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RESUMEN.

Pasteurella multocida es una bacteria patdgena gram negativa de gran
importancia veterinaria. Tradicionalmente todos los miembros de la familia
Pasteurellaceae se han considerado como organismos inmaoviles e incapaces
de expresar un sistema flagelar. Sin embargo, en ocasiones bacterias moviles
no son capaces de presentar flagelo si las condiciones microambientales son
tales que impidan su expresion, puesto que el ensamblaje de dicha estructura,
energéticamente es muy costoso. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue
demostrar que P. multocida es capaz de expresar flagelo y presentar movilidad
in vitro. Lo anterior se consiguio creciendo la bacteria en TSB o LBGP con una
concentracion de agar al 0.3%, se observé que dicha movilidad se encuentra
influenciada por la dextrosa, fosfato y cloruro de sodio a 27 mM, 1.4mM y 170
mM respectivamente. Mediante PCR se amplific6 un fragmento de 990 pb a
partir del DNA cromosémico de P. multocida, el cual fue clonado en pCR2.1 y
cuya secuencia nucleotidica codifica para un péptido deducido de 329
aminodcidos, la regién N-terminal de dicho péptido posee una similitud del 92.3
y 73.4%, con la misma region de flagelinas previamente reportadas de
Pseudomonas aeuroginosa y P. putida. En base a los resultados obtenidos se
concluye que P. multocida posee elementos genomicos que le confieren

movilidad.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Pasteurella multocida

Pasteurella multocida, es una bacteria gram-negativa, anaerobia facultativa,
capsulada, de amplia distribucion en todo el mundo, al igual que el resto de los
miembros del género Pasteurella se describe como no movil, incapaz de
sintetizar flagelos; la produccion de indol, ornitina descarboxilasa, catalasa,
oxidasa y una reaccién de urea, citrato y lactosa negativa permiten diferenciar a

P. multocida de las otras especies del género (Carter, 1984).

P. multocida forma parte de la microbiota normal de nasofaringe, tracto
gastrointestinal y genital de muchos animales salvajes y domésticos
(Armstromg, 2000). Como patdégeno, P. multocida ocasiona diferentes
enfermedades entre las que destacan: el coOlera en las aves de corral,
septicemia hemorragica en ganado vacuno, rinitis atréfica y neumonia en
cerdos (Hunt, et al., 2000), dichas enfermedades alcanzan gran importancia
puesto que repercuten econémicamente en la industria pecuaria de todo el

mundo.

Se puede diferenciar serolégicamente a P. multocida, mediante antigenos
capsulares en serogrupos A, B, D, E y F, la enfermedad causada depende
generalmente del tipo capsular, ya que los serogrupos B y E, provocan
septicemia hemorragica; el serogrupo A causa el coélera en las aves y
pasteurelosis pneumoénica porcina, el serogrupo D causa rinitis atrofica en
cerdos y el serogrupo F también provoca célera en aves (Cheng, et al. 2001;
DeAngelis and Padgett-McCue, 1998), la capsula representa un factor de
virulencia pues participa en la adherencia y confiere inmunidad a la fagocitosis
(Boyce and Adler, 2000).

Otros factores de virulencia que posee P. multocida son; una toxina que actua
a nivel intracelular e incrementa la permeabilidad endotelial (Essler et al. 1998);

algunas cepas expresan diferentes fimbrias que les confieren una mayor



capacidad de adhesion a las superficies del hospedero (Jacques and Paradis,
1998); una porina H capaz de forma poros o canales en las células (Bosch et
al. 2001); sialidasas, enzimas que liberan acido sidlico y que han sido
implicadas en la colonizacién exitosa y mantenimiento sobre las superficies de
la mucosa (White, 1995), proteasas, capaces de degradar inmunoglobulinas

(Negrete-Abascal et al. 1998), entre otros.

1.2. Flagelo bacteriano

La movilidad bacteriana esta asociada con la capacidad de producir estructuras
filamentosas, llamadas flagelos, estos filamentos tienen un didmetro de
alrededor de 15-20 nm y entre 10-20 um de longitud; la actividad flagelar se
encuentra ademas acoplada a un aparato sensorio que permite el movimiento

de la bacteria hacia microambientes atrayentes (Macnab, 1992).

