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RESUMEN

Avibacterium paragallinarum es el agente etioldgico de la coriza infecciosa en
pollos y gallinas (Gallus gallus) y esta clasificado serologicamente en 3
serogrupos y 9 serotipos, mediante la prueba de inhibicidén de la aglutinacion.
Debido a que la coriza infecciosa genera pérdidas econdmicas por retraso del
crecimiento, pérdida de peso, incremento en el numero de aves eliminadas y
predisposicion a la enfermedad respiratoria cronica complicada, es de
importancia desarrollar una prueba molecular que permita tipificar con precision
y rapidez a A. paragallinarum, teniendo como objetivo de esta investigacion
estandarizar una prueba basada en PCR-RFLP para la tipificacion molecular
de Avibacterium paragallinarum. Por medio del andlisis bioinformatico, se
disefiaron un conjunto de cebadores que amplificaron un producto de 1,5 kb de
la regién 2 del gen HMTp210, especificos a las cepas de referencia de A.
paragallinarum; posteriormente, se seleccionaron las enzimas de restriccion
Btgl, BtgZl y Kasl para la prueba RFLP y finalmente se seleccionaron los
perfiles de restriccion. Mediante la estandarizacion de la PCR se determiné que
el limite de deteccién fue de 103 copias/pl, la temperatura de alineamiento
optima fue de 58 °C y la concentracion de cebadores ideal se estim6 en 0.1 uM.
Se evaluaron nueve controles sintéticos y trece cepas bacterianas de A.
paragallinarum donde se obtuvo perfiles de restriccion Unicos para cada
variedad de A. paragallinarum y donde de las trece cepas se identificaron tres
del tipo B-1, dos del tipo A-1, dos del tipo C-1 y uno de los seis tipos restantes.
En conclusion, la PCR-RFLP utilizando la region 2 del gen HTMp210 es un
meétodo alternativo que permite identificar las tipos de A. paragallinarum y
presenta multiples ventajas respecto a las pruebas convencionales.

Palabras clave: estandarizacion, tipificacion molecular, Avibacterium

paragallinarum, coriza infecciosa, HTMp210, PCR, RFLP.



ABSTRACT

Avibacterium paragallinarum is the etiologic agent of infectious coryza in
chickens (Gallus gallus) and it is classified in 3 serogroups and 9 serotypes
through the agglutination inhibition test. Because infectious coryza generates
economic losses due to growth retardation, weight loss, increased number of
birds culled, and predisposition to complicated chronic respiratory disease, it is
important to develop a molecular test that allows for accurate and rapid typing
of A. paragallinarum. The objective of this research was to standardize a test
based on PCR-RFLP for the molecular typing of Avibacterium paragallinarum.
Through the bioinformatic analysis, a set of primers were designed to amplify a
1500 bp product from region 2 of the HMTp210 gene and were specific to the
reference strains of A. paragallinarum; additionally, the enzymes Btgl, BtgZl and
Kasl were also chosen for the RFLP test and subsequent definition of restriction
profiles. Through PCR standardization, a concentration of 102 copies / pl was
defined as the detection limit, the optimum alignment temperature was 58 °C
and it was estimated at 0.1 pM at the ideal concentration of primers. The RFLP
test was performed to nine synthetic controls and thirteen strains of A.
paragallinarum where nine unique restriction profiles were obtained for each
type of A. paragallinarum and where of the thirteen strains were identified, three
of B-1, two of type A-1, two of type C-1 and one of the six remaining types. In
conclusion, the PCR-RFLP using region 2 of the HTMp210 gene is an
alternative method that allows identifying the types of A. paragallinarum and
presents multiple advantages over conventional tests.

Keywords: standardization, molecular typing, Avibacterium paragallinarum,
infectious coryza, HTMp210, PCR, RFLP.
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.  INTRODUCCION

Avibacterium paragallinarum, miembro de la familia Pasteurellaceae, es el
agente etioldgico de la coriza infecciosa en pollos y gallinas (Gallus gallus). Esta
enfermedad causa signos clinicos como secrecion nasal y ocular, barbillas
hinchadas, hinchazon facial, retraso del crecimiento y lesiones histologicas.
Esto genera grandes pérdidas econdémicas que van desde el retraso del
crecimiento en las aves de carne junto a la caida en la produccion de huevos
(hasta 40%) (Blackall & Soriano-Vargas, 2017). Calderén et al. (2010)
reportaron un brote de coriza infecciosa en reproductores pesados de Panama

con hasta 45% de disminucién en la produccion de huevo.

A. paragallinarum es clasificado tradicionalmente mediante 2 esquemas: el
esquema de Page, que divide a las cepas de A. paragallinarum en 3 serogrupos
(A, By C) (Page, 1962) y el esquema propuesto por Kume et al. (1983) y
Blackall et al. (1990b) que reconoce 9 serotipos (A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1,
C-2, C-3 y C-4). Para la identificacion o tipificacion de A. paragallinarum bajo
cualquiera de los 2 esquemas se debe realizar una prueba de inhibicién de la
hemaglutinacién, y para ello se requiere la produccion de anticuerpos
especificos para cada uno de los serotipos de A. paragallinarum, asi como un
panel de eritrocitos fijados, lo que complica el procedimiento (Sakamoto et al.,
2012) y limita la capacidad de tipificacién a unos pocos laboratorios en todo el

mundo (Blackall & Soriano-Vargas, 2017).

Se han desarrollado exitosamente pruebas de tipificacién basadas en PCR para
otros patdgenos bacterianos miembros de la familia Pasteurellae, como
Actinobacillus pleuropneumoniae (Turni et al., 2014), Haemophilus influenzae
(Wroblewski et al., 2013), Pasteurella multocida (Harper et al., 2015); sin
embargo, aln no se ha reportado una prueba de tipificacion exitosa basada en
PCR para A. paragallinarum. Los metodos moleculares mas utilizados para el
diagnostico son los basados en PCR, secuenciacion del genoma completo o
parcial, microarrays, RFLP, entre otros (Krishna & Cunnion, 2012);
garantizando resultados rapidos y eficaces. Chen et al. (1998) reportaron una
prueba de PCR para la deteccidén de un fragmento de 0.5 kb del gen HPG2 de

A. paragallinarum mientras que Soriano et al. (2004) desarrollaron una prueba



de PCR basado en el analisis de regiones consenso intergénicas (ERIC-PCR)
para la tipificacion, sin embargo, esta prueba demostré una alta variabilidad

entre patrones incluso dentro de un mismo grupo.

Whang et al. (2016) indicaron que el gen HMTp210, que codifica una proteina
importante en la patogenicidad del agente bacteriano, puede ser atil como
marcador molecular para la tipificacion molecular de A. paragallinarum, aunque
sugieren que deben realizarse mas ensayos. En concordancia con lo anterior,
Sakamoto et al. (2012) indica que el gen HMTp210 esta dividido en 3 regiones,
donde la region 2 es hipervariable y parece ser especifica entre variedades del

mismo grupo.

Sakamoto et al. (2012) desarrollaron dos pruebas de PCR, una basada en
PCR-mdltiplex y otra basada en PCR-RFLP del gen HMTp210, para la
tipificacion de aislamientos de A. paragallinarum; en ambas pruebas se
utilizaron cepas de referencia para el grupo A (221, 083, W, Georgia); para el
grupo B (Spross y 0222) y para el grupo C (53-47, Modesto y HK-1). Ademas,
para la prueba PCR-RFLP se utilizd la enzima de restriccion Bglll para la
digestion enzimética. Estudios posteriores realizados por Morales Erasto et al.
(2014) y Whang et al. (2016) demostraron inconsistencias en los resultados de
ambas pruebas, ya que al aumentar el nimero aislados bacterianos se observo
gue los resultados no se asemejaban a los obtenidos mediante el esquema de

Page por la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion.

En el Pert y en el mundo, la tipificacion molecular de cepas de A.
paragallinarum esta limitada a pocos laboratorios y la metodologia estandar es
la prueba inhibicion de la hemaglutinacion (Blackall & Soriano-Vargas, 2017).

En base a lo anteriormente mencionado, en este trabajo de investigacion se
desarrollo y estandarizo una prueba basada en PCR-RFLP del gen HMTp210

para la tipificacion molecular de Avibacterium paragallinarum.



1.1.PROBLEMA

¢Es posible que mediante la estandarizacion de una prueba basada en

PCR-RFLP del gen HMTp210 se pueda tipificar molecularmente

Avibacterium paragallinarum?
1.2.HIPOTESIS

Mediante la estandarizacion de una prueba basada PCR-RFLP del gen

HMTp210 se podra tipificar a nivel molecular a Avibacterium

paragallinarum

1.3.0BJETIVOS
1.3.1. Objetivo general

Estandarizar una prueba basada en PCR-RFLP del gen HMTp210

para la tipificacion molecular de Avibacterium paragallinarum

1.3.2. Objetivos especificos

Establecer el limite de deteccion de una prueba basada en PCR-
RFLP del gen HMTp210 para la tipificacion molecular de
Avibacterium paragallinarum.

Determinar la temperatura de alineamiento optima de una prueba
basada en PCR-RFLP del gen HMTp210 para la tipificacion
molecular de Avibacterium paragallinarum.

Encontrar la concentracién ideal de cebadores de una prueba
basada en PCR-RFLP del gen HMTp210 para la tipificacion
molecular de Avibacterium paragallinarum.

Disefar cebadores especificos para la regién 2 del gen HMTp210.
Generar los perfiles de restriccion para tipificar Avibacterium

paragallinarum segun el esquema de Kume.



1.4.JUSTIFICACION

Se han reportado estudios donde se han desarrollado con éxito pruebas
basadas en PCR para el diagnostico de A. paragallinarum (Chen et
al.;1998), sin embargo Soriano et al. (2004) sugieren que también es muy
importante la validacion de pruebas que permitan la tipificacion molecular
de A. paragallinarum, ya que la principal estrategia preventiva para evitar
brotes de coriza infecciosa es el uso de vacunas comerciales, para lo cual
es necesario conocer el serogrupo o serotipo del aislado, con el fin de
lograr una proteccion adecuada (Morales-Erasto et al., 2014). Hasta la
fecha, la mayoria de pruebas moleculares tales como el analisis de
endonucleasas de restriccion del ADN (Blackall et al.,1990a), la
ribotipificacion (Miflin et al.,1997), ERIC-PCR (Soriano et al.; 2004),
secuenciacion del gen 16S (rRNA) (Christensen et al.;2009, Anjaneya et
al.;2014), no han tenido éxito en la blusqueda de obtener una prueba que
permita la tipificacibn molecular de A. paragallinarum manera precisa y
eficaz. Los estudios mas recientes sugieren el uso de la secuencia del gen
HMTp210 como marcador molecular para la tipificacion molecular de A.
paragallinarum bajo los esquemas de Kume y Page. Se han disefiado
pruebas PCR- RFLP (Sakamoto et al., 2012) y PCR-multiplex (Sakamoto
et al., 2012), sin embargo, se han presentado inconsistencias cuando se
han trabajado con una mayor cantidad de aislados bacterianos y se han
reportado una baja especificidad y sensibilidad de dichas pruebas
(Morales-Erasto et al., 2014).

En resumen, hasta la fecha no se ha reportado una prueba basada en
PCR capaz de identificar independientemente cada uno de los tipos de

Avibacterium paragallinarum.



MARCO TEORICO
2.1. Tipificacién molecular de patégenos

La tipificacion de patdgenos se clasifica tradicionalmente en fenotipica (se
basa en caracteristicas bioquimicas o fisiol6gicas de los microorganismos),
serolégica (respuesta antigeno - anticuerpo) y molecular (basadas en el
estudio del ADN). Segun Fernandez et. al. (2013), las técnicas moleculares
de tipificacion se diferencian de las otras técnicas porque pueden aplicarse a
un mayor numero de especies microbianas, tienen mayor poder de

tipificacién, son mas reproducibles y tienen mayor poder de discriminacion.

Los métodos de tipificacibn molecular se pueden clasificar en 3 grandes
grupos: a) basadas en amplificacion de secuencias de ADN mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), b) basadas en el estudio de
perfiles de restriccion de ADN y c) basadas en la secuenciacién parcial de

genes (Fernandez et. al., 2013).
2.1.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que logra
la amplificacion de una region especifica de ADN, generando millones de
copias de esa secuencia (amplicon) en pocas horas (Mullis et al. 1986).

