codificante del gen map3773c fue traducida in silico con el software
Ape-A plasmid Editor v2.0.49.10° by M. Wayne Davis:

ORF Del 46 al 579
Tamano de la traduccion 177 a.a.
Peso Molecular 20569.69 Da

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQ
MGRDLYDDDDKDRWGSELVS
SPAAPRRRRATVKQRTVLEV
LRAQENFRSAQQLYQDIRQN
Secuencia en Aminoacidos QQLRIGLTSVYRILRALAAD
RIAETQRAEDGEILYRLRTE
AGHRHYLLCRQCGRAVAFTP
VDIEEHTRRLSRQHHYADVT
HYVDLYGTCPLCQNTQP*
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Al plasmido pRSET-MAP3773c se le realizd una digestién con enzimas de restriccion,
usando las mismas que se utilizaron en su clonacion y que permiten verificar la presencia del
inserto de interés y asi complementar la secuenciacion realizada previamente. Se utilizaron las
enzimas Sac | y Hindlll de New England BioLabs® Inc., realizando la reaccion de digestion a 37

°C por 2 horas, la mezcla de reactivos fue la siguiente:

Reactivos Volumen para
1 reaccion
Enzima Sac | 0.25 pL
Enzima Hind 11 0.25 uL
Buffer 10X 1.25 pL
Agua grado biologia 8.25 uL
molecular
ADN plasmidico 2.5 L
(pPRSET-MAP3773c)
Total 12.5 pL

El ADN plasmidico después de ser digerido se corrié en una electroforesis en gel de
agarosa con las mismas indicaciones del punto 4.1.4, para observar el patrén de digestion,

4.3 Obtencion de una cepa transformada de Escherichia coli BL21 (DE3) con el

plasmido pRSET-MAP3773c usando células quimiocompetentes.

4.3.1 Preparacion de células quimiocompetentes y transformacion.
Esta parte se realizé con el protocolo proporcionado por el Departamento de Bioquimica
y Biologia Celular y Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Zaragoza,

Espana:

A. Preparacién de células guimicompetentes:

1.- A partir de una colonia de Escherichia coli BL21 (DE3) en agar LB con 18-24 horas
de incubacién a 37 °C realizar un cultivo en 10 mL de caldo LB estéril e incubando
igualmente a 37 °C con agitacion mecanica de 200 rpm por 14-16 horas.

2.- Inocular en 200 mL de caldo LB estéril con 1 %(2 mL) de cultivo liquido estéril del

punto anterior, incubar a 37 °C con agitacion mecanica de 200 rpm hasta llegar a la
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lectura de densidad oOptica de 0.35-0.45 (fase logaritimica a 600 nm (tarda
aproximadamente 2 horas).

3.- Detener el crecimiento del cultivo en hielo durante 20 minutos.

4.- Centrifugar el cultivo a 4,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, usando tubos estériles
previamente enfriados.

5.- Desechar el sobrenadante y resuspender lentamente en 1-2 mL de baffer 1 estéril frio
(1.47 g de CaCly, 1.42 g de de MgCl», 0.32 g de acetato de sodio, disuelto en 100 mL de
agua destilada), aforar a 40 mL con baffer 1 mezclando suavemente.

6.- Centrifugar a 4,000 rpm a 4 °C por 15 minutos.

7.- Desechar sobrenadante y resuspender lentamente en 4 mL de baffer 2 estéril frio (1.47
g deCaCl,, 15 mL de glicerol, disuelto en 100 mL de agua destilada).

8.- Hacer alicuotas de 200 pL en tubos cdnicos de 1.5 mL estériles y previamente
enfriados.

9.- Conservar las alicuotas a -70 °C.

10.- Realizar pruebas de control de calidad a las células quimiocompetentes: Prueba de
viabilidad en medio de cultivo sin antibiético, prueba de inhibicion en medio de cultivo
con antibidtico y prueba de eficacia de transformacion (con 1 pL de plasmido a > 100

ng/mL debe dar una placa de agar con incontables colonias transformantes).

. Transformacién de células quimiocompetentes:

1.- Descongelar la cantidad necesaria de alicuotas de células quimiocompetentes en hielo
molido (cada tubo permite realizar 2 transformaciones), nunca romper la cadena de frio
ya que se puede perder la capacidad de recibir ADN plasmidico.

2.- Adicionar de 1-10 pL de ADN plasmidico (> 100 ng/mL) a 200 pL de células recién
descongeladas, mezclar suavemente e incubar en hielo durante 30 minutos.

3.- Transferir a un bafio metabdlico a a 42 °C durante 90 segundos.

4.- Transferir inmediatamente a bafio de hielo durante 1-2 minutos.

5.- Adicionar 800 pL de caldo LB estéril (sin antibi6tico) e incubar durante 45 minutos

en bafio metabdlico a 37 °C 6 en una incubadora, con agitacion mecanica de 200 rpm.
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6.- Transferir directamente 100-200 pL de cultivo a un medio solido LB con antibidtico 0
centrifugar el cultivo a 4,000 rpm durante 10 minutos, desechar sobrenadante, adicionar
100-200 pL de caldo LB estéril y resuspender cuidadosamente.

