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Resumen

El Complejo Respiratotio Bovino (CRB) o fiebre de embarque
es ef término genérico para determinar la neumonia que se pre-
senta en el transporte del ganado. Es causado por infecciones vi-
rales v bacterianas que, en combinacién con factores como estrés
por destete, descorne, hacinamiento y transporte, desencadenan
un conjunto de sintomas caracteristicos de esta enfermedad, la
cual provoca grandes pérdidas econdmicas en el sector ganade-
ro. Entre los agentes etioldgicos relacionados al CRB destaca la
bacteria Mannbeinia haenolytica.

] CRB es la causa principal de morbilidad y mortalidad en
los establos, por lo que su prevencidén y control mediante in-
munizacion resulta importance. Actualmente se udlizan vacunas
polivalentes para prevenir ¢l CRB, sin embargo, existen reac-
ciones sistémicas adversas al aplicar bacterinas formuladas con
combinaciones de bacterias Gram (-). Por lo anterior, nos hemos
planteado como meta el formular una vacuna polivalente que
incluya proteccion contra M. haemalytica, en la que se hayan eli-
minado los factores que ocasionan las reacciones adversas. Para
ello, nos apoyamos en un trabajo previo de nuestro laboratorio
{Quintero-Fabian, 2009), en el cual se generd una cepa de bacte-
rias recombinantes que expresa una de las principales proteinas
antigénicas de este agente infeccioso: la leucotoxina (LktA).

En este trabajo se obtuvieron anticuerpos policlonales es-
pecificos que identifican a la proteina LktA de M. haemohytica, los
cuales serviran para poder desarrollar posteriormente pruebas
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de titulacién de anticuerpos por ELISA como método diagnos-
tico. Por otra parte, se podra también verificar la proteccién de
una vacuna polivalente mediante un reto inmunoldgico contra
M. haemobytica.
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Introduccion

Complejo respiratorio bovino o “fiebre de embarque”

El complejo respiratorio bovino (CRB) o fiebre de embarque
es el término genérico para designar a la neumonia que se pre-
senta en el trasporte del ganado o cuando se encuentran bajo
condiciones de estrés (Hodgson y cols. 2005), entre los que se
encuentran: factores ambientales que faciliten el desarrollo de la
lesién pulmonar, mezcla de animales de diferentes edades v ni-
veles inmunoldgicos, el calor o frio excesivo, Ja elevada humedad
relativa, los transportes prolongados o bien cambios bruscos de
alimentacion, entre orros. Fsta enfermedad también es conocida
con el nombre de pasteurelosis pulmonar o pasteurelosis neu-
ménica (Trigo, 1987).

El CRB es la enfermedad mas comun durante las dos sema-
nas posteriores al destete, tlempo durante el cual Jos terneros
enfrentan una etapa de estrés clevado, el cual dene un efecto ne-
gativo sobre ¢l sistema inmune y provoca que los terneros sean
mas susceptibles a infecciones causadas por diversos agentes.

Las bacterias directamente involucradas son Mycoplasma bovis
v Mannbeimia haemobtica sexotipo Al, otros agentes implicados
son Pasteurella multocida, Haemophilus sonmus y Salmonella dubli. Ente
los virus que se involucran en el desarrollo del CRB, se encuen-
tran incluidos el herpesvirus-1 bovino, el virus sincitial bovino, el
virus de la diarrea bovina y el virus de la parainfluenza-3.



El principal agente patégeno involucrado en los casos agu-
dos del CRB es la Mannbeimia haemolytica, la cual suele presentar-
se como una infeccidén secundaria, es un habitante comun de la
microbiota del ganado y se suele encontrar en Ja parte superior
del tracto respiratorio del animal. Ante una situacién de estrés
desciende hasta los pulmones y provoca neumonia. Su disemi-
nacién se puede dar por contacto directo o por la ingestién de
comida o agua contaminada (Dagmara, 2008).



Antecedentes

El principal agente patégeno del CRB es la bacteria Gram (-)
Mannbeinia haenolytica. Habitante normal de las vias respiratorias
superiores del ganado, que posee la capacidad para vivir como
serotipo A2 no patégeno en las vias respiratorias superiores,
sin embargo, bajo situaciones de estrés, puede convertirse en el
serotipo Al patégeno (Lo v cols. 2006), por lo que consttu-
ve Ja principal causa de muerte en vacas y terneros. En México,
J]a neumonia representa una de las causas més importantes de
pérdidas economicas en las explotaciones de bovinos v ovInos
(Trigo, 1987; Rebhun v cols. 1995).