Cada ensayo de PCR consta de 3 etapas (Fig. 1) a un tiempo y
temperatura diferente: desnaturalizacion, alineamiento y extension, los
cuales se repiten consecutivamente alrededor de 30 veces hasta obtener
el producto deseado. La PCR requiere la presencia de ADN molde,
cebadores, nucle6tidos y una enzima ADN-polimerasa. La ADN-
polimerasa es la enzima clave que une nucleétidos individuales para
formar el producto de PCR. Los nucleotidos incluyen las cuatro bases:
adenina, timina, citosina y guanina (A, T, C, G) que se encuentran en el
ADN. Estos actiuan como los bloques de construccion que utiliza la ADN
polimerasa para crear el producto de PCR resultante. Los cebadores en
la reaccion especifican el producto de ADN exacto a amplificar. Los
cebadores son fragmentos cortos de ADN con una secuencia

complementaria definida para el ADN objetivo que se va a detectar y



amplificar. Estos sirven como un punto de extension para que se

desarrolle la ADN polimerasa (Garibyan y Avashia, 2013).

DNA
43
/Target
sequence
ZZ,: 5'
Cycle 1
Denaturation @ 5| =
Cycle 3
W : .
Annealing @ L %% é % é E %é
? i

Extension ©

E
B yihe

Figura 1. Esquema de presentacion de la PCR (Garibyan y Avashia, 2013)

El uso potencial de esta técnica para el diagnostico y la tipificacion de
patdbgenos es implicito, ya que permite la deteccidbn de cantidades
minimas de ADN molde. La prueba puede basarse en la presencia del
amplicon y su tamafio particular o en la secuencia especifica, que puede
determinarse por secuenciacion. Por ejemplo la PCR en punto final es

usada rutinariamente para la deteccion e identificacion de agentes
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infecciosos especificos desde cultivo o directamente de muestra clinica

(Kourkoumpetis et al. 2012).

Existen diversas variantes de la técnica de PCR, como PCR multiple,
anidada o PCR cuantitativa en tiempo real. La PCR cuantitativa en tiempo
real permite tanto la deteccion como la cuantificacion del producto de PCR

en tiempo real, mientras se van sintetizando (Van Guilder et. al., 2008).

Hay dos métodos comunes utilizados para la deteccidon y cuantificacion
del amplicon: (1) el uso de tintes fluorescentes que se intercalan con el
ADN bicatenario (por ejemplo SYBR Green) y (2) el uso sondas de ADN
especificas de secuencia que consisten en informes marcados con
fluorescencia. La ventaja de la PCR en tiempo real es la cuantificacion del
gen deseado durante la amplificacion exponencial sin necesidad de un
andlisis después de la finalizacion del ciclo de PCR final, mientras que la

principal desventaja es el alto costo del equipo.

En sintesis, la PCR es una técnica simple de entender y usar, y resulta
rapidamente (Bolognia et. al., 2008). Es una técnica altamente sensible
con el potencial de producir millones a miles de millones de copias de un
producto especifico para secuenciacion, clonacion y andlisis. Sin
embargo, aunque la PCR es una técnica valiosa, tiene limitaciones.
Debido a que la PCR es una técnica altamente sensible, cualquier forma
de contaminacion de la muestra incluso por pequefias cantidades de ADN.
(Bolognia et al, 2008; Smith y Osborn, 2009).

2.1.1.1. Estandarizacion de la PCR

Diferentes estudios han demostrado que la especificidad, el
rendimiento y la fidelidad de la PCR esta influenciada por los diversos
componentes que integran la técnica: 1. mezcla de reaccion, 2. régimen
de ciclaje y 3. ADN polimerasa. Por ello, segun Bolivar, Rojas y Garcia
(2014) resulta necesario planificar en cada caso una metodologia para
encontrar un equilibrio entre algunas condiciones para lograr la mayor

especificidad y un alto rendimiento.



Algunos parametros que influyen en la PCR son la concentracion de
dNTPs generalmente de 0,2 a 1mM (Rodriguez y Barrera, 2013),
concentracion y disefio de cebadores ya que un inadecuado disefio
produce “dimeros de primers” que provoca a su vez un menor
rendimiento del amplicon de interés (Rodriguez y Barrera, 2013; Chay
Thilly, 1997) y concentracion de Mg2+ ya que concentraciones
insuficientes dan lugar a bajo rendimiento mientras que un exceso
genera amplificaciones inespecificas (Sint, Raso y Traugott, 2012);
aungque Rochelle, De Leon, Stewart y Wolfe (1997) indican que las
alteraciones en las concentraciones de MgCI2 y dNTPs usualmente

influyen poco en la mejoria de sensibilidad o especificidad de la prueba.

Ademas, debe considerarse la temperatura de alineamiento ya que el
alineamiento especifico de ambos cebadores se produce a una
temperatura determinada por composicion de sus bases y oscila entre
40y 70°C (Bolivar, Rojas y Garcia; 2014). Un aumento de temperatura
favorece la especificidad, ya que reduce el numero de uniones
incorrectas entre los cebadores y sitios apocrifos del ADN molde
(Guevara, 2004; Espinoza, 2007).

2.1.2. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

El polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) es una de las
técnicas Utiles para estudiar la diversidad microbiana y es utilizada
generalmente para la tipificacibn molecular de patégenos aprovechando el
hecho de que las diferencias entre diversas secuencias se pueden identificar
después de la digestion con endonucleasas de restriccion especificas de
secuencia (Gabaldon y OPATHY Consortium, 2019). Usualmente, la RFLP
se utiliza en combinacion con una PCR después de la generacién de los

amplicones deseados.
2.1.2.1 Enzimas de restriccion.

Las enzimas de restriccion también denominadas nucleasas de restriccion
o0 endonucleasas de restriccion, fueron descubiertas como enzimas
propias de distintas bacterias y actualmente se dispone comercialmente

de un gran numero de ellas con elevada especificidad, estabilidad y
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pureza. Su nomenclatura consta de tres letras (Fig. 2) tomadas del género

y especie de la bacteria de la que se aislaron originalmente (en ocasiones

seguidas por una letra mas, que identifica el serotipo), y por un nimero

romano que las identifica cuando en una misma variante se hayan

encontrado varias enzimas con distinta especificidad (Herraez, 2012)

bacteria de origen:

Hae II1 EcoRI
N, et N,
Haemophilus aegyptius Escherichia coli I
cepa RY13

Bam HIL

Bacillus amyloliquefaciens I

Figura 2. Nomenclatura de las enzimas de restriccion Haelll, EcoRI y BamHI

cepaH

Su importancia radica en su capacidad de reconocer ciertas secuencias

en especifico, conocido como sitio de restriccion, donde genera una

escision dejando dos nuevos segmentos de ADN con extremos romos o

cohesivos, tal como se describe en la Figura 3.

Nombre (N = cualquier Tipo de

debemzima Bacteria de origen nucledtido) extremas Productos resultantes de la escisién
Ace 651 Acinetobacter -G/G-T-AR-C-C- Cohesivos, -G +* pE-T-A-C—C-
calcoaceticns 65 -C-C-A-T-GhG— saliente ' -C-C-A-T-Cp G-
Al 1 Arthrobader -A-G/C-T- Romos -A-G-T-Cp pC-T-
fetens ~T-CYG-A- G-A-
Bam HI Bacillus -G/G-A-T-C-C- Cohesivos, -G pGE-A-T-C-C—
amyloliguefaciens H —C-C-T-A-G\G— saliente 8 -C-C-T-A-Gp G-
Bglll Bacillus globigii -A/G-A-T-C-T- Cohesivos, -2 pG-A-T-C-T-
-T-C—-T-A—-GhA— saliente &' -T-C-T-A-Cp A-
Eco RI Escheridria coli -G/A-A-T-T-C- cohesivos, -G pA-A-T-T-C—
E¥13 -C-T-T-A-A"G— saliente ' -C-T-T-A-Ip G-
Haze I Haemophilus -G-G/C-C— Romos -GG pCc-C—
aegypiiis -C-CN\G-G-— -C-Cp G-G-
Hi dIIT Haemophilus -B/A-G-C-T-T- Cohesivos, -2 pA-G-C-T-T-
influenzze Rd ~TT—C-G-A%A— salienta ¥  -T-T-C-G-Ap A—
Kpnl Klebsiella -G-G-T-A-C/C- Cohesivos, -G-G-T-A-C T pc-
prevmoniae QKE -C\C-A-T-G-G- saliente 3 -Cp C-A-T-G—-G-
Mbol Moraxells bovis -N/G-A-T-C-N- Cohesivos, -N *W  pG-A-T-C-N-
-H-C —-T-A—GWH- saliente &' -W-C-T-A-Cp H-
Noll Nocardiz otitidis- -c-c/e-G-c-c-G-C—  Cohesivos, -G-C pE-G-C-C-G-C-
CAVIETIHIT —-C—-G-C-C-G-G\C-G— saliente ' -C-G-C-C-G-Gp Cc-G-
Pst 1 Providencia stuartii —-C-T-G-C-A/G- Cohesivos, -C-T-G-C-A peE-
-G\A-C-G-T-C— saliente 3 -Gp A-C-G-T-C-
Prul Proteus vulgaris -C-G-A-T/C-G- Cohesivos, -C-G-A-T pC-G-
-G-C\T-A—G-C- saliente 3 -G-Cp T-A-G-C—
Puen I Protens vulgaris -C-A-G/C-T-G- Romas -C-A-G pC-T-G—
-G-T-ChG-A-C— -G-T-Cp G-A-C-

Figura 3. Descripcidon de enzimas de restriccibn mas comunes



2.1.2.2 Perfil de restriccion

La técnica de RFLP fue desarrollada por Botstein et al. (1980), y fue
descrita como el corte de ADN molde con una enzima de restriccion,
donde los fragmentos resultantes seran separados por tamafio en un gel

de agarosa.

Un perfil de restriccion es la comparacion del namero y tamafio de los
fragmentos resultantes luego de la aplicacion de enzimas de restriccion,

el cual serd distinto dependiendo de la cepa evaluada (Fig. 4).

Marcador de Cepa 1 de E. Cepa2deE. Cepa3deE. CepaddeE. Marcador de
peso molecular coli coli coli coli peso molecular

v

Figura 4. Ejemplo de perfiles de restriccién para 4 cepas distintas de E. coli
2.1.3. Electroforesis en gel de agarosa

Muchos de las metodologias utilizadas para la tipificacidn molecular basadas
en PCR, requieren un paso posterior que permita la visualizacion del producto
de la PCR.

El método mas utilizado para analizar el producto de una PCR es la
electroforesis en gel de agarosa, el cual separa los productos de ADN en
funcién del tamafio y carga. La electroforesis en gel de agarosa permite la
determinacioén de la presencia y el tamafio del producto de PCR, mediante un
conjunto predeterminado de productos de ADN con tamafos conocidos se

ejecuta simultaneamente en el gel como marcadores moleculares
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estandarizados para ayudar a determinar el tamarfio del producto (Garibyan y
Avashia, 2013).

2.2. Laindustria avicola en el Peru

La industria avicola representa un 24.5 % de la produccién apropecuaria en el
pais y se enfoca principalmente en la produccion de carne y huevos (MINAGRI,
2018). Se estima que el consumo per capita de carne de pollo a nivel nacional
es de 49,5 kg/hab./afio y que el crecimiento anual del sector en 2018 fue de 5.4%
(MINAGRI, 2018). Las perspectivas de crecimiento de la industria avicola
Nacional presentan una tendencia positiva en los dltimos afios, desde el 2014
hasta el 2018 se registré que la produccion aumento en promedio alrededor de

50 millones de unidades por afio (Industria Avicola, 2018)

La industria avicola nacional y en paises vecinos si bien presentan un
crecimiento sostenido en el tiempo, puede verse afectada drasticamente debido
a que los factores de estrés y potenciales patégenos -como Salmonella sp., virus
de bronquitis infecciosa (IBV), el virus de Newcastle (NDV) o A. paragallinarum -
asociados a las malas condiciones de almacenamiento de las aves pueden

facilitar la ocurrencia de brotes mas severos (Blackall & Soriano-Vargas, 2017).
2.3. Coriza infecciosa

La coriza infecciosa (Cl) es una enfermedad respiratoria aguda de los pollos
causada por la bacteria Avibacterium paragallinarum (Blackall et. al., 2005), y
se caracteriza por la presencia de signos clinicos como catarro nasal, resfrio,
rinitis, conjuntivitis y edema con hinchazon facial (Yamamoto, 1977). En
ocasiones se presenta un sindrome similar a la cabeza hinchado asociado a A.
paragallinarum en pollos de engorde en ausencia de pneumovirus aviar, pero
en presencia de otros patdgenos bacterianos como M. synoviae y M.
gallisepticum (Droual et. al., 1990; Sandoval, Terzolo y Blackall, 1994).
También, se ha informado de artritis y septicemia en parvadas de engorde y
ponedoras, en las que la presencia de otros patdgenos agrava la enfermedad
(Sandoval, Terzolo y Blackall, 1994).