7.- Si se opto por la segunda opcion del paso anterior: Inocular uniformemente las células
bacterianas mediante el sembrado con varilla acodada en placas de agar LB con
antibidtico previamente atemperadas a 37 °C, dejar secar el inoculo e incubar 18 horas a
37 °C.

*Para la transformacién con el plasmido pRSET-MAP3773c se utilizaron placas de agar

LB con una concentracion final de 100 ug/mL de ampicilina.

4.3.1 ldentificacion de bacterias transformantes por PCR:
Se seleccionaron 12 colonias transformantes de Escherichi coli BL21 (DE3) — pRSET-
MAP3773c y cada una de ellas se resembr6 en 5 mL de caldo LB estéril con una concentracién
final de 100 pg/mL de ampicilina, se incubaron durante 14-16 horas a 37 °C con agitacion
mecénica de 200 rpm; se tomé un alicuota de cada cultivo para realizarle un PCR a las células
bacterianas (previamente lavadas en agua estéril) para verificar que traen el plasmido con el

inserto map3773c.

4.4 Sobreexpresion de la proteina MAP3773c en Escherichia coli BL21 (DE3) -
pRSET-MAP3773c utilizando isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) como
agente inductor.

En las pruebas de cribado se incorpor6 de manera adicional una cepa de Escherichia coli
Rosetta™ DE3 de Novagen Inc., la cual de igual forma se transformé con el plasmido pRSET-
MAP3773c utilizando la misma metodoloia del punto 4.3 con la Gnica diferencia que los medios
de cultivo que en el protocolo no llevan antibiético aqui llevan siempre una concentracién final
de 35 pg/mL de cloranfenicol, y cuando en el protocolo se habla de medio de cultivo con
antibidtico se utiliza una concentracion final de 35 pg/mL de cloranfenicol y 50 pg/mL de
ampicilina.

4.3.1 Pruebas de cribado de sobreexpresion

1.- Poner a cultivar una cepa transformante Escherichia coli BL21 (DE3) — pRSET-MAP3773c

en 5 mL de caldo LB con una concentracion final de 100 pg/mL de ampicilina, y una cepa
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transformante de Escherichia coli Rosetta™ DE3 — pRSET-MAP3773c en 5 mL de caldo LB
con concentracion final de 35 ug/mL de cloranfenicol y 50 ug/mL de ampicilina, incubar ambos
cultivos durante 14 - 16 a 37 °C con agitacion mecanica de 200 rpm.
2.- Realizar una resiembra del cultivo del punto anterior bajo las mismas condiciones pero con
un inoculo del 1 % (5 ul), incubar ambos hasta llegar a una lectura de densidad optica entre 0.6-
0.7 (final de la fase logaritmica) a 600 nm y justo ahi se induce con IPTG a una concentracion
final de 1 mM (se recolecta una alicuota de cultivo sin inducir, se centrifuga y descarta el
sobrenadante, se congelan células).
3.- Se deja induciendo bajo las mismas condiciones de incubacion por 4 - 6 horas.
4.- Se centrifugan los cultivos liquidos a 4,000 rpm durante 20 minutos, se descarta el
sobrenadante y se congelan a -20 °C las células recolectadas.
5.- Se realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes y
reductoras (SDS-PAGE), para observar la sobreexpresion de la proteina MAP3773c con un peso
molecular de 20.6 kDa.

Se probaron las siguientes variantes para inducir la sobreexpresion de la proteina
MAP3773c en 5 mL de cultivo:
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Cepa