Las estructuras basicas del flagelo bacteriano, como se esquematiza en la
figura 1, se pueden subdividir en tres partes: (i) el cuerpo basal, que consiste
de una serie de anillos y un eje central, el cual es anclado tanto a la membrana
interna como externa de la célula; (i) el gancho, localizado al exterior de la
célula, constituye la conexion entre el cuerpo basal y; (iii) el filamento, que es la
porcién mas larga del flagelo y el componente propulsor del sistema flagelar,
consiste de multiples repetidos de la proteina flagelina en un arreglo helicoidal
(Winstanley and Morgan, 1997).
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Fig 1. Esquema de las estructuras flagelares, tomado de Blair 2003 FEBS
letters vol. 545.

La rotacion de este filamento (segun las manecillas del reloj o en contra de las
manecillas) es controlada por el motor, estructura energizada por el influjo de
protones a través de la membrana interna, impulsado por el potencial
electroquimico llamado fuerza protén-motriz, producido por el complejo
enzimatico de la cadena respiratoria (Namba and Vonderviszt, 1997). El
filamento funciona rotando como una propela una vez que la fuerza de torque
es transmitida del motor al cuerpo basal. Cada filamento comprende alrededor
de 20,000 subunidades de flagelina monomeérica, proteina codificada por el gen
fliC (Auvray, et al., 2001), y cuyo peso varia desde 25 hasta 80 kDa (Shapiro,
1995).

Se sabe que durante la biogenésis flagelar se utiliza un aparato de secrecion
tipo Il para la exportacion de la mayoria de las proteinas estructurales (Cheng,
et al. 2000; Macnab, 1999). El flagelo es uno de los sistemas bacterianos mas
complejos, mas de 50 genes estan involucrados tanto en su estructura y

funcién, como en la regulacion de su expresion (Macnab, 2003), el gasto



energético de sintetizar y ensamblar todas estas proteinas es muy costoso, es
por esto que su expresion genética esta altamente regulada y solo se sintetizan
proteinas flagelares cuando las condiciones microambientales favorecen la

quimiotaxis y la movilidad (Silva-Herzog and Dreyfus 1995).

El flagelo representa una ventaja adaptativa ya que confiere a la bacteria la
capacidad de respuesta a los estimulos que le son atrayentes, asi como de
repulsion a los que le son nocivos (Armitage, 1992). También se considera al
flagelo un factor de virulencia, puesto que se ha demostrado para diferentes
especies que es fundamental durante la adhesion, invasion, infeccion y la
formacién de biopeliculas, modo preferido de existencia de las bacterias en
superficies ambientales y tejidos celulares (Girén, et al. 2002; Josenhans and
Suerbaum, 2002; Stoodley, et al. 2002).

La mayoria de los patégenos son méviles, a consecuencia de las adaptaciones
evolutivas que han desarrollado (Ottemann, 1997). En ocasiones bacterias
moéviles, son incapaces de expresar flagelo bajo condiciones de crecimiento
inapropiadas; Giron en 1995, consiguido observar la expresion flagelar y
movilidad de las cuatro especies pertenecientes al género Shigella, reportadas
hasta entonces como microorganismos inmoviles. Ademas recientes
investigaciones (Negrete, et al. 2003), han demostrado que Actinobacillus
pleuropneumoniae, bacteria reportada como no movil y perteneciente a la
misma familia que P. multocida, es capaz de expresar flagelo y presentar
movilidad in vitro; partiendo de éste antecedente y de que existe una gran
similitud entre los géneros Actinobacillus y Pasteurella tanto en su porcentaje
molar de G+C, como en sus caracteristicas fenotipicas (Holmes, et al, 1995)
se consider6 la hip6tesis de que P. multocida, al igual que A.

pleuropneumoniae, pudiese expresar un sistema flagelar y presentar movilidad.



2. OBJETIVOS.

2.1. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general de este trabajo fue encontrar condiciones de crecimiento in
vitro y argumentos genéticos que permitiesen poner en evidencia que P.

multocida, puede expresar flagelo y presentar el fenotipo mévil.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

- Realizar ensayos de movilidad a P. multocida bajo diferentes
concentraciones de sales y dextrosa, que pudiesen favorecer la
expresion del fenotipo movil.

- Amplificar a partir del DNA cromodsomico de P. multocida un probable
gen fliC, clonar dicho producto y obtener su secuencia nucleotidica.

- Comparar la secuencia del producto amplificado con secuencias de

genes fliC reportados.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Cepas bacterianas y ensayos de movilidad.
Las cepas bacterianas de P. multocida (aisladas de aves y cerdos infectados)
utiizadas en este trabajo fueron donadas vy tipificadas por el laboratorio

Biovetsa, de Tehuacan, Puebla.