El principal reservorio de la infeccidén son las aves portadoras cronicas (Blackall,

1990), la coriza infecciosa parece ocurrir con mayor frecuencia en otofio e
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invierno, aunque dichos patrones estacionales pueden ser coincidentes con las
practicas de manejo (por ejemplo, la introduccion de pollitas de reemplazo
susceptibles en las granjas donde esta presente la enfermedad) (Clark y
Godfrey, 1967). La coriza infecciosa generalmente se caracteriza por baja
mortalidad y alta morbilidad aunque las variaciones en la edad y la raza pueden
influir en el cuadro clinico (Blackall, 1983), ademas, algunos factores como la
mala vivienda, el parasitismo y la nutricion inadecuada pueden aumentar la
gravedad y la duracion de la enfermedad. Un factor que aumenta la tasa de
mortalidad es la asociacion con otras enfermedades como la viruela aviar, la
bronquitis infecciosa, la laringotraqueitis infecciosa, la infeccibn por M.
gallisepticum y la pasteurelosis (Sandoval, Terzolo y Blackall, 1994; Yamamoto,
1972).

En la actualidad, el método preventivo mas utilizado son las vacunas
comerciales, que estan ampliamente disponibles (Blackall, 1995). Las vacunas
generalmente se inyectan en pollos de entre 3 y 4 semanas antes de un brote
natural esperado. Cuando se administra a aves de crecimiento, estas reducen
las pérdidas por enfermedad respiratoria complicada. Tanto las rutas
subcutaneas como las intramusculares son efectivas (Blackall y Reid, 1987;
Davis, Rimler y Shotts, 1976; Matsumoto y Yamamoto, 1975). El tratamiento
utilizado contra la coriza infecciosa generalmente es la aplicacién de antibioticos,

en especial diversas sulfonamidas (Blackall, Matsumoto y Yamamoto, 1997)
2.3.1. Avibacterium paragallinarum

A. paragallinarum es una bacteria gram negativa no movil. En cultivos de 24
horas, aparece como varillas cortas o cocobacilos de 1-3 mm de largo y 0.4—
0.8 mm de ancho, con tendencia a la formacion de filamentos. Se ha
observado también presencia de capsula en algunas cepas virulentas (Hinz,
1973; Nakata, Kume y Nakaze, 1980). A. paragallinarum se degenera en 48
a 60 horas, mostrando fragmentos y formas mal definidas. Los subcultivos
en medio fresco en esta etapa volveran a producir la morfologia tipica en

forma de barra (Soriano y Blackall, 2017).
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La mayoria de los aislados de A. paragallinarum requieren de la forma
reducida de NAD (NADH; 1.56-25 ug / mL de medio) para el crecimiento in

vitro.

2.3.1.1. Clasificacion taxondmica

- Nombre Cientifico: A. paragallinarum

- Filo : Proteobacteria

- Clase : Gammaproteobacteria
- Orden : Pasteurellales

- Familia : Pasteurellaceae

- Género : Avibacterium

- Especie  : paragallinarum

2.3.1.2. Caracterizacion de A. paragallinarum

Actualmente existen dos esquemas relacionados para la tipificacion
seroldgica de A. paragallinarum: a) el esquema de Page, basado en la
prueba de aglutinacién en placa y consta de tres serotipos: A, By C
(Page, 1962) y b) el esquema de Kume, basado en la prueba de inhibicion
de la hemoaglutinacién (IH) con nueve serotipos: A-1, A-2, A-3, A-4, B-1,
C-1, C-2, C-3 y C-4, distribuidas en tres serogrupos: A, By C (Blackall et
al., 1990).

2.3.1.3 Gen HMTp210

Noro et al. (2007 y 2008), reportaron el gen HMTp210 como una
hemaglutinina y que presenta actividad como antigeno protector
relacionado con la patogenicidad de A. paragallinarum. La secuencia del
gen es de aproximadamente 6000 pares de bases y codifica para una
proteina de 210 kDa; esta secuencia presenta tres regiones distintas
segun la homologia de su secuencia de ADN y su variabilidad

genetica(Fig. 5)

HMTp210 ORF (6.1 kb)

Region | Region 2 Region 3

Figura 5. Estructura de la secuencia del gen HMTp210 (Sakamoto et. al.; 2012)
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Wu et. al. (201) reportaron que tanto las regiones 1 y 3 de la secuencia
del gen HMTp210 son altamente conservadas, no presentan una alta tasa
de variabilidad genética entre los distintos serotipos de A. paragallinarum;
sin embargo, también indicé que la region 2 del gen era hipervariable, es
decir, es muy diversa para cada uno de los serotipos. a pero la homologia
de la regidn 2 es de alrededor del 50% entre los mismos. Sakamoto et. al.
(2011) sugieren que la regién 2 del gen HMTp210 puede ser utilizado
como marcador molecular para la clasificacion A. paragallinarum dentro
de los esquemas actuales de tipificacion. Se conoce poco sobre la
diversidad genética, variabilidad y complejidad del gen HMTp210, esto es
en parte porque existe un pequefio niumero de muestras secuenciadas y
almacenadas en bases de datos publicas, especialmente de muestras

provenientes de América Latina (Araya et. al., 2017)

14



MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Epidemiologia

Molecular y Genética — LEMyG a cargo del Centro de Excelencia — CITBM, del

Instituto de Medicina Tropical - Facultad de Medicina de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos; en el distrito de Bellavista, Callao, Peru.

3.1. MATERIALES

3.1.1. Cepas de Avibacterium paragallinarum

Las muestras que se utilizaron en el presente trabajo de investigacion
correspondié a cepas de A. paragallinarum proporcionadas por el
cepario de referencia del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Salud Animal de la Universidad Autonoma del Estado
de México (Toluca, México). Para el trabajo de tipificacion se
necesitaron 9 cepas de referencia y 4 aislamientos mexicanos,

previamente caracterizadas segun el esquema de Kume (Tabla 1).

Los aislados microbianos fueron propagados previamente en 1 ml de
yema de huevo, y se enviaron via aérea desde México a Lima dentro
de un contenedor hermético con hielo seco. A su llegada, fueron

almacenados a una temperatura de -80 °C hasta su uso.

Tabla 1. Cepas de Avibacterium paragallinarum
gggls%?tgrzi %?gg]: ais’}l;dn;t/)crgpa Serotipo Notas
1 ESV-49 HP60 C-4 Cepa de referencia
2 ESV-48 SA-3 C-3 Cepa de referencia
3 ESV-57 0222 B-1 Cepa de referencia
4 ESV-133 ESV-133 B-1 Aislamiento mexicano, 2008
5 ESV-134 ESV-134 C-1 Aislamiento mexicano. Tepatitlan, Jalisco, 2008
6 ESV-43 E-3C A-3 Cepa de referencia
7 ESV-42 2403 A-2 Cepa de referencia
8 ESV-168 LAVETEC-25 A-3 Asilamiento mexicano
9 ESV-41 221 A-1 Cepa de referencia
10 ESV-47 Modesto C-2 Cepa de referencia
11 ESV-45 2671 B-1 Cepa de referencia
12 ESV-107 ESV-107 C-1 Aislamiento mexicano, Tehuacan, Puebla, Oct, 2008
13 ESV-44 HP14 A-4 Cepa de referencia
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3.1.2. Controles positivos

Se utilizaron como controles positivos (Fig. 6) a 9 pladsmidos tipo
puC57 (2710 pb), los cuales contienen secuencias de ADN de la region
2 del gen HMTp210 de cada una de las cepas de referencia, segun el
esquema de Kume (Tabla 2). La metodologia utilizada para la
obtencién de los controles positivos fue la ligacion de secuencias por
extremos romos, el cual consiste en utilizar una enzima ligasa para

unir la secuencia objetivo con el plasmido pUC57.

Se requirieron los controles positivos a la empresa Bio Basic Inc Life
Sciences (Hong Kong, China). A llegar, los controles fueron
resuspendidos en agua libre de nucleasas a un volumen final de 100
ul'y a una concentracién de 40 ng/ul; los plasmidos fueron utilizados
como controles positivos de amplificacion y a su vez permitieron
determinar el limite de deteccion de la PCR mediante la determinacién

del nimero de copias.

Tabla 2. Controles positivos utilizados, segun el esquema de Kume

Nombre del NUmero de  Tamafo
Cepade » )
Control _ Accesion de Serogrupo Serotipo
o referencia .
Positivo (GenBank) secuencia
Csi 221 KU143734.1 1635 pb A Al
CS2 2403 KU143736.1 1620 pb A A2
CS3 E-3C KU143737.1 1572 pb A A3
CS4 HP14 KU143738.1 1581 pb A Ad
CS5 0222 KU143740.1 1620 pb B Bl
CS6 H-18 KU143741.1 1611 pb C C1
CS7 Modesto KU143742.1 1620 pb C C2
CSS8 SA-3 KU143743.1 1611 pb C C3
CS9 HP60 KU143744.1 1758 pb C C4
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Figura 6. Controles sintéticos basados en el vector de clonacién puC57, con secuencias
parciales de las cepas de referencia de A. paragallinarum: a) 221, b) 2403, c) E-3C, d) HP14, e)
2671, f) H-18, g) Modesto, h) SA-3 e i) HP60

17



3.2.

METODOS

3.2.1. Reactivacion de las cepas de A. paragallinarum

Para la reactivacibn y mantenimiento de las cepas de A.
paragallinarum se descongelaron los aislados A. paragallinarum a 37
°C en bafio maria durante 1 hora. Se preparé 200 ml de infusion de
cerebro-corazon (caldo BHI)(Roseburg y Clark, 1951) y se alicuotaron
10 ml de medio en tubos falcon de 15 ml, previamente rotulados (M1-
M13). El medio fue previamente suplementado con 0.005% (p/v) de
hemina, 0.0025% (p/v) nicotinamida adenina dinucledtido-reducida
(NAD) y suero bovino fetal esterilizado por filtracién al 1% (v / v), ya
que se ha demostrado que muchas cepas de A. paragallinarum son
dependientes de NAD y que tanto la hemina como el suero bovino fetal

favorecen el crecimiento de las colonias (Droual et. al., 1990).

Finalmente, las cepas de A. paragallinarum en cada tubo falcon de 15

ml y se dejo incubando a 37°C durante 24 horas.

]

Figura 7. Preparacién de medio infusion de cerebro-corazén (caldo BHI)

18



3.2.2. Analisis bioinformatico

3.2.2.1. Seleccion de secuencias nucleotidicas

Se realiz6 la busqueda de secuencias nucleotidicas de la region 2
del gen HMTp210 en la base de datos del GenBank. De las nueve
cepas de referencia tomadas segun en el esquema de Kume
(Blackall et al., 1990b). Para ello, ingresamos a la pagina web de la
base de datos de nucleotidos del NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/?term=) y buscamos los
codigos de accesion de cada una de las cepas de referencia (Tabla
2). Finalmente, se procedi6 a descargar el archivo fasta de cada una
de las secuencias nucleotidicas (Anexo 2).

3.2.2.2. Disefo de cebadores

Para el disefio de cebadores, se realiz6 en primer lugar el
alineamiento  multiple de las secuencias nucleotidicas
seleccionadas, para lo cual se utilizé la herramienta online ClustalW
2.1 (https://www.genome.jp/190los-bin/clustalw).

Se identificaron las secuencias consenso en los extremos de los
alineamientos y se eligieron los cebadores tentativos, los cuales se
analizaron mediante las plataformas online PrimerBLAST (para
evaluar especificidad) y OligoAnalyzer 3.1 de IDTADN (para evaluar

las condiciones termodinamicas).

Se sintetizaron los cebadores en la empresa fue Bio Basic Inc Life
Sciences (Hong Kong, China), los cebadores fueron resuspendidos

a una concentracion de 100 uM y almacenados a -20°C hasta su uso

3.2.2.3. Perfil de restricciobn y seleccion de enzimas de

restriccion

Primero, se realiz6 una simulacion in silico de la PCR para cada una
de las secuencias de las cepas de referencia utilizando la
herramienta online PCR Products

(https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_products.html) y se
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almacenaron en archivos de texto .”txt” las secuencias resultantes o

productos de PCR de cada simulacion.