transformada

Tiempo

Temperatura

Concentracion final
de inductor
IPTG

Densidad
Optica de
induccion a
600 nm

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
PRSET-MAP3773c

4-6 horas

37 °C

1 mM

0.6-0.7

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
PRSET-MAP3773c

4 horas

37 °C

1 mM

0.4

Escherichia coli
BL21 (DE3) —
PRSET-MAP3773c

5 horas

37 °C

1 mM

0.4

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
pPRSET-MAP3773c

4 horas

37 °C

1mM

0.6

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
pPRSET-MAP3773c

5 horas

37 °C

1mM

0.6

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
pRSET-MAP3773c

4 horas

37 °C

1mM

0.8

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
pPRSET-MAP3773c

5 horas

37 °C

1 mM

0.8

Escherichia coli
BL21 (DE3) —
PRSET-MAP3773c

8 horas

37 °C

1 mM

0.6-0.7

Escherichia coli
BL21 (DE3) —
PRSET-MAP3773c

8 horas

37 °C

0.1 mM

0.6-0.7 39




Escherichia coli
BL21 (DE3) —
pPRSET-MAP3773c

8 horas

30 °C

1mM

0.6-0.7

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
pPRSET-MAP3773c

8 horas

30 °C

0.1 mM

0.6-0.7

Escherichia coli
BL21 (DE3) —
PRSET-MAP3773c

16 horas

30 °C

1 mM

0.6-0.7

Escherichia coli
BL21 (DE3) -
PRSET-MAP3773c

16 horas

15 °C

1 mM

0.6-0.7

Escherichia coli
BL21 (DE3) —
PRSET-MAP3773c

16 horas

15 °C

0.1 mM

0.6-0.7

Escherichia coli
Rosetta™ DE3 —
pPRSET-MAP3773c

16 horas

30 °C

1mM

0.6-0.7

Escherichia coli
Rosetta™ DE3 —
pPRSET-MAP3773c

16 horas

30 °C

0.1 mM

0.6-0.7

Escherichia coli
Rosetta™ DE3 —
pRSET-MAP3773c

16 horas

15 °C

1mM

0.6-0.7

Escherichia coli
Rosetta™ DE3 —
pPRSET-MAP3773c

16 horas

15 °C

0.1 mM

0.6-0.7

4.3.2 Pruebas de cribado de sobreexpresion
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Se seleccionaron las siguientes condiciones de induccidn para la sobreexpresion de la
proteina MAP3773c con la cepa Escherichia coli BL21 (DE3) — pRSET-MAP3773c: 16 horas de
incubacion a 30 °C con una concentracion final del inductor IPTG a 1 mM en el intervalo de 0.6-
0.7 de densidad dptica a 600 nm; enseguida se procedio a sobreexpresar la proteina MAP3773c a
partir de 10 L de caldo LB estéril. Al finalizar la induccién el cultivo se centrifug6 a 10,000 rpm
por 30 minutos a 4 °C, se recolecto el sobrenadante y las células recolectadas se lavaron con una

solucién de NaCl 0.15 M, la biomasa celular se congel6 a -20 °C.

4.5 Purificacion y cuantificacion de la proteina MAP3773c

Se purifico la proteina recombinante MAP3773c a partir de 26.13 g de biomasa
producida de Escherichia coli BL21 (DE3) — pRSET-MAP3773c. Se partid de la base que dejo
el M.C. Jorge Aramburo Guerrero en su trabajo de tesis de maestria (Enero, 2015) donde utilizé
urea (agente caotrépico) para poder purificar la proteina MAP3773c, por lo tanto se decidid
utilizar el protocolo para la purificacién de FurA de Anabaena sp. PCC 7120 mediante una
cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) proporcionado por el Departamento
de Bioguimica y Biologia Celular y Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Zaragoza, Espafia (Silvia Pellicer et al., 2010):

Preparacion de la columna cromatogréfica de Zn-Iminodiacetato:

1. Se lavo la columna de cristal y sus mangueras con abundante agua destilada.

2. Se aplic la cantidad de suspension necesaria de Matriz Chelating Sepharose™ Fast Flor
(General Electric Healthcare) para generar la matriz cromatografica, que fue
empaquetada por gravedad en la columna con un volumen de 10 mL, enseguida se lavo
con 10 volimenes de columna de agua milli-Q (1 volumen de columna = 10 mL) con un
flujo de 3 mL/minuto para eliminar el etanol que viene de preservativo en la matriz
quelante (nunca se dejo secar la columna empaquetada).

3. Se le aplico a la columna 3 volumenes de columna de una solucion de ZnSO4 0.25 M
previamente filtrada en papel whatman®, enseguida se lavé con 10 volimenes de
columna de agua milli-Q para eliminar el exceso de metal no adherido (todo con un flujo

de 3 mL/minuto).
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4.

Se equilibré la columna con 10 volimenes de columna de buffer de equilibrio
previamente filtrada en papel whatman® (blffer de equilibrio = KCI 0.4 M en buffer A)
(buffer A =191.06 g/L de cloruro de guanidinio, 13.8 g/L de NaH2POas, 2.42 g/L de tris-
HCI ajustando el buffer a pH 8.0).

Lisis celular y purificacion:

1.

Se descongeld aproximadamente 13.0 g de biomasa celular en hielo molido y se
homogenizé muy bien en 6 volimenes de columna de buffer A previamente filtrado en
papel whatman® y con una concentracion final de 3 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, inhibidor de proteasas) que parti6 de una solucién
concentrada disuelta en isopropanol (se mantuvo siempre en un bafio hielo molido la
suspension).

Se utilizé el equipo Dr. Hielscher UP200s Sonifier para sonicar la suspension celular en
hielo molido con 10 ciclos de 45 segundos con 30 segundos de pausa entre cada ciclo,
con una amplitud de 90 % y ciclo de 0.5; después el lisado se centrifug6 3 veces a 20,000
rpm por 20 minutos a 4 °C, se recuperd cada vez el sobrenadante y se descartaron los
restos celulares precipitados. Finalmente el lisado se pasé por filtros de 0.80 um y 0.22
pum (Millipore), se tomé una alicuota de 100 pL para realizar una electroforesis SDS-
PAGE.