Mannheimia haemolytica son bacilos Gram (-) anaerobios sin
movimiento, que reducen nitratos v fermentan carbohidratos
(Shanthalingam v Srikumaran, 2009). Clasificacion taxonomi-
ca: Phylum: Protobacteria, Clase: Gammaproteobacteria, Or-
den: Pastereliales, Familia: Pasteurellaceae, Género: Mannbeinia
(NCBI taxonomy browser, 2010).

Leucotoxina

Entre los posibles factores de la virulencia de Mannbeimia baemo-
Mtica se encuentran las proteinas de membrana externa, fimbrias,
glicoproteasas y neuraminidasas. Sin embargo, se ha identificado
que el principal factor de su virulencia es la leucotoxina LktA (Lo
y cols. 1987; Highlander y cols, 2000; Zecchinon y cols, 2005).



La LktA es una citotoxina dependiente de calcio, cuenta con
953 aminoacidos y su peso es de 102 kDa (Chang v cols, 1987).
Presenta actvidad especifica contra los leucocitos, lipopolisaca-
ridos (LLPS), proteinas de membrana externa, proteinas regulado-
ras de hierro, fimbrias, enzimas, antigenos aglutinantes serotipo-
especificos v adhesinas (Jaramillo-Arango v cols, 2009). Es una
proteina que pertenece 2 una familia de exotoxinas, del grupo
de las RTX (repeats in foxciny. Son llamadas asi porque cerca del
extremo carboxtlo terminal presenta regiones ricas en glicina al-
tamente conservadas, las cuales se repiten dentro de la secuencia
de la proteina (Kunhert y cols, 1997).

El gen estructural de la LktA de Mannbeimia haemolytica pre-
senta una historia evolutiva compleja v consiste en al menos ocho
variantes alélicas ptincipales con diferentes variantes cada uno de
ellos (Davies v cols. 2001). La gran cantidad de polimorfismos
v la estructura en mosaico del gen /24 refleja el alto grado de
diversidad aminoacidica de la proteina (Davies y Baillie, 2003).
[.a gran variabilidad que presenta en su secuencia puede explicar
el porqué es capaz de evadir la respuesta adecuada del sistema
inmune (Zecchinon v cols. 2005). Sin embargo, a pesar de esta
gran variabilidad, las propiedades citotéxicas de la LktA no se
ven afectadas (Davies y Baillie, 2003).

Por otra parte, debido a un inadecuado manejo de los tra-
tamientos en su contra, M. haemofytica presenta cada vez mas
resistencia al tratamiento con antibidticos (Watts v cols, 1994),
por lo que el mejor tratamiento es la prevencion mediante la

vacunacion.

Vacunas

Las vacunas tienen como objetivo imitar el desarrollo natural de
la inmunidad a través de la inoculacton de antigenos. Las vacunas
son utlizadas para prevenir los signos clinicos de una enferme-
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dad v ayudar a controlarla. Las vacunas veterinarias comprenden
s6lo el 23% del mercado global de productos para la salud ani-
mal, el cual presenta un constante crecimiento gracias al empleo
de nuevas tecnologias en el desarrollo de vacunas (Meeusen et
al., 2007), como en el caso de las proteinas recombinantes de-
sarrolladas en el proyecto global del cual forma parte el presente
trabajo.

Existe en el mercado una amplia gama de vacunas, desafor-
tunadamente no hay mucha informacién publicada en revistas
arbitradas que sustenten su cficacia en estudios con desafios
controlados o en condiciones de campo (Bowland y Shewen,
2000; Jaramillo-Arango y cols. 2009).

Aparentemente, estas vacunas solo aportan una proteccion
parcial, incluso algunas, como las preparadas con base en cclulas
integras, pueden llegar a incrementar la morbilidad en el hato
(Wilkie v cols, 1980).

F! desarrollo de vacunas efectivas contra ¢l CRB depende
primordialmente del conocimiento detallado de los antigenos v
factores de virulencia de M baemolytica, necesarios para estimu-
Jar una respuesta inmune (Highlander, 2001; Jaramillo-Arango
v cols. 2009). En este sentido, el sobrenadante de cultivos mez-
clados con Lkt recombinante ha sido efecuvo en ensavos con
animales desafiados, lo que sugiere que la mejor opcion como
vacuna para el CRB sea la mezcla de Lkr asociada con antigenos
de sobrenadante (Highlander, 2001).

Con la aplicacién de vacunas polivalentes se considera que
el manejo del ganado y el estrés def mismo disminuyen al aplicar
diversos antigenos en una sola vacuna. Sin embargo, se ha docu-
mentando que existen reacciones sistémicas adversas al aplicar
bacterinas formuladas con combinaciones de bacterias Gram (-),
ptincipalmente debido a la presencia de endotoxinas, que son
lipopolisaciridos 4cidos que constituyen Ja pared celular de la
bacteria v que estan involucrados en los procesos de virulen-



cia y tienen la propiedad de ejercer efectos fisiolégicos adversos
cuando son administradas al ganado, tales como edemas, shock
séptico y abortos (Alving, 1993, Ellis et al., 1997, Henderson y
Wilson, 1995, Cullot, 1992).