Posteriormente, utilizando el programa SnapGene 3.3.4 se realizo la
busqueda de sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion de
corte Unico que permita la generacion de perfiles de restriccion
especificos para cada secuencia. Finalmente, se realiz6 una
simulacion in silico de una electroforesis en gel de agarosa (2.5 %

v/v) y con un marcador de peso molecular de 50 pb.

3.2.3. Extraccion de ADN gendmico de las cepas de A.

paragallinarum

Para la extraccion de ADN gendmico de cada una de los aislados de
A. paragallinarum, se utilizé el kit comercial Presto™ Mini gDNA
Bacteria (Geneaid, Taiwan) y se realizé dentro de una cabina de

bioseguridad clase II.

El primer paso consistié en la centrifugacion de los cultivos de A.
paragallinarum a 14 000 g por 1 minuto, posterior a ello se eliminé el

sobrenadante (Fig, 8) y e adiciono al pellet, 180 pL de buffer de lisis 1

Figura 8. Células de A. paragallinarum, previo a la extraccion del ADN genémico.
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(Buffer GT) y 20 uL de proteinasa K, se homogeniz6 en vortex y se
incubo a 60°C por 15 minutos; durante la incubacion, se invirtieron los
tubos cada 3 minutos. Luego se adicion6 200 pl de buffer de lisis 2
(Buffer GB) a la muestra, se homogeniz6 en vortex durante 10
segundos y se incubaron las muestras a 70 °C. por 15 minutos.
Finalizada la incubacion se agreg6 200 ul de etanol absoluto a la
muestra lisada e inmediatamente se homogenizé en vortex durante 10
segundos. Se coloc6 la solucion obtenida en una columna de silica
(columna GD) y se centrifug6 la columna a 14 000 g por 2 minutos, se
descarto el tubo colector y se paso la columna a otro tubo colector.
Después, se procedio al lavado de la columna GD, con 400 uL del
buffer de lavado 1 (Buffer W1) y se centrifugé a 14000 g por 30
segundos, se descart6 el tubo colector y se paso la columna a otro
tubo colector. Nuevamente se lavé la columna GD, con 600 L del
buffer de lavado 2 (Buffer Wash) y se centrifugé a 14000 g por 30
segundos, se descartd el tubo colector y se pasoé la columna a otro
tubo colector. Finalmente se centrifugd a 14 000 g por 3 minutos para
secar la columna GD vy luego se retiré la columna con cuidado y se
coloc6 en un microtubo de 1.5 mL. Para el paso final, se agregé 40
ML de buffer de elucion y se incubd a temperatura ambiente por 5
minutos, posteriormente se centrifugé la columna GD a 14 000 g por 2

minutos.

Con el objetivo de determinar la concentraciéon de ADN vy verificar la
pureza e integridad del ADN gendmico, la muestra de ADN fue
analizada mediante espectrofotometria usando el espectrofotbmetro
UV/VIS NanoDrop® - ThermoScientific y se almacenaron a -20 °C para

usos posteriores.
3.2.4. Deteccién molecular de A. paragallinarum

Para la deteccion de A. paragallinarum se realiz6 la prueba PCR
descrita por Chen et.al. (1996), el cual amplifica un producto de 500
pb del gen HPG-2. La reaccion de PCR se realizé en un volumen de

50 pL conteniendo Q5 Reaction Buffer 1X (New England Biolabs,
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Estados Unidos), Q5 High GC Enhancer 1X (New England Blolabs,
Estados Unidos), 2.5 mM de MgClz, 200 uM de cada dNTP, 0.4 uM
de cada cebador (Tabla 3), 1.25 unidades de Q5™ High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs, Estados Unidos) y 10 ng de ADN
genomico. Se utilizé6 como control negativo agua libre de nucleasas,
mientras que como control positivo se utilizO un aislado de A.
paragallinarum del cepario de BTS Consultores SAC.

Tabla 3. Secuencia de los cebadores para la amplificacion de la secuencia parcial
del gen HPG-2

_ Tamafio esperado
Cebador Secuencia .
del amplicén

Forward_N-1 5-TGAGGGTAGTCTTGCACGCGAAT-3

Reverse_R-1  5’-CAAGGTATCGATCGTCTCTCTACT -3’ S00PB
Los pasos de la PCR fueron los siguientes:
Desnaturalizacion inicial: 95 °C por 5 minutos
Desnaturalizacion: 94 °C por 30 segund;
Hibridacion: 60 °C por 1 minuto —— 40 ciclos
Extension: 72 °C por 1 minuto
Extension final: 72 °C por 7 minutos
Conservacion: 4°C continuos

Por altimo, se realizé una corrida electroforética con los productos de

PCR en un gel de agarosa al 1.5% a 100 V por 40 minutos.
3.2.5. Estandarizacion de reaccion de PCR

La reaccion de PCR fue realizada con los cebadores diseifiados
previamente (segun el apartado 3.2.2.2) y que amplifican la regién 2
del gen HMTp210 para todas las cepas de referencia de A.
paragallinarum. Para la estandarizacion de la PCR se tomoO en

consideracion parametros como la temperatura de alineamiento de los
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cebadores, las concentraciones de los cebadores, y el limite de

deteccién de ADN para demostrar la sensibilidad de la técnica.

Para obtener el limite de deteccion, se utilizé la herramienta online

Endmemo (http://www.endmemo.com/bio/dnacopynum.php).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 50 pL con Q5
Reaction Buffer 1X (New England Biolabs, Estados Unidos), Q5 High
GC Enhancer 1X (New England Blolabs, Estados Unidos), 3.0 mM de
MgCl2, 200 pM de cada dNTP, 01-0.5 pM de cada cebador, 1.25
unidades de Q5™ High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs, Estados Unidos) y 100 ng de ADN gendmico.

Los pasos de la reaccion de PCR fueron:

Desnaturalizacion inicial: 95 °C por 5 minutos

Desnaturalizacion: 94 °C por 30 segundos,

Hibridacion: 54-64 °C por 30 segundos — 40 ciclos
Amplificacion: 72 °C por 90 segundos

Amplificacion final: 72 °C por 7 minutos o
Conservacion: 4°C continuos

Para encontrar la temperatura de alineamiento, se trabajo en un rango
de 54-64 °C y para determinar la concentracion de cebadores se
trabajo en un rango de 0.1-0.5 uM; de esta forma se podra determinar
cuales son los parametros 6ptimos de operacion. Se realizo
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 100 V por 80 minutos para

observar los productos de PCR.

3.2.6. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP)

Para realizar la prueba de RFLP se utilizaron las enzimas de
restriccion que se seleccionaran de acuerdo a los perfiles de
restriccion generados (segun el apartado 3.2.2.3). Cada digestion
enzimatica se realiz6 segun las cantidades de reactivos de la Tabla 4,

mientras las condiciones de la reaccion se indican en la Tabla 5.
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Tabla 4. Preparacién del mix de digestion enzimética.

Volumen por

Reactivos [INICIAL]  [FINAL]
muestra
Cut Smart Buffer
. 10 X 1X 1l
(New England Biolabs) 0 H
Enzima de restriccion
(New England Biolabs) 1 0.1 1wl
Amplicon - - 8 ul
Volumen Final 10 pl

Tabla 5. Condiciones para la prueba de RFLP

Temperatura  Tiempo de Temperaturade Tiempo de
de Incubacion Incubacién Inactivacion  Inactivacion

Segun la enzima Segun la enzima
o 1 hora .
de restriccién de restriccion

* Enzima de restriccion (New England Biolabs)

2 horas

Los productos de la digestion se almacenaron a - 20 °C hasta su
utilizacion

3.2.7. Analisis de perfiles de restriccion y tipificacion de A.

paragallinarum

Para observar los productos de la digestion por enzimas de restriccion,
se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 2.5% a 100 V durante
100 minutos, con el objetivo de determinar cuales son perfiles de
restriccibn generados para cada muestra, los cuales se compararon

con los resultados de la simulacién in-silico.
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V.

a)

b)

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis bioinformético
4.1.1. Seleccién y disefio de cebadores
Se realizo el alineamiento multiple mediante el programa online Clustal
W 2.1 a las secuencias de nucleoétidos correspondientes a las nueve
cepas de referencia de A. paragallinarum y como resultado, se
encontraron regiones consenso tanto al inicio como al final del
alineamiento (Fig. 9). Si bien Sakamoto et. al. (2012) indicaron que la
region 2 del gen HMTp210 es hipervariable, se observa que el
alineamiento multiple de secuencias puede utilizarse como una
estrategia para la busqueda de regiones consenso para la seleccion y
disefio de cebadores
AJKU143737.1 GATGGCACAA T TACATTTACAGATATTGGCGGCACAGEGCARAATACAATCCACGATECG
A4ET143738.1 GATG A AAT TACATTTAC AGATATT GG GG ACAGGGCARAATACAATCCACGATGCG
AZEU143736.1 GATGGCACAA T TACATTTACAAATATTGGCGGCACAGEGCAAGATACAATCCACGATECG
C2EU143742. 1 GATEGECACAART TACATTTACAAATATT GG CGGCACAGEGCAAGATACAATCCACGATECG
BlEU143730.1 GATGGCACAR T TACATTTACAAATATTGGCGGCACAGEGCARGATACAATCCACGATECG
ClET143741. 1 GATGFCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGATACAATCCACGATGCG
CIKT143743 .1 GATGGCACARTTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGEGCARGATACAATCCACGATECG
C4ET143744. 1 GATGGCACAA T TACATTTACAAATATTGGCGGCACAGEGCAAGATACAATCCACGATECG
A1EU143734. 1 GATGGCACARTTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGEGCARGCTACAATCCACGATECG
*rEEEEEFE L L L EEFEEELEE L EE AT EEEEETELEEE R LS LR R R R R R EEEE T EEEE]
AJKU143737.1 AL TAAGAARATTAGTAATGTCGUCEATGGGEATATTTC TCCAACCAG TGGTEATGTAGTG
AdEU143738.1 AR TAAGAAAATTAGTAATGTCGCCEATGGGEATATTTC TCCAACCAGTHGETEATGTAGTG
AZKU143736.1 AL TAAGAAAATTAGTAATGTCGUCEATGGEGEATATTITC TCCAACCAGTHETEZATGTAGTG
CZKU143742.1 AATAAGAARATTAGTAATGTCGCCEFATGGGEATATTITC TCCAACCAGTGGTEZATGTAGTG
B1EU143739.1 AR TAAGAAAATTAGTAATGTCGCCEATGGGEATATTTC TCCAACCAGTHGETEATGTAGTG
C1EU143741.1 AATAAGAAAATTAGTAATGTCGCCEATGGGEATATTTC TCCAACCAGTHETEATGTAGTG
CIKU143743.1 AR TAAGAARATTAGTAATGTCGCCEATGGGEATATTTC TCCAACCAGTHETEATGTAGTG
cAprldavdd, 1 AL TAAGAARATTAGTAATGTCGUCEATGGGEATATTTC TCCAACCAG TGGTEATGTAGTG
AlKU143734,1 ALTAAGAAAATTAGTAATGTCGCCEATGEEEATATTITC TCCAACCAGTHETEZATGTAGTG

LR R R R R R R R R R R L L Rl I L L R ]

Figura 9. Regiones consenso en el alineamiento mdltiple de la region 2 del gen HMTp210.
a) Regidn consenso al inicio del alineamiento b) Region consenso al final del alineamiento

De manera manual se seleccionaron secuencias de cebadores a partir
de dichas regiones consenso (Fig. 9, resaltados en amarillo), donde al
cebador para la cadena positiva se le denominé “Fb” y al cebador para
la cadena negativa se le denomin6 “Rb”. Para evaluar que ambos
cebadores presentaban propiedades termodinamicas adecuadas, se

utilizé el programa online OligoAnalizer 3.1 (Tabla 6).

Matveeva et. al. (2004) indica que algunas de las propiedades mas

importantes para evaluar la idoneidad de los cebadores es la baja
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disposicion de formacion de estructuras secundarias (AG° mayor a -6
kcal/mol) y el porcentaje de G+C entre 40-60%; lo que coincide con
los valores obtenidos (Tabla 6) con excepcion de la formacion de
heterodimeros (- 8.6 kcal/mol); lo que puede afectar al rendimiento de
la PCR debido a que la unién entre cebadores se contrapone a la union
de los cebadores con el ADN molde (Thornton & Basu, 2011).