El lisado filtrado se aplico a la matriz cromatogréafica con un flujo de 2 mL/minuto, y una
vez recolectada se volvio a aplicar de nuevo a la columna para asegurar la mayor
recuperacion de la proteina recombinante, se tomé una alicuota de 100 pL del “volumen
muerto” para realizar una electroforesis SDS-PAGE.

Se lavo la columna con 5 volumenes de columna de buffer de lavado 1 ((NH4)2SO4 0.5 M
en buffer A, previamente filtrado en papel whatman®) con un flujo de 3 mL/minuto, se
tom6 una alicuota de 100 pL del volumen inicial del lavado para realizar una
electroforesis SDS-PAGE.

La columna se lavo con la cantidad suficiente de buffer de lavado 2 (glicina 35 mM en
buffer A, previamente filtrado en papel whatman®) hasta que la absorbancia del volumen
eluido sea menor a 0.1 a 280 nm, con un flujo de 3 mL/minuto, se tomé una alicuota de

100 pL del volumen final del lavado para realizar una electroforesis SDS-PAGE.
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6. Se eluyd la proteina recombinante utilizando un gradiente creciente de imidazol (0 - 1 M,
en buffer A y previamente filtrado en papel whatman® ), con un flujo de elucion de 2
mL/minuto y se dejé eluir 1 volumen de columna (descartarlo), luego se recolectaron 70
fracciones de 1 mL cada una y se apartd una alicuota de 15 pL de las fracciones
1,6,11,16,21,26,31,36,41,46,51,56,61,66 y 70 (para analizarlas en electroforesis SDS-
PAGE), las eluciones se guardaron a 4 °C hasta su dialisis.

7. Se lavo la columna con 30 mL de imidazol 1 M en buaffer A (previamente filtrado en
papel whatman®).

8. Se lavo la columna con 10 volumenes de columna de agua milli-Q.

9. Se conservo la columna pasando 10 volumenes de etanol al 20 % en agua milli-Q, se

guardo a 4 °C.

Andlisis por electroforesis SDS-PAGE v didlisis:

1. A las alicuotas recolectadas durante la purificacion se les precipitd las proteinas de la
siguiente manera, para eliminar el cloruro de guanidinio que es incompatible con los
geles de poliacrilamida: se tomaron 15 pL de cada muestra a concentrar, luego se les
adicion6 85 pL de agua destilada y se mezclaron con 100 pL de &cido tricloroacético al
10%, enseguida se incubaron en hielo molido durante 20 minutos; luego se centrifugaron
a 20,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C, se descartaron los sobrenadantes y luego se lavo
cada precipitado con 1 mL de etanol al 95 % frio, de nuevo se centrifugaron a 20,000 rpm
durante 20 minutos a 4 °C y se descartaron los sobrenadantes, los precipitados se dejaron
secar a temperatura ambiente y se resuspendieron muy bien (con la ayuda de un vértex)
en 15 pL de agua destilada.

2. Con las alicuotas concentradas en el paso anterior se procedié a realizar una
electroforesis SDS-PAGE en gel al 17 %.

3. Se ubicd el intervalo de fracciones se elucion donde esta la proteina eluida y se pasé a
verificar esas eluciones con una electroforesis SDS-PAGE en gel al 17 % (con la
realizacion previa del paso 1).

4. Se mezclaron las eluciones donde esta la proteina eluida y se procedio a dializar tomando
en cuenta el punto isoeléctrico teérico (hay que alejarse de ese pH, ya que precipitard)

generado por el servidor ProtParam de Expasy (http://web.expasy.org/protparam/) que
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tras introducirle la secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante MAP3773c nos
di6 un pl = 9.23; se probaron los siguientes baffers de dialisis que para encontrar el mas
estable para la proteina (donde precipite menos):

e Buffer 10 mM acetato, acido acético (para ajustar pH), pH 4.0.

e Buffer 10 mM acetato, acido acético (para ajustar pH), pH 5.5.

e Buffer 50 mM NaH2PO4, 100 mM NacCl, pH 6.5.

e Buffer NaH2PO4 50 mM, 20 mM NaCl, pH 7.5.

e Buffer 50 mM tris-HCI pH 8.0, 500 mM NacCl.

e Buffer 50 mM tris-HCI pH 8.0, 500 mM NacCl, glicerol 10 %.

e Buffer KH2PO4 300 mM, NaaHPO4 300 mM, NaCl 500 mM, glicerol 10 %, pH

6.5.
e Buffer KH2PO4 180 mM, NaoHPO, 580 mM, NaCl 500 mM, glicerol 10 %, pH
7.0.
e Buffer KH2PO4 35 mM, NaaHPO4 115 mM, NaCl 500 mM, glicerol 10 %, pH 7.0.
e Buffer KH2PO4 70 mM, N2HPO4 790 mM, NaCl 500 mM, glicerol 10 %, pH 7.5.
5. Para efectuar las dialisis se emplearon membranas de dialisis con tamafio de exclusién de

10 kDa, que se sumergieron en un vaso de precipitados con un volumen del buffer de
dialisis al menos 100 veces superior al de la muestra a dializar (con agitacion magnética),
las didlisis se realizaron siempre a 4°C, cambiando el buffer del vaso 3 veces cada 3
horas, haciendo un ultimo cambid de buffer a las 12 horas y finalizando la dialisis 6 horas

después.
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4.6 Caracterizacion bioquimica de la proteina MAP3773c

4.6.1 Espectroscopia de absorcion molecular Ultravioleta-Visible
Se realizd un espectro de absorcion de las proteina MAP3773c desde 250 a 700 nm con
un espectrofotdmetro UV-Visible Specord® 250 Plus (Analytikjena, An Endress+Hauser

Company).