Expresién heterdloga de la proteina LktA
de Mannheimia haemolytica

En un trabajo previo de nuestro laboratorio se reportd  la expre-
si6n heteréloga de la fraccién anugénica de la proteina LktA de
Mannheimia haemolytica. Para lo cual se realizé la construccion de
una proteina recombinante en Escherichia coli que expresa un frag-
mento antgénico de la LktA en el vector de expresion pQE-30
Xa (Quintero-Fabian, 2009). En el presente trabajo se expresé v
purificé dicha proteina con el fin de inocular conejos Nueva Ze-
landa v asi inducir la produccion de anticuerpos policlonales que
permitan Identificar a la LktA por western biot (WB) en extractos
de proteinas, ademds de desarrollar posteriormente pruebas de
titulacion de anticuerpos tipo ELISA y asi verificar la proteccion
de una vacuna polivalente mediante un reto inmunolégico contra
M. haemobytica.



Planteamiento del problema

El Complejo Respiratorio Bovino (CRB) es causado por infec-
ciones virales y bacterianas que, en combinacién con factores de
estrés, desencadenan un conjunto de sintomas caracteristicos de
esta enfermedad, la cual provoca grandes pérdidas economicas
en el sector ganadero.

El mancjo de los animales se facilita con la aplicacion de
vacunas polivalentes por lo que la gran mayorfa de las vacunas
que existen en e mercado estin disefiadas bajo este esquema. Sin
embargo, se ha documentando que existen reacciones sistémicas
adversas al aplicar las vacunas con combinaciones de bacterias
Gram (-) debido a los 1.PS.

En el presente trabajo nos propusimos obtenet anticuerpos
policlonales que jdentifiquen de forma especificaala leucotoxina
(LktA) de M. haemolytica, para poder desarrollar posteriormente
pruebas de titulacién de anticuerpos por ELISA para finalmente
claborar una vacuna polivalente que proteja v elimine Jas reacciones
adversas de las vacunas va existentes contra el CRB y verificar su
proteccion mediante un reto inmunolégico contra M. baemolytica.
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Justificacién .

I.a fiebre del embarque del ganado provoca graves pérdidas eco-
némicas en las explotaciones ganaderas y es la causa principal de
morbilidad y mortalidad en los establos, por lo que su preven-
cién v control medjante inmunizacion resulta importante. Por lo
anterior, se trabajé en la obtencién de anticuerpos policionales
que identifiquen a la proteina LktA de Mannbeimia haemolytica ¥
asi posteriormente realizar pruebas de ttulacion de anticuerpos
tipo ELISA, verificar la proteccion de una vacuna polivalente
mediante un reto inmunolégico contra M. haemofytica v poder
formular una vacunpa contra el CRB.
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Hipétesis

Mediante la inoculacién en conejos de la proteina de fusion
pQE-30 Xa-ilkt4 es posible la induccién de antucuerpos que
identifiquen de manera especifica a la proteina LktA de Mann-
heimia baemolytica.

n





User
Texto escrito a máquina
12


Objetivos

Objetivo general

Obtener anticuerpos policlonales que identifiquen de forma es-
pecifica a la proteina LkeA de Mannheimia baemolytica.

Objetivos particulares

«  Purificacion de la proteina LktA de Mannbeimia baemolytica.

»  Generacion de anticuerpos policlonales especificos contra la
proteina LktA inoculada en conejos Nueva Zelanda.
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Disefio experimental

Induccién de la expresién
de la proteina de fusién
LktA con IPTG

Purificacién de la proteina

Cuantificacién por el Formulacién del antigeno
método de Lowry {LktA+PBS+AI{CH) )
Electroforesis en geles Induccién de anticuerpos
desnaturalizantes especificos que identifiquen
(SDS-PAGE) la proteina LktA er conejos

Nueva Zelanda

Identificacién de
|2 proteina con los
antiCuerpos
mediante Western Blot
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Materiales y métodos

Induccién de la expresion de la proteina
de fusién LktA con IPTG

L2 induccioén se realizé con IPTG, que es un anilogo sintético de
la lactosa altamente estable, el cual inactiva al represor Lac e in-
duce la sintesis de beta-galactosidasa, una enzima que promueve
la utilizacién de lactosa v que permite inducir la expresion de los
genes clonados en el sistema del operdn lac.