Tabla 6. Propiedades termodindmicas de cebadores Fb y Rb, especificos para la
region 2 del gen HMTp210 de A. paragallinarum

Formacion de

Tamarfio
) % Temp. de estructuras secundarias
Secuencia » o de
G+C  Fusion (Tm) (AG°)(kcal/mol) .
HMD HTD HRrQ 2amPicon
Fb 5- GCAAGMTACAATCCACGATGC-3 50 59 °C -5.49 5 1.77 1500 b
Rb  &- TCCCCATCGGCGACATTACT-3’ 55 62 °C -5.19 ' 1.53 P

Doénde: HMD: homodimeros

HTP: heterodimeros

HRQ: horquillas
También se evalud la inclusividad y especificidad de los cebadores
para A. paragallinarum mediante la herramienta online Primer-BLAST.
Se encontré que los cebadores “Fb” y “Rb” son capaces de unirse a
89 secuencias reportadas de A. paragallinarum de la base de datos
del GenBank (incluyendo las nueve de referencia) pero que no son
capaces de unirse a secuencias reportadas de otros agentes
patégenos respiratorios como Virus de la bronquitis infecciosa aviar
(IBV), Virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) o Virus de
Laringotraqueitis infecciosa (ILTV). Primer-BLAST es una herramienta
que permite evaluar tanto inclusividad como especificidad utilizando
bases de datos de secuencias nucleotidicas, con el objetivo de
asegurarnos que los cebadores van a unirse solo al gen de interés (Ye
et al., 2012).
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4.1.2. Perfil de restriccion

Utilizando los cebadores “Fb” y “Rb” para realizar una PCR in silico
con las nueve secuencias de cepas de referencia de A.
paragallinarum (Tabla 2), se obtuvieron productos de PCR in silico y
se guardaron en formato .txt (Tabla 7).

Tabla 7. Tamafos de secuencias obtenidas mediante PCR a la regién 2 del
gen HMTp210 de nueve cepas de referencia de A. paragallinarum

Tamafo
Nombre de Cepade .
. de ~ Serotipo
secuencia ~ Referencia
secuencia
S1 1425 pb 221 Al
S2 1443 pb 2403 A2
S3 1395 pb E-3C A3
S4 1404 pb HP14 A4
S5 1443 pb 0222 Bl
S6 1434 pb H-18 C1
S7 1443 pb Modesto C2
S8 1434 pb SA-3 C3
S9 1581 pb HP60 C4

Posteriormente, utilizando el programa SnapGene 3.3.4, se generaron
perfiles de restriccidn Unicos para cada cepa mediante la digestion por
distintas enzimas de restriccion. Se seleccionaron las enzimas Btgl,
BtgZI (obtenida de la bacteria Bacillus thermoglucosidasius) y Kas |
(obtenida de la bacteria Kluyvera ascorbata) ya que cumplian con

requisitos minimos de seleccion para una prueba RFLP (Tabla 8).

Mandakovic et al. (2016) sugieren que para realizar una prueba RFLP
exitosa se debe buscar enzimas comerciales que generen perfiles de
restriccién Unicos para cada genotipo, grupo o variedad que se desea

clasificar.
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Tabla 8. Requisitos para la seleccion de enzimas de restriccion Btgl, BtgZl y Kasl

Requisitos de selecciéon Btgl BtgZl Kasl

Posee sitio(s) de

reconocimiento en al

Si Si Si
menos una de las nueve
secuencias
La combinacion genera
un perfil de restriccion Si Si Si

Unico para cada cepa.
Enzima de restriccion
disponible Si Si Si

comercialmente

Posteriormente, mediante una simulacion in silico de electroforesis en
gel de agarosa (2.5 % v/v) (Fig. 10) se evaluaron los perfiles de
restriccién obtenidos luego de la digestion enzimética de los productos
de PCR con las enzimas de restriccion Btgl, BtgZl y Kasl, utilizando el

programa Snapgene 5.0.7.

Al evaluar el nimero y tamafio de bandas presentes en gel de agarosa
luego de la digestion por enzimas de restriccion Btgl, BtgZl y Kasl (Tabla
9) se observa que cada serotipo presenta un perfil de restriccion Unico,
lo que permite una tipificacion adecuada de A. paragallinarum segun

el esquema de Kume.
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bp A1 Ladder A2 Ladder A3 Ladder A4 Ladder B1

S B G ) G S— L 1) SN b G S ALY (i S ) S— L | S, b S S_— LU 4SS S a—

Figura 10. a) Perfiles de restriccion para la tipificacion molecular de serotipos Al, A2, A3,
A4y B1de A. paragallinarum, en el programa SnapGene 5.0.4. (snapgene.com) b) Perfiles
de restriccion para la tipificacion molecular de serotipos C1, C2, C3 y C4 de A.
paragallinarum, en el programa SnapGene 5.0.4. (snapgene.com)
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Tabla 9. Caracteristicas generales de los perfiles de restriccibn para A.
paragallinarum, clasificados segun el esquema de Kume

Enzimade N® de Bandas
Serotipo Cepa d? restriccion Fragmentos Tamafo presentes
referencia utilizada Qe _ (bp) en gel
restriccion
Btgl 2 720/705 1
Al 221 BtgZI 2 966/459 2
Kasl 1 1425 1
Btgl 2 1035/438 2
A2 2403 BtgZI 3 505/495/443 2
Kasl 1 1443 1
Btgl 2 987/408 2
A3 E-3C BtgZI 2 948/447 2
Kasl 2 863/532 2
Btgl 2 996/408 2
A4 HP14 BtgZI 3 505/456/443 2
Kasl 1 1404 1
Btgl 2 1035/408 2
Bl 0222 BtgZl 2 948/495 2
Kasl 2 911/532 2
Btgl 2 1035/399 2
Cl H-18 BtgZI 2 939/495 2
Kasl 1 1434 1
Btgl 1 1443 1
C2 Modesto BtgZI 3 505/495/443 2
Kasl 1 1443 1
Btgl 1 1434 1
C3 SA-3 BtgZI 2 939/495 2
Kasl 1 1434 1
Btgl 2 1173/408 2
C4 HP60 BtgZI 3 633/505/443 3
Kasl 1 1581 1
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4.2. Extraccion de ADN gendmico de A. paragallinarum

El ADN genomico de las 13 cepas de A. paragallinarum fue extraido con
éxito, la concentracion e integridad del ADN obtenido se verificaron a
través de la cuantificacion por el espectrofotdmetro Nanodrop
(ThermoScientific, USA) (Tabla 10). La calidad del ADN de las muestras
procesadas es Optima y coincide con lo descrito por Glasel (1995), que
indica que la calidad o pureza del ADN se evalla utilizando la relacion de
absorbancia a 260 y 280 nm (A260/A280) y esta debe ser igual o superior

a 1,80 para considerarse ideal.

Tabla 10. Concentracion y calidad de ADN gendmico de cepas de A. paragallinarum

Codigo BTS Nombre  Serotipo  ADN

Consultores aislado/cepa  (IH) (ng/pl) AZ00/A280
M1 HP60 C-4 150,437 2,09
M2 SA-3 C-3 153,568 2,10
M3 222 B-1 58,847 2,00
M4 ESV-133 B-1 95,442 1,80
M5 ESV-134 C-1 160,940 2,12
M6 E-3C A-3 55,317 1,93
M7 2403 A-2 133,838 1,99
M8 LAVETEC-25 A-3 158,540 2,14
M9 221 A-1 106,711 2,11

M10 Modesto C-2 53,603 1,94
M1l 2671 B-1 118,539 2,13
M12 ESV-107 C-1 113,399 2,05
M13 HP14 A-4 147,323 2,15,

4.3. Deteccion molecular de A. paragallinarum

Chen et.al. (1996) estudi6 la secuencia del gen HPG-2 y establecié una
prueba basada en PCR para la deteccion rapida y sencilla de cepas de A.
paragallinarum. Siguiendo lo descrito, se realizé una prueba de PCR con

el fin de verificar la identidad de las muestras.
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Al finalizar la PCR, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
(p/v), donde las trece cepas amplificaron un producto de ~500 pb (Fig.
11). Esto coincide con lo referido por Chen et al. (1996) y confirma que las

muestras evaluadas son A. paragallinarum

M2 M3 M4 M5 MBE M7 ME L MY MI10 M11T C- MI12 MI13 L C+

Figura 11. Amplificacion del gen HPG-2 para la deteccion molecular de A. paragallinarum. Carriles:

(L) marcador de peso molecular 1kb Plus Opti-DNA Marker (Applied Biological Materials Inc.); de

(M1) a (M13) las cepas de A. paragallinarum; (C-) control negativo para A. paragallinarum y (C+)

control positivo para A. paragallinarum.

4.4. Estandarizacién de PCR de tipificacién

La PCR de tipificacion genera un producto de ~1400 pb y es especifico
para la region 2 del gen HMTp210 de A. paragallinarum. Para la
estandarizacion de la prueba de PCR, se realizaron tres subgrupos de
ensayos:. a) para optimizar la temperatura de alineamiento de los
cebadores, b) para optimizar las concentraciones de los cebadores y c)
para establecer el limite de deteccién de ADN; teniendo en cuenta los
parametros sugeridos por Roux (2009).

En primer lugar, se establecié el numero de copias de ADN de los
controles positivos presentes en un microlitro, obteniendo una
concentracion promedio de copias ADN/ul mediante la herramienta online
EndMemo (Tabla 11)
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Tabla 11. Concentracion (numero de copias de ADN por microlitro) de los controles
positivos.

Nombre

del Cepa de Tamafo _ Concentracion _

Control  Referencia del Serotipo Promedio
" plasmido (copias/pl)

Positivo

Cs1 221 4345 pb Al 8.53*10°

CS2 2403 4330 pb A2 8.56*10°

CS3 E-3C 4282 pb A3 8.65*10°

Cs4 HP14 4291 pb A4 8.63*10°

CS5 0222 4330 pb Bl 8.56*10°

CS6 H-18 4321 pb Cl 8.57*10°

8.55%10°

CS7 Modesto 4330 pb C2 8.56*10°

CS8 SA-3 4321 pb C3 8.57*10°

CS9 HP60 4468 pb C4 8.29*10°

Luego, se realizaron diluciones al control positivo CS2 (por estar mas
cerca al promedio) desde 8.53x108 ADN/hasta 8.53x10! para
posteriormente correr una PCR. Se establecié como limite de deteccion
8.53x10° copias de ADN/ul. (Fig. 12). La prueba basada en PCR reportada
por Chen et. al. (1996) para la deteccion de A. paragallinarum tenia un
limite de deteccion de aproximadamente 3.8x10? copias de ADN/ul (o 1
pg de ADN gendmico de A. paragallinarum), la cual presenta una
sensibilidad analitica mayor que la PCR desarrollada en este trabajo, sin
embargo los objetivos finales son distintos, siendo uno el de una deteccion
y diagnostico directo mientras el presente tiene como finalidad lograr la
tipificacion e identificacion de cada tipo o variedad de A. paragallinarum

basados en el esquema de Kume.
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8.5 x 10° copias de ADN/ul
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D1 D2 D3 D4 D5 De D7 D8 D9 D10 D11 C- L

Figura 12. Limite de deteccion para la amplificacion de la region 2 de gen HMTp210 de A.
paragallinarum. Carriles: (L) marcador de peso molecular 1kb Plus Opti-DNA Marker (Applied
Biological Materials Inc.); (D1 — D11) para las diluciones del control CS2 desde 8.5*108 a
8.5*102 copias ADN/pl; (C-) control negativo para A. paragallinarum

Para establecer la temperatura de alineamiento ideal, se realizaron
diversas PCR de la dilucién 8.5x103 copias/ul del control positivo CS2. Se
inicié con un gradiente de temperatura de alineamiento desde 54 °C hasta
64 °C (Fig. 13); segun lo sefialado por Roux (2009) donde indica que para
realizar una PCR de gradiente se debe tener como punto de partida un
rango £ 5 °C del cebador con menor temperatura de fusion (en este caso

el cebador “Fb”).