4.6.2 Analisis de entrecruzamiento con glutaraldehido

Se incub6 50 puM de proteina MAP3773c con 0.5 % de glutaraldehido en un volumen
final de 10 pL, la mezcla se incubd 30 minutos en obscuridad y a temperatura ambiente (sin
agitacion), finalmente la reaccién se mezcl6 con 2 pL de baffer de carga 6X y se cargd en una
electroforesis SDS-PAGE para su analisis.

4.6.3 Andlisis de oligomerizacion con ditiotreitol (DDT)

Se incubd 50 uM de proteina MAP3773c con 10 y 20 mM de DTT durante 30 minutos a
temperatura ambiente (sin agitacién), al final se incubaron las reacciones en buffer de carga
concentracion final 1X en presencia (condicion reductora) y ausencia de beta-mercaptoetanol

(condicion no reductora) para su analisis en una electroforesis SDS-PAGE.

4.6.4 Andlisis de dimerizacion con Zn™"y Mn™*

Se analizé la dimerizacion de la proteina MAP3773c al colocar 10 uM de élla en
presencia de ZnSO4 y de MnCl, a una concentracion final de 10 mM para cada ion, se incubaron
por 30 minutos a temperatura ambiente (sin agitacién), para su analisis se mezclaron las
reacciones con buffer de carga a una concentracion final de 1 X y en condiciones no reductoras

(ausencia de beta-mercaptoetanol), finalmente se cargaron en una electroforesis SDS-PAGE.

4.6.5 Tincion PAR para la deteccién de Zn™

Para analizar la presencia de zinc estructural en la proteina MAP3773c primero se
realiz una electroforesis SDS-PAGE vy el gel fue tefiido con 50 mL del baffer de tincion que
contiene lo siguiente: 20 mM tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 5 % v/v glicerol y 500 uM del

colorante 4-(2-Piridilazo)-resorcinol (PAR), se mezcld con agitacion suave por 2 minutos y

45



luego se afiadio 500 pL de H20. al 30 % por la orilla del recipiente donde se llevo a cabo la
tincion (no directamente al gel), el colorante PAR reacciona con los iones de zinc para formar un
complejo de color naranja que se puede observar a simple vista que desaparece tras 5 - 10

minutos.

4.6.5 Dicroismo circular

4.6.6 Reactividad cruzada: Western Blot con anticuerpos policlonales

Se probd la uniodn a la proteina MAP3773c con anticuerpos policlonales anti-FurA y anti-
FurB de Anabaena sp. PCC 7120, asi también con anti-FurB de Escherichia coli, mediante la
técnica de Wertern Blot; esto para buscar una reactividad cruzada por determinantes antigénicos
que nos indica cierto grado de homologia entre las proteinas.

El Western Blot se realizd con el protocolo proporcionado por el Departamento de
Bioquimica y Biologia Celular y Molecular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Zaragoza, Espafia, manipulando todo con guantes y pinzas para evitar contaminacion con
proteinas:

1.- Se realizaron 2 electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) con
la proteina MAP3773c, cargando lo mismo en ambos geles (“gemelos”). Se tifiio 1 gel con la
tincion azul de Comassie y el otro no (se usé para la electrotransferencia).

2.- Se cort6 una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Millipore) y 2 papeles filtro
del mismo tamafio del gel que se usara para electrotransferir (no tefiido).

3.- La membrana de PVDF se ambiento de la siguiente manera: se sumergio durante 10 segundos
en metanol, luego 2 minutos en agua destilada y por ultimo 2 minutos en buffer de transferencia
(48 mM tris-HCI pH 9.2, 39 mM glicina, 1.6 mM dodecil sulfato de sodio, 20 % metanol).

4.- Los papeles filtro se remojaron en buffer de transferencia durante 15 segundos.

5.- Se hizo un sandwich en el siguiente orden retirando cada vez el exceso de liquido y evitando
burbujas: abajo = papel filtro — membrana de PVDF — gel con proteinas — papel filtro = arriba.

6.- Las proteinas se transfirieron del gel a la membrana de PVDF en una camara de
electrotransferencia semiséca Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad)
aplicando un voltaje de 15 Volts durante 60 minutos utilizando una fuente de corriente
PowerPac 300 (Bio-Rad).
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7.- Se retiro la membrana de PVDF de la camara de transferencia y se lavo 2 veces con buaffer
TBS (50 mM tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl) para eliminar el buffer de transferencia.