La induccién fue realizada de acuerdo a la metodologia esta-
blecida previamente (Quintero-Fabidn, 2009). Se realizo a pardr
de un cultivo de células trasformadas con la construccién pQE-
30 Na-i/&4A4. La induccién con 1IPT'G nos permite que se sobre-
exprese la proteina.

Procedimento:

a) Inocular 5 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mlL)
con una colonia transformante v otra control (vector vacio);
incubar los cultivos por 16 h a 37°C.

b) Inocular 50 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL),
con 50uL de cada cultivo de 16 h.

¢) Incubar durante al menos 2 h a 37°C y en agitacidn cons-
tante, hasta que las células alcancen una D.O. ente 0.5y 1.0

(A()UO)
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d)

€)

Agregar IPTG para una concentracion final de 1 mM e incu-
bar en agitacion a 37°C a 250 rpm. Incubar durante 3 h
Lisar las células. Centrifugar 2 6000 rpm durante 20 min a
4°C, desechar el sobrenadante, obtener la pastilla v agregar
3 mL de PBS y SDS, resuspender suavemente y ponet en
ebullicién durante 15 min. Centrifugar a 7000 rpm durante
15 min a 4°C v separar ¢l sobrenadante.

Purificacién de proteinas de fusion
para la generacién de anticuerpos

La purificacion de la proteina se realizd por cromatografia a tra-
vés de una columna de afinidad con acido niquelnitrilo-triacético,
QI Aexpress Syst (Qiagen). Las soluciones tampon empleadas
para la elucién de proteinas se prepararon a partir de NaH, PO4,
tris-Cl y urea, a diferentes pH, segin se indica a continuacion.

Procedimiente:

Equilibrar la columna con una solucién tampdn v eluir el
tampoén de la columna.

Agregar 7.5 mL del tampdn de desnaturalizacion (pH 8.0) v
eluir. Repetr 2 veces.

Agregar la muestra (proteina) en condiciones desnaturalizan-
tes.

Afadir a la columna 7.5 mL del tampén de desnaturalizacion
(pH 8.0) y eluir.

Adicionar 7.5 mL del tampén de lavado (pH 6.3) v desechar
el eluido.

Agregar 4 mL del tampédn de elucion (pH 5.9) y recolecrar las
fracciones en un volumen de 500 pl. cada fraccién.
Adicionar 4 mL del tampén de elucion (pH 4.5) v recolectar
las fracciones en un volumen de 500 uL cada fraccion.

18



Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry

El método de Lowry es un método colotimétrico de valoracién
cuantitativa de proteinas. A la muestra se le afiade un reactivo
que reacciona con las proteinas produciendo un color. La inten-
sidad del color es la resultante proporcional de 1a concentracioén
de tas proteinas. Con este método se cuantificé la proteina LktA
purificada de la columna. La cuantificacién espectrofotométrica
se realiz6 a 625nm. de D.O.

Electroforesis en geles desnaturalizantes
de acrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis es una técnica que permite separat macromolé-
culas mediante una corriente eléctrica. Las proteinas se separan
por su tamano, esto implica conocer la relacidn existente entre
el peso molecular de Jas moléculas v el de las subunidades de la
proteina.

Se realizé la clectroforesis en geles de poliacritamida en con-
diciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en una camara Mini-
PROTEAN. Tetra celi BIO-RAD). El gel de concentracion fue
al 4% v el gel de separacién fue al 12%. La electroforesis se reali-
26 2 120 V durante una hora. Al final de la misma, el gel prepara-
fvo se tfio con azul de Coomasie, no asi el gel de transferencia.

Formulacién de antigeno

Para la preparacién del inmundgeno se mezclaron 1 /8 (v/v) de
hidréxido de aluminio (Al{OH),), utilizado como adyuvante, en
PBS con la proteina purificada, en una concentracién de 60 pg/
ul v se inocularon 30ug por cada aplicacion.
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Induccién de anticuerpos especificos
en conejos Nueva Zelanda

Para la obtencién de los anticuerpos policlonales se utlizaron dos
conejos Nueva Zelanda a los cuales se les extrajo sangre por pun-
cion intracardiaca, para obtener suero control preinmune. Poste-
riormente, se les inyecto la proteina rLktA por via subdérmica en
la zona dorso-lateral (figura 1). Se aplicaron tres refuerzos con 30
ug de proteina por aplicacién en un volumen de 500 uL de la for-
mulacién de antigeno cada vez. El primer refuerzo al dia 14 des-
pués de la primera aplicacion, el segundo a los 21 dias v el tercer
refuerzo a los 28 dias después de la primera inmunizacién. Antes
de cada refuerzo se tomé una muestra de sangre de 5 mL por pun-
cion cardiaca. Diez dias después del dltimo refuerzo se sangraron
completamente los conejos para obtener el suero total final.