Rango de temperatura de
alineamiento optimizado

l

T |
i 1 |

L 54 °C 55.1°C 55.9°C 56.5°C 57.8°C 59°C 60.2°C L C- 625°C 63°C 64°C

Figura 13. Gradiente (largo) de temperatura de alineamiento para la amplificacion de la region
2 de gen HMTp210 de A. paragallinarum. Carriles: (L) marcador de peso molecular 100bp
DNA Ladder (Geneaid); de (55° C) a (65 °C) las temperatura de alineamiento a las que se
sometio el control sintético CS2, (C-) control negativo para A. paragallinarum

Teniendo en cuenta el rango de temperaturas de alineamiento donde se

observaron mejores resultados (Fig. 13), se realiz6 una nueva PCR, esta
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vez con un gradiente de temperatura desde 57 °C hasta 60 °C (Fig. 14).
Se observa que a una temperatura de alineamiento de 57 °C se obtuvieron
los mejores resultados, ya que se visualiza una banda de mayor grosor,
reflejando un mayor rendimiento y una mayor cantidad de producto de

PCR.

L 57.0°C 58.1°C 59.0 °C 60.0°C C- L

Figura 14. Gradiente (corto) de temperatura de alineamiento para la amplificacion de la
region 2 de gen HMTp210 de A. paragallinarum. Carriles: (L) marcador de peso molecular
1kb Plus Opti-DNA Marker (Applied Biological Materials Inc.); de (57° C) a (60 °C) las
temperatura de alineamiento a las que se sometio el control sintético CS2, (C-) control
negativo para A. paragallinarum

Para establecer la concentracion de cebadores ideal, se realizaron PCRs
de la dilucién 8.5x102 copias de ADN/ul de los controles positivos. Se
trabajo inicialmente con una PCR en un rango de concentraciones de
cebadores desde 0.1 pM hasta 0.5 pM y posteriormente se realizaron
nuevas PCR en un rango de concentraciones de cebadores desde 0.15
MM hasta 0.25 pM.

Con un disefio adecuado se puede reducir la presencia de dimeros, los
cuales son por si mismos sustratos para PCR y compiten con el producto
deseado por la enzima, dNTPs y cebadores, resultando en un bajo
rendimiento(Innis et. al., 1990), por lo cual se puede establecer a partir de
los resultados de las de PCR que a una concentracién de cebadores de
0.15 uM se obtiene una mayor eficiencia y un mayor rendimiento al no

visualizar formacion de dimeros o la presencia de “smear”. (Fig. 15).
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CS2 CS5 Cs7  C- L CS2 CS5 Cs7 C- L CS2 CS5 CS7 C-

Figura 15. Gradiente de concentraciones de cebadores para la amplificaciéon de la regién 2
de gen HMTp210 de A. paragallinarum. Carriles: (L) marcador de peso molecular 1kb Plus
Opti-DNA Marker (Applied Biological Materials Inc.); (CS2, CS5 y CS7) para los controles
positivos sometidos a diferentes concentraciones de cebadores, (C-) control negativo para
A. paragallinarum

Luego de estandarizar el limite de deteccion, la temperatura de
alineamiento y la concentracion Optima de cebadores, se realiz6 una
PCR a partir de las diluciones 8.5x10* copias de ADN/ul de los nueve
controles positivos (fig. 16) y de las trece muestras de A. paragallinarum
(fig. 17). Los productos de PCR se encuentran entre ~1400-1500 pb
como se indicé previamente (Tabla 7) y no se observo presencia de
dimeros de cebadores, lo que garantiza una PCR estandarizada y de

buen rendimiento.

1500 pb
=
e e W W w— -

v—

CS1 CS2 (CS3 (CS4 CS5 Cs6 CS7 €S8 CSs9 L C-

Figura 16. Productos de amplificacion (controles) de la region 2 de gen HMTp210 de
A. paragallinarum de PCR estandarizada. Carriles: (L) marcador de peso molecular
1kb Plus Opti-DNA Marker (Applied Biological Materials Inc.); de (CS1) a (CS9) los
controles sintéticos para A. paragallinarum, (C-) control negativo para A.
paragallinarum
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C- M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12 M13 L

Figura 17. Productos de amplificaciéon (muestras) de la region 2 de gen HMTp210 de A.
paragallinarum. Carriles: (L) marcador de peso molecular 1kb Plus Opti-DNA Marker

(Applied Biological Materials Inc.); de (1) a (13) las cepas de A. paragallinarum, (C-) control
negativo para A. paragallinarum

4.5. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) y tipificacion de A. paragallinarum

Se realizaron las pruebas RFLP — o digestion con enzimas de restriccion- a
los productos de la PCR de tipificacion, utilizando las enzimas Btgl, BtgZl y
Kasl previamente seleccionadas (Tabla 8), luego de realizar la electroforesis
en gel de agarosa (fig. 18, 19,20,21 y 22) se compard a los controles

positivos y a las muestras de A. paragallinarum segun el perfil de restriccién
esperado (Tabla 9).

Btgl Btgzl Kasl Btgl Btgzl Kasl Btgl BtgZl Kasl Btgl Btgzl Kasl  Btgl BtgZl Kas|

1425 pb

1 b 1. rErd C
- W e
sgspp i g : 987 pb 948 pb ”3'? 3 3 1‘613@ ol pb~
¥ et dts e N \
720 pb < ‘ Led? I § e
. e = e - — o
- - N ™
o, — % ph . e pbﬁp-g gpb — 495pb 532pb =
— ’ 408 pb .
-—— w408 pb b 408 pb -
PP s o ““. ;’.W sopp -
— .-
242 1 . ' — — —
o 2 2 LIEEES LR e 2 PRSI~ I I
Banda bandas banda B o e U H‘nd‘ag"b'andes b@’ I?andasbandasban d “Ban'dasbandasbandab
Al = Vamgn AT AL B %
-
Cs1 L1 CS2 L2 CS3 L1 CS4 L2 CS5 L1

Figura 18. RFLP de los controles positivos para la tipificacion de A. paragallinarum.
Carriles: (L1) marcador de peso molecular 50 bp DNA ladder (New England Biolabs Inc.);
(L2) marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder (Geneaid); de (CS1) a (CS5) los
controles sintéticos para A. paragallinarum.
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Btgl BtgZI Kasl Btgl BtgZI Kasl

Btgl BtgZI Kasl Btgl BtgZIl Kasl

CS6 L1 CS7 L2 CS8 L1

Figura 19. Prueba RFLP de los controles sintéticos para la tipificacion de A.
paragallinarum. Carriles: (L1) marcador de peso molecular 50 bp DNA ladder (New
England Biolabs Inc.); (L2) marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder

(Geneaid); de (CS5) a (CS9) los controles sintéticos para A. paragallinarum; de (1)
a (13) las cepas de A. paragallinarum.

Btgl BtgZl Kasl  Btgl BtgZl Kasl

Btgl BtgZl Kasl  Btgl Btgzl Kasl  Btgl BtgZl Kasl

1581 pb 1434pb pb 1434pb
ek, | -~ ey  1035pb ~ 1035pb "~ 1035pb .
d 948 pb 911 pb 948 pb 911 pb
: = W sl =
1 '
- -
GBI - “- 495 pb 532 pb- 495pb 532pb 5
- = — -—
. 50 — — —
a— m 408 pb . 408D
— - — S ageph
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2 2 2 - 2 2 2 W 2 2 1
2 2 1 a1 2 1 Bandasbandasbandas Bandasbandasbandas Bandas bandas banda
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M1 L1 M2 L1

M3 L1 M4 L1 M5

Figura 20. Prueba RFLP de las cepas de referencia para la tipificacién de A. paragallinarum

Carriles: (L1) marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder (Geneaid)'; de (1) a (5) Ia.s.,
cepas de A. paragallinarum.
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Btgl BtgZl Kasl Btgl BtgZl Kasl Btgl BtgZl Kasl Btgl BtgZl Kasl Btgl BtgZl Kasl

M6 L1 M7 L1 M8 L1 M9 L1 M10

Figura 21. Prueba RFLP de las cepas de referencia para la tipificacion de A. paragallinarum.
Carriles: (L1) marcador de peso molecular 50 bp DNA ladder (New England Biolabs Inc.); (L2)
marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder (Geneaid); de (6) a (10) las cepas de A.
paragallinarum.

Btgl BtgZl Kasl Btgl BtgZl Kasl Btgl BtgZl Kasl

M11 L2 M12 L2 M13 L2

Figura 22. Prueba RFLP de las cepas de referencia para la tipificacién
de A. paragallinarum. Carriles: (L2) marcador de peso molecular 100 bp
DNA ladder (Geneaid); de (11) a (13) las cepas de A. paragallinarum.
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Los resultados de la prueba basada en PCR-RFLP evidenciaron una
alta eficacia como estrategia para la tipificacion, donde los nueve
controles positivos coincidieron con los resultados esperados. De las
13 cepas de A. paragallinarum procesadas se logro tipificar el 100 %
de las muestras y obtuvo un 92.3 % de coincidencia entre los
resultados de la prueba PCR-RFLP y los obtenidos con la tipificacion
serologica mediante la prueba de inhibicién de la aglutinacion (tabla
14). La muestra “M8” es un aislado de campo, y se debe realizar una
previa purificacion en placa para garantizar la presencia una cepa
Unica en la muestra.

Tabla 12. Tipificacion molecular de las cepas de A. paragallinarum, segun el
esquema de Kume

Pruebade Prueba

Cbédigo BTS  Nombre ADN Inhibiciobn  basado
. A260/A280

Consultores aislado/cepa (ng/ul) de la en PCR-

aglutinacion RFLP

M1 HP60 150,437 2,09 C-4 C-4
M2 SA-3 153,568 2,10 C-3 C-3
M3 222 58,847 2,00 B-1 B-1
M4 ESV-133 95,442 1,80 B-1 B-1
M5 ESV-134 160,940 2,12 C-1 C-1
M6 E-3C 55,317 1,93 A-3 A-3
M7 2403 133,838 1,99 A-2 A-2
M8 LAVETEC-25 158,540 2,14 A-3 A-1
M9 221 106,711 2,11 A-1 A-1
M10 Modesto 53,603 1,94 C-2 C-2
M11 2671 118,539 2,13 B-1 B-1
M12 ESV-107 113,399 2,05 C-1 C-1
M13 HP14 147,323 2,15, A-4 A-4
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V.

CONCLUSIONES

Se disefaron los cebadores denominados “Fb” (5- GCAAGMTA
CAATCCACGATGC-3 y “Rb” (5-TCCCCATCGGCGACATTACT-3’), los
cuales son especificos para la region 2 del gen HMTp210 de A.
paragallinarum y amplifican un producto de PCR de aproximadamente 1500
pares de bases.

Se establecié como temperatura de alineamiento éptimo los 57 °C para una
prueba basada en PCR-RFLP para la tipificacion de A. paragallinarum.

Se establecio como concentracion ideal de cebadores 0.15 pM para la para
una prueba basada en PCR-RFLP para la tipificacion de A. paragallinarum.
Se establecié una concentraciéon de 8.53x103 copias de ADN/ul como limite
de deteccion para una prueba basada en PCR-RFLP para la tipificacion de
A. paragallinarum.

Se establecieron nueve perfiles de restriccibn para Avibacterium
paragallinarum Unicos para cada serotipo, que permite tipificar con éxito
aislamientos de campo y cepas de referencia con un grado de coincidencia
de 92.3 %.
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VI.

RECOMENDACIONES

Purificar el producto de PCR para poder cuantificar la concentracion inicial
de ADN previo a la prueba RFLP para partir de una concentracion unica
estandarizada.

Evaluar un mayor numero de muestras con el objetivo de determinar la
sensibilidad y especificidad de la prueba.

Determinar la prevalencia de los serotipos de A. paragallinarum en aislados
peruanos con el fin de producir vacunas especificas.