8.- La membrana se bloqued con buffer TBS + 5 % de leche descremada en polvo, durante 1
hora a temperatura ambiente 6 toda la noche a 4 °C, y con agitacion suave.

9.- Se lavo la membrana bloqueada 3 veces durante 5 minutos con buffer TBS + 0.5 % de leche
descremada en polvo.

10.- La membrana se cort6 en 3 y cada parte se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora en
agitacion suave con los siguientes anticuerpos diluidos en bdffer TBS + 0.5 % de leche
descremada en polvo: Anti-FurA de Anabaena sp. PCC 7120 1:200 (125 pL/25 mL), Anti-FurB
de Anabaena sp. PCC 7120 1:1000 (25 pL/25 mL) y Anti-Fur de Escherichia coli 1:1000 (25
pL/25 mL).

11.- La membrana se lavo 3 veces durante 10 minutos con baffer TBS + 0.1 % v/v de tween 20.
12.- Enseguida los 3 segmentos de membrana se incubaron a temperatura ambiente durante 1
hora en agitacion suave con anti-lIgG conjugada con peroxidasa diluida 1:3000 en buffer TBS +
0.5 % de leche descremada en polvo (10 pL/30 mL).

13.- Se lavo 3 veces durante 10 minutos con baffer TBS + 0.1 % v/v de tween 20.

14.- Lavé 2 veces durante 5 minutos con buffer fosfocitrato (24.3 mM 4cido citrico, 5.14 mM
Na2HPOg4, pH 5.3).

15.- Se prepar6 al momento la solucion de revelado cromogénico: se disolvié 20 mg de TMB (3,
3’, 5, 5’ tetrametil-bencidina) y 80 mg de dioctil sulfosuccinato (DONS) en 10 mL de etanol
absoluto a 60 °C, luego se mezcl6 con 30 mL de baffer fosfocritrato y por ultimo se le agrego 15
pL de H20. al 30 %.

16.- La membrana se sumergi6 en la soluciéon de revelado cromogénico en obscuridad y al

observarse aparicion de bandas de color azul se detuvo la reaccion con agua destilada.
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4.7 Caracterizacion funcional de la proteina MAP3773c

4.6.6 Ensayos de retardamiento en gel (EMSA)

4.6.7 Calorimetria de Titutlacion Isotérmica

Lisis celular y purificacion:

1.

Se descongeld aproximadamente 13.0 g de biomasa celular en hielo molido y se
homogeniz6 muy bien en 6 voliumenes de columna de baffer A previamente filtrado en
papel whatman® y con una concentracion final de 3 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, inhibidor de proteasas) que parti6 de una solucién
concentrada disuelta en isopropanol (se mantuvo siempre en un bafio hielo molido la
suspension).

Se utilizé el equipo Dr. Hielscher UP200s Sonifier para sonicar la suspension celular en
hielo molido con 10 ciclos de 45 segundos con 30 segundos de pausa entre cada ciclo,
con una amplitud de 90 % y ciclo de 0.5; después el lisado se centrifugd 3 veces a 20,000
rpm por 20 minutos a 4 °C, se recuperd cada vez el sobrenadante y se descartaron los
restos celulares precipitados. Finalmente el lisado se pasé por filtros de 0.80 um y 0.22
pm (Millipore), se tomé una alicuota de 100 pL para realizar una electroforesis SDS-
PAGE.

El lisado filtrado se aplico a la matriz cromatografica con un flujo de 2 mL/minuto, y una
vez recolectada se volvio a aplicar de nuevo a la columna para asegurar la mayor
recuperacion de la proteina recombinante, se tomé una alicuota de 100 puL del “volumen
muerto” para realizar una electroforesis SDS-PAGE.

Se lavé la columna con 5 volumenes de columna de buffer de lavado 1 ((NH4)2SO4 0.5 M
en buffer A, previamente filtrado en papel whatman®) con un flujo de 3 mL/minuto, se
tomé una alicuota de 100 pL del volumen inicial del lavado para realizar una
electroforesis SDS-PAGE.

La columna se lavé con la cantidad suficiente de buffer de lavado 2 (glicina 35 mM en

buffer A, previamente filtrado en papel whatman®) hasta que la absorbancia del volumen
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eluido sea menor a 0.1 a 280 nm, con un flujo de 3 mL/minuto, se tomé una alicuota de

100 pL del volumen final del lavado para realizar una electroforesis SDS-PAGE.

VI. RESULTADOS

Mt 28 496 NF

Figura 11. Construccién de TOPO- MAP3773c. Verificacion del tamafio correcto (420pb) de
inserto MAP3773c de 6 clonas del constructo TOPO-MAP3773c. Carriles del 1 al 6 clonas de
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TOPO- MAP3773c , M, marcador de peso molecular, N, control negativo y P, control positivo
de ADN de MAP ATCC19698.
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Figura 12. Plasmido TOPO- MAP3773c digerido con enzimas Sacl y Hindlll, se muestra el
fragmento de 420 pb, en los carriles 1,2 y 3 MPM, marcador de peso molecular.