Para la inmunizacién de los conejos se debe rasurar un area
de 10 em de ancho por 15 cm de largo en la zona dorso lateral
del animal v se debe inocular, por via subdérmica, con aproxima-
damente 20 aplicaciones de 25 ul. cada una con una separacion
de 1 cm entre una y otra.

Figura 1. Inmunizacién de conejos Nueva Zelanda con la proteina rLktA por via
subdérmica en el dorso del térax y abdomen.
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Identificacién de proteinas con anticuerpos
por la técnica de western blot

Esta técnica es utilizada para identificar antigenos especificos
mediante anticuerpos policlonales o monoclonales. Es un méto-
do en el que las proteinas son separadas en primer lugar median-
te una elecrroforesis en gel de poliacrilamida y postetiormen-
te se transfieren, mediante la aplicacién de un campo eléctrico
(Thermo Scientific), del gel a una membrana de nitrocelulosa a
80 mA durante 1 h. Posteriormente, esta membrana se hibrida
con los anticuerpos. Se utilizé como anticuerpo primario el sue-
ro obtenido de los sangrados de los conejos y como anticuerpo
secundario se utilizd un suero comercial Goat anti-Rabbit IgG,
(H+L) HRP conjugado (Millipore). Para revelar la membrana se
utlizaron dos técnicas: la colorimétrica v la quimioluminiscencia
(ECL), esto con la finalidad de comparar ambas v obtener me-
jores resultados.

Una vez realizada la transferencia de las proteinas, se tife la
membrana de nitrocelulosa con rojo de Ponceau, para verificar
la transferencia. Posteriormente, la membrana se coloca en leche
semidescremada al 8% en TBST en agitacion constante durante
1 h a temperatura ambiente o a 4°C durante toda la noche, para
¢l bloqueo de interacciones inespecificas protefna-proteina. Una
vez bloqueada la membrana para evitar o reducir interacciones
inespecificas del anticuerpo, se agrega el anticuerpo primario en
15 ml. de leche semidescremada al 1% a en una dilucion 1:1000.
Se incuba en agitacién durante 1 h. Se realizan 4 lavados con
TBST de 5 min cada uno. Se agrega el anticuerpo secundario
acoplado a HRP en 15 mL de leche semidescremada en dilucion
1:5000. Se realizan varios lavados con TBST durante 5 min cada
uno. Finalmente se revela la membrana por colorimetria (méto-
do de ABST) o con ECL.
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Comparacion de metodologias de revelado de western blot

Quimioluminiscencia {(ECL) se define como la emisién de ra-
diacion electromagnética, normalmente en la regién del espec-
tro de luz visible o infrarrojo cercano, producida por una reac-
cion quimica. Para que se dé la ECL es necesario que la reaccidn
produzca un exceso de energia, son frecuentes las reacciones
de oxido-reduccién y el exceso de energia despide una emisién
quimiolurniniscente. La reaccién de ECL directa parte de dos
reactivos, A y B, un substrato v un oxidante. Los reactivos A y
B reaccionan produciendo un intermediario de reaccién en un
estado electrénicamente excitado, la intensidad de la emisidn esta
en funcién de Ja concentracion de las especies quimicas implica-
das (Sambrook, 2001; Meseguer-Lloret, 2004). En la reaccion, el
luminol {5-amino-2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona), un reactvo qui-
mioluminiscente comunmente utilizado, al oxidarse se convierte
en 3-aminofralzto.

Por otra parte, el ABTS es un compuesto utilizado para ob-
servar las reacciones quimicas de enzimas especificas. Es co-
munmente empleado como sustrato del perdxido de hidrégeno
de la enzima peroxidasa (HRP). La reaccién de HRP forma un
intermediario estable que puede disociarse en presencia de un
donador de electrones, oxida al donador v genera un precipitado
de color verde azulado (Hermanson, 1996; Crowther, 2001).
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Resultados

A partir del analisis de la secuencia de la proteina LktA de Mar-
nbeimia haemolytica, fue seleccionada una fraccién para ser amph-
ficada. El analisis consistié en identificar las regiones posible-
mente més antigénicas. Una vez ubicadas estas regiones se di-
sefiaron los oligonucledddos correspondientes, se amplificd un
fragmento de 846 pb v se cloné en el vector de expresion pQE-
30 Xa. El fragmento amplificado contiene cinco regiones de tpo
“Hemolysin-type caleum-binding” las cuales se repiten en tindem y
no incluve las regiones de dominios transmembranales de la pro-
tefna (Quintero-Fabidn, 2009).

Posteriormente, se realizé la induccion de la expresion de
la proteina LktA recombinante con IPTG vy se purificé la pro-
teina para prepararla como antigeno, el cual se utlizé para la
inmunizacion de los conejos v asi poder obtener los anticucerpos
policlonales que identfican especificamente a la proteina LktA
de Mannheimia baenolytica.