Implementar la metodologia propuesta en galpones de crianza como

estrategia de prevencion de brotes y vigilancia epidemiologica.
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VILANEXOS

Anexo 1. Caldo Infusién Cerebro — Corazén

Componentes g/L
Dextrosa = 2.0
Peptona de gelatina ................ 10.0
Infusion de corazébn ...l 10.0
Fosfato disédico  ................ 2.5
Cloruro sédico ..., 5.0
Infusion de cerebro ...l 7.5

Anexo 2. Secuencias nucleotidicas (formato fasta) utilizadas para el
alineamiento

>A1KU143734.1 Avibacterium paragallinarum 221 Hmtp210 (hmtp210) gene,
partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGCTACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCACTAAAGGGATCTACCTTAAAGCGGATCAGAATGATCCAACAGGAAATCAAGGTCAGAAAGTGGA
ACTTGGTAATGCAATAACGCTTTCGGCAACAAATCAATGGGCGAATAACGGCGTAAATTATAAAACGAAC
AATTTAACCACTTATAATTCACAAAATGGCACGATTTTATTTGGAATGCGTGAAGATCCAAGTGTAAAAC
AAATTACAGCGGGAACCTATAATACAACGGGTGATGCGAACAATAAAAATCAACTAAATAATACACTTCA
ACAAACCACGCTTGAAGCAACTGGGATCACCAGTAGCGTAGGTTCAACTAACTACGCTGGCTTTAGCTTA
GGGGCAGACAGCGTCACCTTCTCGAAAGGTGGAGCTGGCACGGTGAAACTTTCTGGCGTAAGCGATGCCA
CAGCCGACACCGACGCTGCCACTCTAAAACAAGTGAAAGAATACCGCACAACATTAGTGGGTGATAATGA
CATCACCGCAGCAGATCGTAGTGGCGGCACAAGCAATGGCATTACCTACAACTTAAGCCTTAATAAAGGT
ACGGTTTCGGCAACAGAAGAAAAAGTGGTGTCAGGGAAAACTGTCTATGAAGCCATTAGAAATGCCATCA
CAGGCAACATCTTCACAATTGGCTTAGACGATACCACCTTGAACAAAATCAACAATCCCGCGGATCAAGA
TCTTTCAAACCTCAGTGAAAGTGGCAAAAATGCCATTACGGGCTTAGTGGATGTGGTGAAAAAAACAAAT
TCACCGATCACAGTTGAGCCTTCTACCGATAGCAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTAGGCGTGGATTTCA
CCGATACCATTACGGAAGGTGACGCAACGGATGATAAAAAACTGACGACTTCAAAATCCGTTGAAAGCTA
TGTCACAAACAAACTCGCGAACTTCTCTACAGATATTTTGTTATCGGATGGGCGTTCTGGTAACGCAACA
ACGGCAAATGATGGGGTGGGTAAACGTCGTTTGTCTGATGGCTTTACGATCAAATCTGAAAACTTTACGC
TAGGTTCAAAACAATATAATGGCTCTGATAGCTTAGGGGTAATGTATGACGATCAAAATGGGGTCTTTAA
ATTAAGCCTAAATATGACCGCACTTACCACTTCATTGGCTAATACTTTCGCGAAGTTGGATGCCTCTAAC
CTTACTGATGATAGCAATAAAGAGAAATGGCGTACTGCGTTGAATGTGTATTCAAAAACAGAAGTAGATG
CAGAAATTCAAAAATCCAAGGTAACACTCACACCAGATTCGGGTTTGATCTTTGCGACCAAACAAGCTGG
GAGTGGTAATAACGCAGGTATTGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTCGCCGATGGGGATATTTCT
CCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGAAAGGTATTCGCGTGTATG
GTGATGAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAACAACAGCACCTACAAATGCAAACCCAACTGCGACGACAGC
ACCTACAGCATCTAGCACTCAAGGT

>A2KU143736.1 Avibacterium paragallinarum strain 2403 Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGATACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCACCAAATTGATCTCGCTTTCGGCAACAGAAGAAGAAGTGGTGTCAGGGGAAGCTGTCTATGAAGC
ACTTAAAGGTGCAAAACCAACGGTTTCAGCAGAAGCCAACAAAGGCATTACTGGCTTGGTGGATGTGGTG
AAAAAAGCAAATTCACCGATCACAGTTGAGCCTTCTACCGATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCG
GCTTAATGAAAGACATTGAAGGGGTAAACAGCATTACCTTTGATAAGTCAGGGCAAGATCCAAATCAAGT
TACGGGCAGAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAAAGGCGACACAACAAATGGTTCAACCACCACT
TTTGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAACAAATTCTGCTCAAACAAACTTAGTGAAAGTAAGTC
GTGATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCAAATTAGCCCCGACAAAATTATCTATCGGTGC
GGAAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCATAGCCTTAAAAGCGGATAACACCTCCGATAAA
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TCTCGCATCACCTTAGCCCAAGATGCGATTACTCTTGCGGGGAACGCAACCGGAACGGCGATTAAATTGA
CTGGTGTTGCAGATGGTAACATTACGGCAAATTCAAAAGATGCGGTAAATGGGGGGCAGTTGCGTACCTT
ATTAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGAGAAAACAACGATCAGTGAAGCCATTTCTGAT
GTGAAGCAAGCTCTTACCGATGCGACATTGGCATATAAAGCGGACAATAAAAACGGTAAAACAGTTAAAT
TGACTGACGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTGATGCTTCAGTGGAAGATAGTGGTGTGGTGAA
ATTCACCTTAAAAGATAAATTAATAGGCTTAAAAACTATCGCAACTGAATCTTTGAATGCTTCTCGAAAT
ATCATCGCTGGCGGCACAGTAACCGTGGGCGGCGAGACAGAGGGCATTGTGCTAACAAAATCTGGCTCAG
GAAATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCAGGCAATGCAGCAACAGATGGCATTAAAGTCTCTGGCGT
GAAAGCAGGGACGGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGGTCAGTTAGATAAACTTTTTAAAGCGATCAAT
GACGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAGATCCAAATCAAACCTCTATCTTTAATCCGATAA
ACGGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATAAATTAACCACCGCTGTGAATACAGGTTGGGG
ATCAAAGGTAGGTATTTTGGCAACAGGTATTGATGGTATTGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTC
GCCGATGGGGATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGA
AAGGTATTCGCGTGTATGGTGATGAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAACAACAGCACCTACAGCATCTAG
CACTCAAGGT

>A3KU143737.1 Avibacterium paragallinarum strain E-3C Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAGATATTGGCGGCACAGGGCAAAATACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCATCAAATACCTTAAAGCGGATAAGAATGATCCAACAGGAAATAAAAGTGAGAAAGTGGAACTTGG
TAATGCAATAACGCTTTTGGTGGATGTGGTGAAAAAAGCAGATTCACCGATCACAGTTGAGTCTTCTACC
GATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCGGCTTAGTGAAAGAAATTGAAGGGGTAAACAGCATTACCT
TTGATAAGTCAGGGCAAGGTCAAAATCAAGTTACGGGCAAAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAA
AGGCGAACCAACAAATGGTTCAACCACCACTTTTGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAGCTCAA
ACAAACTTAGTGAAAGTAAGTCGTGATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCAAATTAGCCC
CGACAAAATTATCTATCGGTGCGGAAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCATAGCCTTAAA
AGCGAATAACACTGCCGATAAATCTCGCATCACCTTAGCCCAAGATGCGATTACCCTTGCGGGGAACGCA
ACAGGAACGGCGATTAAATTGACTGGCGTTGCAGATGGCAACATTACGGCAAATTCAAAAGATGCGGTAA
ATGGGGGGCAGTTGCGTACCTTATTAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGAGAAAACAAC
GATCAGTGAAGCCATTTCTGATGTGAAGCAAGCTCTTACCGATGCGACATTGGCATATAAAGCGGACAAT
AAAAACGGTAAAACAGTTAAATTGACTGACGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTGGCGCCTCAG
TAGAAGATAGTGGTGTGGTGAAATTCACCTTAAAAGATCGATTAACAGGCTTAAAAACTATCGCAACTGA
GTCTTTGAATGCTTCTCAAAACATTATTGCTGGCGGCACAGTAACCGTGGGCGGCGAGACAGAGGGCATT
GTGCTAACAAAATCTGGCTCAGGAAATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCAGGCAATGCAGCAACAG
ATGGTATTAAAGTCTCTGGCGTGAAAGCGGGGACAGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGGTCAGTTAGA
TAAACTTTTTAAAGCGATCAATGACGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAAATCCAAATCAA
ACCTCTATCTTTAATCCGATAAACGGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATAAATTAACCA
CCGCTGTGAATACAGGTTGGGGATCAAAGGTAGGTATTTTGGGAACAGGTATTGATGGTATTGATGCTGG
GAATAAGAAAATTAGTAATGTCGCCGATGGGGATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGT
CAGCTCTACGCCTTAATGCAGAAAGGTATTCGCGTGTATGGTGATAAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAA
CAACAGCACCTACAGCATCTAGCACTCAAGGT

>A4KU143738.1 Avibacterium paragallinarum strain HP14 Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAGATATTGGCGGCACAGGGCAAAATACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCATCAAATACCTTAAAGCGGATAAGAATGATCCAACAGGAAATAAAAGTGAGAAAGTGGAACTTGG
TAATGCAATAACGCTTTTGGTGGATGTGGTGAAAAAAGCAGATTCACCGATCACAGTTGAGTCTTCTACC
GATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCGGCTTAGTGAAAGAAATTGAAGGGGTAAACAGCATTACCT
TTGATAAGTCAGGGCAAGATCCAAATCAAGTTACGGGCAGAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAA
AGGCGACACAACAAATGGTTCAACCACCACTTTTGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAACAAAT
TCTGCTCAAACAAACTTAGTGAAAGTAAGTCGTGATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCA
AATTAGCCCCGACAAAATTATCTATCGGTGCGGAAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCAT
AGCCTTAAAAGCGAATAACACAACAGGTAAATCAAGCATTACGTTATCGGACAGTGCGATTACCCTTGCT
GCGGCTACAGCTGGAAATGCGATTAAACTCACTGGCGTTGCAGATGGCAGCATTACAGCAGGTTCAAAAG
ATGCGGTAAATGGGGGGCAGTTGCGTACCTTATTAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGA
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GAAAACAACGATCAGTGAAGCCATTTCTGATGTGAAGCAAGCTCTTACCGATGCGAAATTGGCATATAAA
GCGGACAATAAAAACAGTAAAACAGTTAAATTGACTGACGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTG
ATGCTTCAGTGGAAGATAGTGGTGTGGTGAAATTCACCTTAAAAGATAAATTAATAGGCTTAAAAACTAT
CGCAACTGAATCTTTGAATGCTTCTCGAAATATCATCGCTGGCGGCACAGTAACCGTGGGCGGCGAGACA
GAGGGCATTGTGCTAACAAAATCTGGCTCAGGAAATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCAGGCAATG
CAGCAACAGATGGCATTAAAGTCTCTGGCGTGAAAGCAGGGACGGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGG
TCAGTTAGATAAACTTTTTAAAGCGATCAATGACGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAGAT
CCAAATCAAACCTCTATCTTTAATCCGATAAACGGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATA
AATTAACCACCGCTGTGAATACAGGTTGGGGATCAAAGGTAGGTATTTTGGCAACAGGTATTGATGGTAT
TGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTCGCCGATGGGGATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTG
ACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGAAAGGTATTCGCGTGTATGGTGATGAAGTTAGTCCAACGA
AGACTCAAACAACAGCACCTACAGCATCTAGCACTCAAGGT

>B1KU143739.1 Avibacterium paragallinarum strain 0222 Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGATACAATCCACGATGCGATTAATGATG
TTCTCACCAAATTGATCTCGCTTTCGGCAACAGAAGAAGAAGTGGTGTCAGGGGAAGCTGTCTATGAAGC
ACTTAAAGGTGCAAAACCAACGGTTTCAGCAGAAGCCAACAAAGGCATTACTGGCTTGGTGGATGTGGTG
AAAAAAGCAAATTCACCGATCACAGTTGAGCCTTCTACCGATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCG
GCTTAATGAAAGACATTGAAGGGGTAAACAGCATTACCTTTGATAAGTCAGGGCAAGATCCAAATCAAGT
TACGGGCAGAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAAAGGCGACACAACAAATGGTTCAACCACCACT
TTTGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAACAAATTCTGCTCAAACAAACTTAGTGAAAGTAAGTC
GTGATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCAAATTAGCCCCGACAAAATTATCTATCGGTGC
GGAAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCATAGCCTTAAAAGCGGATAACACCTCCGATAAA
TCTCGCATCACCTTAGCCCAAGATGCGATTACTCTTGCGGGGAACGCAACCAGAACGGCGATTAAATTGA
CTGGTGTTGCAGATGGCAACATTACGGCAAATTCAAAAGATGCGGTAAATGGGGGGCAGTTGCGTACCTT
ATTAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGAGAAAACAACGATCAGTGAAGCCATTTCTGAT
GTGAAGCAAGCTCTTACCGATGCGACATTGGCATATAAAGCGGACAATAAAAACGGTAAAACAGTTAAAT
TGACTGACGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTGGCGCCTCAGTAGAAGATAGTGGTGTGGTGAA
ATTCACCTTAAAAGATCGATTAACAGGCTTAAAAACTATCGCAACTGAGTCTTTGAATGCTTCTCAAAAC
ATTATTGCTGGCGGCACAGTAACCGTGGGCGGCGAGACAGAGGGCATTGTGCTAACAAAATCTGGCTCAG
GAAATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCAGGCAATGCAGCAACAGATGGCATTAAAGTCTCTGGCGT
GAAAGCAGGGACGGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGGTCAGTTAGATAAACTTTTTAAAGCGATCAAT
GACGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAGATCCAAATCAAACCTCTATCTTTAATCCGATAA
ACGGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATAAATTAACCACCGCTGTGAATACAGGTTGGGA
ATTAAAGGTAGGTATTTTGGCAACAGATATTGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTCGCCGATGGG
GATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGAAAGGTATTC
GCGTGTATGGTGATGAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAACAACAGCACCTACAGCATCTAGCACTCAAGG