Figura 13. Clonas 1, 2 y 10 positivas a MAP3773c. Las clonas positivas a MAP3773c fueron las
clonas 1, 2, y 10, en gel de agarosa al 1.5%. Se utiliz6 MPM de 100 pb.
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Figura 14. Digestion de pRSET - MAP3773c con enzimas Sac | y Hindlll de las clonas 1, 2,y
10. Se utiliz6 MPM de 1Kb y otro de 100 pb, y como controles TOPO- MAP3773c, y pRSET -
70. Se utilizo gel de agarosa al 1.5%.
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Expresion de la proteina MAP3773c

2NI

Figura 15. Expresion de la proteina MAP3773c en BL21 (DE3) en la clona 10. Gel hecho en
gradiente en 4%, 8% y 12%.

NI: No inducida

I: Inducida

MPM: Marcador de peso molecular

53



2NI 10NI

Figura 16. Expresion de la proteina MAP3773c en la cepa BL21 (DE3) utilizando la clona 10.
En este gel no se observa con claridad la proteina. EI gel en donde se corri6 fue un gel de una

concentracion de 7% de la compafiia BIORAD.

NI: No inducida
I: Inducida
s/p: Sin plasmido

MPM: Marcador de peso molecular
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MPM 1NI 2NI 10Nl 11 21

Figura 17. Clonas 1, 2 y 10 en BL21 (DE3) pLysS. En este caso no se observé la presencia de la
proteina en BL21 (DE3) pLysS. Se utiliz6 gel en gradiente al 4%, 8% y 12%.
NI: No inducida
I: Inducida

MPM: Marcador de peso molecular

55



1l 21 101 11 2Nl 10NI MPM

Figura 18. Clonas 1, 2 y 10 en la cepa BL21. No se observo la presencia de la proteina en las
clonas 1,2 y 10 en la cepa BL21. Se utiliz6 gel en gradiente al 4%, 8% y 12%.

NI: No inducida

I: Inducida

MPM: Marcador de peso molecular
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Figura 19. Verificacion de la expresion del pPRSETA-MAP3773c -6His en E-coli mediante
anticuerpo anti-his. Se observa una banda de aproximadamente 18 kDa en la membrana

transferida con la cepa BL21 (DE3) utilizando la clona 10.
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9G4 9M17 178 175

Figura 20. Seroreactividad de MAP3773c recombinante con sueros de borregos infectados con
MAP. Se observa que el suero no. 175 fue reactivo mientras que los sueros 9G4, 9M17 Y 178,

resultaron no reactivos al ensayo de Western blotting.
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9G4 9M17 178 175 anti-his

Figura 21. Presencia de la proteina con el anticuerpo anti-his tag y seroreactividad con los
sueros de borrego. Los sueros de ovino 9G4, 9M17, 178 resultaron no reactivas al contrario del

suero 175 resultando reactivo.
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Conejo

Figura 22. Inmunogenicidad con suero de conejo inmunizado con extractos completos de E.coli

BL21(DE3). Se observa una banda de aproximadamente 15 kDa.
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Raton

Figura 23. Inmunogenicidad con suero de raton BALB/c, observandose una banda tenue de

aproximadamente 15 kDa.

De acuerdo a los resultados presentados en este estudio, se logrdé clonar MAP3773c en el
plasmido TOPO pCR 2.1 para posteriormente clonarlo en el vector de expresién pRSET en E.
Coli TOP10F DHS5a y expresarlo en la cepa BL21 (DE3) de E.coli inducido con IPTG, ya que
fue la cepa donde se obtuvo la expresion de la proteina recombinante MAP3773c. En las cepas
BL21 (DE3)plysS y BL21, si se obtuvieron clonas en el experimento de transformacion que
fueron positivas a MAP3773c comprobandose con PCR y por digestién con las enzimas Sacl y
HindlIll, asi como también utilizando los controles de TOPO-MAP3773c y pRSET-70, sin
embargo en experimentos posteriores no se observo la expresion en SDS-PAGE, asi como
tampoco se observd en los ensayos con Western blotting. Se intentd expresar la proteina
recombinante MAP3773c en estas dos cepas BL21(DE3)plysS y BL21 porque la posibilidad de
que expresaran proteinas no inducidas potencialmente toxicas es muy baja. Sin embargo una de
las posibles explicaciones a esto es que en las cepas BL21(DE3)plysS y BL21 el nivel de