Induccién de la expresién de la proteina

Se realizé la induccién de la proteina de fusién pQE-30 Xa-i1/e£4
con IPTG v al realizar los geles desnaturalizantes (SDS- PAGE)
se observé la sobreexpresion de la protgina con un peso mole-
cular aproximado de 33.7 kDa (figura 2).
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Figura 2. Induccién de la proteina LktA con IPTG. Gel SDS-PAGE de extractos pro-
teicos. Ni-no inducido, +IPTG-inducido, M-marcador de peso molecular, flecha
roja-proteina de fusion inducida.

Purificacion de la proteina de fusion pQE-30 Xa-ilktA

Una vez realizada la induccion con IPTG, se purifico la proteina
de fusion inducida mediante una columna de acido niquelnitrilo-
triacético, QIlAexpress Syst (Qiagen) (figura 3) y se cuantificé la
cantidad de proteina por el método de Lowry resultando en una
concentracion de 3.8 pg/ul.
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kDa N +IPTG PNi P+PTG PP

Figura 3. Electroforesis en gel de acrilamida. Gel SDS-PAGE tefido con azul de Co-
omassie. M - marcador de peso molecular, Ni - pQE-30 Xa no inducido, +IPTG
- pQE-30 Xa inducido, PNi - pQE-30 Xa-iktA no inducido, P+IPTG - pQE-30 Xa-
ilktA inducida, PP - protelna purificada.

Elaboracién del inmunégeno e induccién de anticuerpos

Una vez purificada la proteina se realizo la formulacion del in-
muno6geno, como se indicé en material y métodos, para inmuni-
zar conejos Nueva Zelanda. Se calcularon 30 ug de proteina total
por administracion. Posteriormente, se inyecté por via subdér-
mica a conejos Nueva Zelanda para la induccion de anticuerpos
policlonales. Se realizaron tres refuerzos después de la primera
inmunizacion. Antes de cada refuerzo se extrajo una muestra de
sangre por puncién intracardiaca y diez dias después del ultimo
refuerzo se sangraron completamente para analizar el suero y asi
poder determinar el nivel de anticuerpos que se estaban forman-
do. No se observé ninguna reaccién cutinea adversa luego de la
aplicacién del inmundgeno, ni se vio particularmente afectada la
conducta de los conejos posteriormente a las inyecciones.
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Andlisis de anticuerpos a partir de sueros crudos de conejo

Para la identificacién de los anticuerpos se utilizé la técnica de
WB, descrita en materiales v métodos. Se realizd el revelado de las
mermbranas por dos metodologias: ECL y reaccion colorimétrica
con ABTS. El método de ECL es mas sensible a la deteccién de
los anticuerpos y se observa con mayor claridad la sefial positiva
que con el método basado en la reaccién de ABTS.

Se realizé el andlisis del suero preinmune por la técnica
de WB para demostrar que ¢l suero de los conejos no conte-
nia anticuerpos contra la proteina de interés o alguna otra que
pudiera interferir con los resultados, para lo cual se realizaron
electroforesis en geles desnaturalizantes cargados con 5 v 15 pg
de proteina total. Posteriormente, se transfirieron a2 membranas
de nitrocelulosa que se tifieron con rojo de Ponceau (figura 4).
Luego, estas membranas se hibridaron con los diferentes sueros,
como se describe en material y métodos, v fueron reveladas con
ABTS v con ECL {(figura 5}. FEn ambos casos se corroboré que
el suero premmune no presenta anticuerpos contra la proteina
LktA ni contra ninguna otra proteina del extracto de proteinas
bacterianas de E. sof.
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Figura 4. Transferencia de proteinas bacterianas en nitrocelulosa. Membrana de ni-
trocelulosa tefida con rojo de Ponceau. M - marcador de peso molecular, Ni -
pQE-30 Xa no inducido, +IPTG - pQE-30 Xa inducido, PNi - pQE-30 Xa-ilktA no
inducido, P+IPTG - pQE-30 Xa-ilktA inducida, PP - proteina purificada.
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Figura 5. Membrana hibridada con el suero pre inmune. A) revelado con ABTS y B) re-
velado con luminol. M-marcador de peso molecular, Ni - pQE-30 Xa no inducido,
+IPTG - pQE-30 Xa inducido, PNi - pQE-30 Xa-ilktA no inducido, P+IPTG - pQE-
30 Xa-ilktA inducida, PP-proteina purificada.
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Se analiz6 el suero del primer, segundo vy tercer refuerzo para
verificar la generacién de anticuerpos. En el primer refuerzo no
se observaron anticuerpos {figura 6), en el segundo refuerzo se
comienza a observar la produccién de anticuerpos especificos
que identifican una banda del PM esperado (figura 7) v en el
tercer refuerzo se ve claramente la presencia de anticuerpos que
identifican a la proteina de interés (figura 8).
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Figura 6. WB del primer refuerzo. A) revelado con ABTS v B) revelado con luminol.
M-marcador de peso molecular, Ni-pQE-30 Xa no inducido, +IPTG- pQE-30 Xa
inducido, PNi- pQE-30 Xa-iktA no inducido, P+IPTG- pQE-30 Xa-iktA inducida,
PP-proteina purificada.
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Figura 7. WB del segundo refuerzo. &) revelado con ABTS y B) revelado con luminol.
M-marcador de peso moiecular, Ni-pQE-30 Xa no inducido, +IPTG-pQE-3C Xa
inducido, PNi- gQE-30 Xa-iktA no inducido, P+IPTG- pQE-30 Xa-tktA inducida,
PP-proteina purificada.
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Figura 8. WB del tercer refuerzo. A) revelado con ABTS vy B) revelado con luminol.
M-marcader de peso molecular, Ni-pQE-30 Xa no inducido, +IPTG-pQE-30 Xa
inducido, PNi- pQE-30 Xa-iktA no inducido, P+PTG- pQE-30 Xa-ilktA inducida,
PP-proteina purificada.
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Figura 9, WB del suero total final. A) revelado con ABTS vy B) revelado con lumingl.
M-marcador de peso molecular, Ni-pQE-30 Xa no inducide, +IPTG- pQE-30 Xa
inducido, PNi- pQE-30 Xa-iktA no inducido, P+IPTG- pQE-30 Xa-ikiA inducida,