>C1KU143741.1 Avibacterium paragallinarum strain H-18 Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGATACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCACCAAATTGATCTCGCTTTCGGCAACAGAAGAAGAAGTGGTGTCAGGGGAACCTGTCTATGAACC
ACTTAAAGGTGCAAAACCAACGGTTTCAGCAGAAGCCAACAAAGGCATTACTGGCTTGGTGGATGTGGTG
AAAAAAGCAAATTCACCGATCACAGTTGAGCCTTCTACCGATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCG
GCTTAATGAAAGACATTGAAGGGGTAAACAGCATTACCTTTGATAAGTCAGGGCAAGATCCAAATCAAGT
TACGGGCAGAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAAAGGCGACACAACAAATGGTTCAACCACCACT
TTTGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAACAAATTCTGCTCAAACAAACTTAGTGAAAGTAAGTC
GTGATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCAAATTAGCCCCGACAAAATTATCTATCGGTGC
GGAAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCATAGCCTTAAAAGCGGATAACACCTCCGATAAA
TCTCGCATCACCTTAGCCCAAGATGCGATTACTCTTGCGGGGAACGCAACCGGAACGGCGATTAAATTGA
CTGGTGTTGCAGATGGCAACATTACGGCAAATTCAAAAGATGCGGTAAATGGGGGGCAGTTGCGTACGTT
ATTAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGAGAAAACAACGATCAGTGAAGCCATTTCTGAT
GTGAAACAGGCTCTCACTAATGCGACCTTAGCATATAAAGCGGACAGTAAAAACGATAAAACGGTTAAAT
TGACTGAAGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTGACGCCTCAGTAGAAGATAGTGGTGTGGTGAA
ATTCACCTTAAAAGATCGATTAACAGGCTTAAAAACTATCGCAACTGAGTCTTTGAATGCTTCTCAAAAC
ATTATTGCTGGCGGCACAGTAACCGTGGGCGGCGAGACAGAGGGCATTGTGCTAACAAAATCTGGCTCAG
GAAATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCAGGCAATGCAGCAACAGATGGCATTAAAGTCTCTGGCGT
GAAAGCAGGGACGGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGGTCAGTTAGATAAACTTTTTAAAGCGATCAAT
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GACGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAGATCCAAATCAAACCTCTATCTTTAATCCGATAA
ACGGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATAAATTAACCACCGCTGTGAATACAGGTTGGGG
ATTAAAGGTAGGTATTTTGGCAACAGATATTGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTCGCCGATGGG
GATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGAAAGGTATTC
GCGTGTATGGTGATGAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAACAACAGCACCTACAGCATCTAGCACTCAAGG

>C2KU143742.1 Avibacterium paragallinarum strain Modesto Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGATACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCACCAAATTGATCTCGCTTTCGGCAACAGAAGAAGAAGTGGTGTCAGGGGAAGCTGTCTATGATGC
ACTTAAAGGTGCAAAACCAACGGTTTCAGCAGAAGCCAACAAAGGCATTACTGGCTTGGTGGATGTGGTG
AAAAAAGCAAATTCACCGATCACAGTTGAGCCTTCTACCGATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCG
GCTTAATGAAAGACATTGAAGGGGTAAACAGCATTACCTTTGATAAGTCAGGGCAAGATCTAAATCAAGT
TACGGGCAGAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAAAGGCGACACAACAAATGGTTCAACCACCACT
TTTGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAACAAATTCTGCTCAAACAAACTTAGTGAAAGTAAGTC
GTGATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCAAATTAGCCTCGACAAAATTATCTATCGGTGC
GGAAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCATAGCCTTAAAAGCGGATAACACCTCCGATAAA
TCTAGCATCACCTTAGCCCAAGATGCGATTACTCTTGCGGGGAACGCAACCGGAACGGCGATTAAATTGA
CTGGTGTTGCAGATGGCAACATTACGGTAAATTCAAAAGATGCGGTAAATGGGGGGCAGTTGCGTACCTT
ATTAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGAGAAAACAACGATCAGTGAAGCCATTTCTGAT
GTGAAGCAAGCTCTTACCGATGCGACATTGGCATATAAAGCGGACAATAAAAACGGTAAAACAGTTAAAT
TGACTGACGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTGATGCTTCAGTGGAAGATAACGGTGTGGTGAA
ATTCACCTTAAAAGATAAATTAACAGGCTTAAAAACTATCGCAACTGAATCTTTGAATGCTTCTCAAAAT
ATCATCGCTGGCGGTACGGTAACAGTGGGCGGCGAGACAGAGGGCATTGTGCTAACAAAATCTGGCTCAG
GAAATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCAGGCAATGCAGCAACAGATGGCATTAAAGTCTCTGGCGT
GAAAGCAGGGACGGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGGTCAGTTAGATAAACTTTTTAAAGCGATCAAT
GACGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAAATCCAAATCAAACCTCTATCTTTAATCCGATAA
ACGGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATAAATTAACCACCGCTGTGAATACAGGTTGGGG
ATCAAAGGTAGGTATTTTGGCAACAGGTATTGATGGTATTGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTC
GCCGATGGGGATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGA
AAGGTATTCGCGTGTATGGTGATGAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAACAACAGCACCTACAGCATCTAG
CACTCAAGGT

>C3KU143743.1 Avibacterium paragallinarum strain SA-3 Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGATACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCACCAAATTGATCTCGCTTTCGGCAACAGAAGAAGAAGTGGTGTCAGGGGAAGGTGTCTATGATGC
ACTTAAAGGTGCAAAACCAACGGTTTCAGCAGAAGCCAACAAAGGCATTACTGGCTTGGTGGATGTGGTG
AAAAAAGCAAATTCACCGATCACAGTTGAGCATTCTACCGATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCG
GCTTAATGAAAGACATTGAAGGGGTAAACAGCATTACCTTTGATAAGCCAGGGCAAGATCTAAATCAAGT
TACGGGCAGAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAAAGGCGACACAACAAATGGTTCAACCACCACT
TTTGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAACAAATTCTGCTCAAACAAACTTAGTGAAAGTAAGTC
GTGATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCAAATTAGCCTCGACAAAATTATCTATCGGTGC
GGAAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCATAGCCTTAAAAGCGGATAACACCTCCGATAAA
TCTCGCATCACCTTAGCCCAAGATGCGATTACTCTTGCGGGGAACGCAACCGGAACGGCGATTAAATTGA
CTGGTGTTGCAGATGGCAACATTACGGCAAATTCAAAAGATGCGGTAAATGGGGGGCAGTTGCGTACGTT
ATTAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGAGAAAACAACGATCAGTGAAGCCATTTCTGAT
GTGAAGCAAGCTCTCACCAATGCAACCTTAGCATATAAAGCGGACAATAAAAACGGTAAAACAGTTAAAT
TGACTGACGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTGATGCTTCAGTGGAAGATAGTGGTGTGGTGAA
ATTCACCTTAAAAGATCGATTAACAGGCTTAAAAACTATCGCAACTGAGTCTTTGAATGCTTCTCAAAAC
ATTATTGCTGGCGGCACAGTCACAGTGGGCGGCGAGACAGAGGGCATTGTGCTAACAAAATCTGGCTCAG
GAAATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCGGGCAATGCGGTAACAGATGGCATTAAAGTCTCTGGCGT
GAAAGCAGGGACGGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGGTCAGTTAGATAAACTTTTTAAAGCGATCAAT
GACGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAAATCCAAATCAAACCTCTATCTTTAATCCGATAA
ACGGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATAAATTAACCACCGCTGTGAATACAGGTTGGGG
ATTAAAGGTAGGTATTTTGGCAACAGGTATTGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTCGCCGATGGG
GATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGAAAGGTATTC
GCCTGTATGGTGATGAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAACAACAGCACCTACAGCATCTAGCACTCAAGG
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>C4KU143744.1 Avibacterium paragallinarum strain HP60 Hmtp210 (hmtp210)
gene, partial cds

GATGGCACAATTACATTTACAAATATTGGCGGCACAGGGCAAGATACAATCCACGATGCGATTAATAATG
TTCTCACCAAATTGATCTCGCTTTCGGCAACAGAAGAAGTGGTGTCAGGGAAAGCTGTCTATGAAGCACT
TAAAAGTGCAAAACCAACAACGGTTTCAGCAGAAGCCAACAAAGGCATTAAAGTTACTGGCGAGAAATCA
TCAAACACCACAGGCAACAGCTTCACAATTGGCTTAGACGATGCCACCTTGAACAAAATCAACAATGCCG
CGAATCAAGATCTTTCAAACCTCGGTGAATATGGCAAAAATGCCATTACTGGCTTGGTGGATGTGGTGAA
AAAAGCAAATTCACCGATCACAGTTGAGTCTTCTACCGATAACAACAAGAAAAAAACCTTCACTGTCGGC
TTAGAGAAAAACATTACAGAGGTAAACAGCATTACCTTTGATAAGTCAGGGCAAGATCCAAATCAAGTTA
CGGGCAGAATGAGCAGTGCGGGTTTAACCTTCAAAAAAGGCGACACAACAAATGGTTCAACCACCACTTT
TGCAGAAGATGGCTTAACCATTGATAGCACAACAAATTCTGCTCAAACAAACTTAGTGAAAGTAAGTCGT
GATGGCTTCTCGGTGAAAAATGGCAGCGATGAAAGCAAATTAGCCCCGACAAAATTATCTATCGGTGCGG
AAAATGCAGAACACGTTGAAGTAACTAAATCGGGCATAGCCTTAAAAGCGAATAACACAACAGGTAAATC
AAGCATTACGTTATCGGACAGTGCGATTACCCTTGCTGCGGCTACAGCTGGAAATGCGATTAAACTCACT
GGCGTTGCAGATGGCAGCATTACAGCAGGTTCAAAAGATGCGGTAAATGGGGGGCAGTTGCGTACCTTAT
TAGGGGTTGATAGCGGGGCTAAAATTGGCGGTACTGAGAAAACAACGATCAGTGAAGCCATTTCTGATGT
GAAGCAAGCTCTTACCGATGCGAAATTGGCATATAAAGCGGACAATAAAAACAGTAAAACAGTTAAATTG
ACTGACGGATTGAATTTTACTAGCACGACCAATATTGATGCTTCAGTGGAAGATAGTGGTGTGGTGAAAT
TCACCTTAAAAGATAAATTAATAGGCTTAAAAACTATCGCAACTGAATCTTTGAATGCTTCTCGAAATAT
CATCGCTGGCGGCACAGTAACCGTGGGCGGCGAGACAGAGGGCATTGTGCTAACAAAATCTGGCTCAGGA
AATGACCGCACTTTATCTTTATCTGGTGCAGGCAATGCAGCAACAGATGGCATTAAAGTCTCTGGCGTGA
AAGCAGGGACGGCAGACACCGATGCGGTGAATAAAGGTCAGTTAGATAAACTTTTTAAAGCGATCAATGA
CGCATTAGGCACAACAGATTTAGCGGTAACCAAAGATCCAAATCAAACCTCTATCTTTAATCCGATAAAC
GGCACGGCTCCAACCACCTTTAAAGACGCGGTGGATAAATTAACCACCGCTGTGAATACAGGTTGGGGAT
CAAAGGTAGGTATTTTGGCAACAGGTATTGATGGTATTGATGCTGGGAATAAGAAAATTAGTAATGTCGC
CGATGGGGATATTTCTCCAACCAGTGGTGATGTAGTGACAGGTCGTCAGCTCTACGCCTTAATGCAGAAA
GGTATTCGCGTGTATGGTGATGAAGTTAGTCCAACGAAGACTCAAACAACAGCACCTACAGCATCTAGCA
CTCAAGGT
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