expresion no es tan alta como en la cepa BL21 (DE3). Asi mismo para demostrar la presencia de
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la proteina recombinante de MAP3773c se utilizé el anticuerpo anti-his tag como se muestra en
la figura 19. Se realizé seroreactividad con sueros de ovinos enfermos y sueros de conejo y raton
de la cepa BALB/c inmunizados con extractos completos de las bacterias recombinantes. De los
4 sueros de ovinos enfermos 1 resulto seroreactivo siendo el suero no. 175 y 3 no seroreactivos
que fueron los sueros 9G4, 9M17 y 178, como indica la figura 20. En la figura 21, se observa la
misma posicion de la banda seroreactiva de la tira del suero 175 y la tira con el anticuerpo anti-
his tag. También se realizd la inmunogenicidad con suero de conejo observandose una banda de
aproximadamente 15 kDa al igual que en el suero de raton BALBI/c, sin embargo la banda del
suero de conejo se observa mas gruesa aunque un poco difusa. La inmunogenicidad con en el
suero de raton BALB/c se ve delgada y tenue y no al mismo peso molecular como se observa con
el anticuerpo anti his tag. Cabe mencionar que la proteina recombinante ain no se encuentra
purificada por lo que se utilizé en los experimentos sin purificar, es decir, Gnicamente con las
células completas lisadas, es debido a eso que en los ensayos de Western blotting en sueros

especialmente de conejo y raton se observan varias bandas sin interés para la investigacion.
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VII. DISCUSIONES
Entre las mayores necesidades para la lucha eficaz contra la paratuberculosis son nuevas
herramientas de diagndstico que identifiquen con mayor precision a los animales infectados con
M. avium subsp. paratuberculosis. Desafortunadamente, el diagndstico de la enfermedad de
Johne se ha visto obstaculizado por la falta de ensayos sensibles y especificos, asi como una
falta de antigenos que lo distinguen de otras micobacterias estrechamente relacionados,
incluyendo M. avium subsp. avium. ™. La presencia del gen fur ha sido identificada por reaccion
de PCR en diferentes especies de micobacterias, incluyendo: Mycobacterium simiae, M.
chelonae, M. gordonae, M. marinum, M. bovis, M. fortuitum, M. kansasi, M. xenopi, M. terrae,
M. smegmatis, M. abscessus, and M. avium [©3 Fur, que est4 principalmente involucrado en la
regulacion del metabolismo del hierro, ahora se sabe que regula un gran nimero de genes %4, La
relacion entre Fur y la patogenia esta sin duda relacionada con la limitacion de hierro que sufren
estos microbios en diferentes habitats. Aunque a pesar de extensos estudios sobre las funciones
de Fur en diferentes organismos, el cuadro de este es aun incompleto % En este estudio se
muestra el alineamiento de la proteina MAP3773c de MAP en la figura 9 con la misma proteina
pero con otras especies de bacterias, donde el sombreado amarillo indica los sitios de union de
Fur. La proteina identificada en este estudio MAP3773c muestra un alto nivel de identidad con
otras proteinas Fur conocidos 62 de otras especies bacterianas que han sido reportados en
diferentes estudios. El importante papel de Fur como proteina fue descrito por primera vez en E.
coli. Se han encontrado méas de 90 genes de diversas cepas de E. coli que se rige por la proteina
Fur y por hierro 4 Una vez que la proteina Fur esta unida a su ADN diana, se bloquea el acceso
de la ARN polimerasa, reprimiendo de ese modo los genes rio abajo. Se ha demostrado que Fur
controla dos pequefios RNAs reguladores (rhyA y rhyB), que a su vez regulan la expresion de
otros genes implicados en el metabolismo del hierro %% 1 Ha habido muchos informes de
experimentos en los que las mutaciones en algunos genes de transporte de hierro dependientes de
Fur impidieron la invasién sucesiva por el patdgeno. Aungue el papel de Fur en la patogénesis
es aun objeto de estudio %% % incluso en esta etapa es claro que Fur puede ser un blanco
prometedor para el disefio de farmacos [%®l. En este trabajo se utiliz6 MAP3773c que es la
nomenclatura porque ain no se descubre si la proteina tiene la misma funcién que la proteina

Fur. Por lo mencionado anteriormente hace necesario el desarrollo de mas estudios incorporando
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técnicas adicionales para lograr un mejor conocimiento del papel que juega la proteina
MAP3773c particularmente en MAP.

VIIl. CONCLUSIONES

Se obtuvo la expresion de la proteina recombinante MAP3773c en la cepa BL21 (DE3) en E.coli.
A partir de este estudio, se puede crear un panorama mas amplio en el estudio de vacunas contra
MAP. Se sabe que MAP3773c de MAP es una proteina hipotética, por lo que se necesita mayor
analisis de estudio para demostrar su funcion, una vez descubierta su funcion seria un blanco
importante para la elaboracion de vacunas contra la paratuberculosis. La paratuberculosis es una
enfermedad cronica que infecta a rumiantes y esta relacionada con la enfermedad de Crohn en
humanos. La importancia de desarrollar nuevas técnicas para el diagnostico oportuno y
especifico contra MAP resulta de gran relevancia, sin embargo, hoy en dia el diagndéstico para,
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, ain carece de sensibilidad debido a la falta de
antigenos disponibles. Gracias a esta problematica la comunidad cientifica se ha visto impulsada
a realizar numerosas investigaciones para combatir la enfermedad de la paratuberculosis. Esto
ayudaria a evitar su propagacion, incluso también evitaria pérdidas econdmicas en ganados y al

mismo tiempo mejoraria indudablemente el impacto ambiental.
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