FPR-proteina purificada.

De igual manera se realizé el WB para el sangrado total. El
cual permité corroborar la formacidn de anticuerpos policlonales
especificos capaces de idendficar a la proteina LktA (figura 9).
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Discusion

Mannheimia haemolytica produce y secreta la LktA que es conside-
rada un importante factor de virulencia y patogenicidad causante
de 12 neumonia bovina (Robert, 2003). A partir del anilisis de
esta proteina fue seleccionada, en un trabajo previo, una frac-
cién posiblemente antigénica que contiene a Ja regién B de esta
exotoxina, donde se localizan los dominios tipo hemolisina de
unién a calcio (Hemolysin-type calcium-binding) (Quintero-Fabian,
2009) para ser expresada en el vector pQE-30 Xa. Posterior-
mente, se logré la induccion v purificacidon de dicho fragmento
de la proteina y con ello la obtencion, en el presente trabajo, de
andcucrpos policlonales que Ja identificaron. Lo cual permitira
realizar pruebas de titulacién de anticuerpos y retos inmunolégi-
cos con Mannheimia haemolytica.

Experimentos iniciales de vacunacion establecieron que las
preparaciones crudas de la LktA completa pueden generar cicrta
inmunizacién para la pasteurclosis bovina (Shewea y cols, 1988;
Rice-Conlon v cols, 1995). Se ha propuesto ademas que una pro-
teina recombinante purificada de la LktA puede incrementar sig-
nificativamente esta capacidad protectora si se empleara como
vacuna en conjunto con otros componentes celulares (Conlon y
cols, 1991). Lo que abre la posibilidad de que ciertas regiones de
la proteina con uno o varios epitopes puedan ser componentes
efectvos de una vacuna.

Por una parte, Lee y cols. (2001) realizaron una construccion
con un fragmento de Ja LktA unido a la proteina verde fluores-
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cente (GIP) con el propésito de localizar la expresién de di-
cha fusién una vez que se transformaran células vegetales con
la construccién. En su caso, al igual que en el presente trabajo,
no se incluyd en la construccién la poreidn amino terminal de la
LktA, donde se localizan los dominios transmembranales (sec-
cidn A en Quintero-Fabidn, 2009), los cuales se han implicado
con el proceso citotdxico de la proteina al estar involucrados en
ia formacion de poros en la membrana de 1a mitocondria (Welch,
1991). Por otra parte, incluirlos podria complicar en nuestro caso
la purificacién de una proteina soluble.

A diferencia de la construccion realizada por Lee y cols,
{2001), en la realizada en el presente trabajo no se incluye la pot-
cion carboxilo terminal, que incluve la region RTX, que si estd
presente en la construccidn realizada por ellos. Su objetivo fue
el de expresar dicha fusion en células vegetaies, de forma que
se pudiera incorporar a la pastura del ganado y generara cierta
inmunidad. En nuestro caso el objetivo fundamental es poder
generar un fragmento inmunogénico v soluble de la LktA v po-
der producirlo en grandes cantidades para la elaboracion de una
vacuna polivalente.

Por otra parte, Lainson v cols, {1996} realizaron diferentes
construcciones para inducir anticuerpos v probaron aquellos ca-
paces de bloquear o neutralizar 1a accidon bioldgica de la LktA.
Llegaron a establecer dos dominios {epitopos), de 32 v 33 ami-
nodcidos respectivamente, localizados justo entre la region B y C
de la LktA (Quintero-Fabidn, 2009) el primero de los cuales si es
capaz de generar anticuerpos que neutralizan v el segundo, inme-
diatamente posterior, no lo es. En el presente trabajo, utilizamos
una construccion que no incluye estos dominios, localizados en
la zona carboxilo terminal, pero que si incluye los epitopos ant-
génicos de la parte media de la proteina o seccién B (Lainson y
cols, 1996; Quintero-Fabian, 2009), lo que permitié la obtencion
de anticuerpos policlonales especificos y nos permite proponer
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que este fragmento generard proteccién inmunologica frente a
un reto con M. haemolitica.

Para la expresion de la proteina recombinante se udlizé el
vector de pQE-30 Xa debido a que permite afadir una secuencia
de 6 histidinas, seguida de la secuencia de corte del factor Xa,
inmediatamente anterior a la secuencia de la proteina LktA, lo
cual facilita su purificacién. Para la purificacion se utilizaron so-
luciones amortiguadoras de diferentes pH, icido y alcalino, que
permitieron la elucién de la proteina de la columna. Una vez que
el extracto proteico total se pasa por la columna, la proteina de
fusion queda unida a la resina gracias a la secuencia de histdinas.
Posteriormente, se somete a la accion del factor Xa (proteasa)
que separa a la proteina LktA de dicha secuencia. Finalmente, al
agregar soluciones amortiguadoras alcalinas (tampones de elu-
cién pH 5.9 v pH 4.5} se eluye la proteina LkeA de la columna. Se
obtuvieron fracciones mas purificadas con el tampén de elucion
a pH 4.5 (figura 3).

Los anticuerpos policlonales especificos obrenidos identifi-
can a la proteina LktA, lo que se demostrd mediante la técnica
de WB. Se observd una mavor sensibilidad con el método de
revelado por ECL que por colorimetria. A partir de la segunda
inmunizacién comenzo a observarse la produccién de anticuer-
pos (figuras 8 v 9). Debido a que segmentos homologos de dife-
rentes leucotoxinas presentan secuencias aminoacidicas idéntcas
o casi idénticas (Davies v cols., 2001) los anticuerpos policlonales
generados en este trabajo podrian ser utiles en la deteccion de
leucotoxinas de otras especies bacterianas.
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Perspectivas

Con los resultados obtenidos en este trabajo y el que le precedid
(Quintero-Fabidn, 2009), se cuenta ahora con las herramientas
moleculares adecuadas para continuar el estudio de la LktA. Por
una parte, s¢ ha conseguido el clonaje de una fraccién inmunoge-
nica de esta proteina, lo que permitio en este trabajo la obtencion
de anticuerpos policlonales especificos que la identifican. Con
los cuales, posteriormente, se realizaran pruebas de titulacidn de
anticuerpos por el método de ELISA que sirva como método
de diagnéstico para el CRB, asi como retos inmunologicos en
animales de laboratorio, para poder verificar la eficacia de esta
proteina en la formulacién de una vacuna polivalente que proteja
ante una infeccion por Maniheimia baemolytica.
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Conclusiones

A partir del los resultados del presente trabajo se derivan las
siguientes conclusiones:

>

'U'l

Se logrd la purificacion de la proteina rLktA de Mannbeiriia
haemolytica mediante una columna de acido niquelnitrilo-tria-
cético, lo que permite escalar su produccion a nivel industrial
v su udlizacién en la generacion de anticuerpos.

Con la proteina purificada obtenida sera posible verificar la
capacidad de proteccién que pueda generar como inmuno-
geno mediante un reto inmunoldgico contra M. baemofrtica.
Se obtuvieron sueros crudos que contienen anticuerpos po-
liclonales capaces de identificar de manerz especifica a la
proteina LktA de Mannbeimia bhaemolytica, lo cual provee de
una valiosa herramienta molecular para su estudio.

l.a técnica de revelado de WB mediante quimioluminiscencia
(ECL-luminol} presenta una mayor sensibilidad v se utiliza
menor cantidad de muestra para hacer la reaccion en compa-
racién con la téenica de revelado colorimétrico con ABTS.
A partir de la deteccién por medio de ECL se puede proce-
der a realizar la titulacién de los anticuerpos, lo cual servira
como método diagnoéstico para el CRB.
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