Los primeros ensayos de movilidad, crecimiento radial a partir de un punto de
inoculacion, se realizaron en diferentes medios de cultivo TSB, LBGP, MH y
BHI (Bioxén) y variando la concentracion de agar [0.2, 0.3, 0.35 y 0.4%)],
incubando a 37°C en microaerofilia. Una vez determinada la [agar] y el medio
de crecimiento Optimo para cada cepa, se realizaron nuevos ensayos variando
el pH (5-10).

En los dltimos ensayos de movilidad se afiadieron las siguientes sales, a
diferentes concentraciones anteriormente reportadas (Giron, 1995; Hsin-Chih
et al. 1997): CaCl;, [2.5, 5.0 y 7.0 mM]; MgSO, [2.0y 4.0 mM]; K;HPO4[1.4, 2.0
y 4.1 mM]; NaCl [85, 170, 256, 341 mM]; y dextrosa (CsH1206) [13, 27,55y 110
mM]. Los resultados de los ensayos se revisaron a las 24, 48 y 72 horas de

incubacion.

3.2. Amplificacién y clonacion del gen fliC.

La obtencion del DNA cromosémico de P. multocida se llevo a cabo mediante
la técnica descrita por Chen et al, 1993. Este DNA se utiliz6 como templado en
el PCR para la amplificacion del gen fliC, utilizando los oligos reportados
previamente por Negrete et al. 2003; y cuyas secuencias nucleotidicas son:
oligo upper 5’ AATACAACAGCCTCTCGCT 3

oligo lower 5° AGAGACAGAACCTGCTGC 3’

El PCR se realiz6 en un termociclador Perkin-Elmer modelo 480, bajo las
siguientes condiciones; un primer ciclo de 10 min a 94°C, posteriormente 25
ciclos de:1 min a 94°C; 1 min a 56°C; y 2 min a 72°C; por ultimo un ciclo de 10
min a 72°C.



El producto de la amplificacion se clondé en el vector pCR2.1 (Invitrogen),
interrumpiendo el gen lacZ (a-complementacién), pCR2.1 posee dos
marcadores de seleccion; ampicilina y kanamicina (fig. 2). Se utilizd6 una cepa
de Escherichia coli TOP10 como hospedero general para la construccion
pCR2.1-fliC Pm.

La identificacion de las colonias lacZ-, que fueran portadoras del producto
amplificado se realiz6 en primera instancia en base al fenotipo resultante de la
a-complementacion, en presencia del sustrato cromogénico 5-Bromo-4-Cloro-
3-Indol R-D-galactosido (X-gal) y de ampicilina (100 pg ml™?), fenotipo colonias

blancas ampicilina resistentes.

Se extrajo DNA plasmidico a éstas colonias blancas (lacZ-), por lisis alcalina
(Sambrook, et al. 1989), y posteriormente se verificd que portasen el fragmento

clonado mediante un analisis de restriccion con la enzima EcoRI (Promega).

Identificadas las colonias portadoras del fragmento clonado se enviéo una
muestra de DNA plasmidico (pCR2.1-fliC Pm) a secuenciar al laboratorio de
Bioquimica de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la FES-I. Una vez
obtenida dicha secuencia, utilizando los programas n-Blast y AliBee Multiple
Alignement se realizé la comparacion de la misma con diferentes genes fliC y

flagelinas previamente reportadas,
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Fig. 2. Procedimiento de la a.-complementacion, utilizando el vector pCR2.1.




4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Ensayos de movilidad.

Partiendo del conocimiento de que la expresion del fenotipo mévil es sensible a
condiciones microambientales, se realizaron los ensayos de movilidad
(crecimiento radial) bajo diferentes condiciones del medio de crecimiento, y los
resultados se muestran en la tabla 1 y 2. La concentracion de agar que permitio
observar claramente la movilidad de las cepas y no dificultaba su interpretacion
fue 0.3%, a concentraciones superiores la movilidad se veia atenuada (tabla 1)
y el trabajar con una concentracion tan baja como la de 0.2% dificultaba la
interpretacion y manipulacion. Por tal motivo todos los ensayos posteriores se
realizaron a [0.3%] de agar. Los medios seleccionados como éptimos fueron
LBGP y TSB para la cepa de P. multocida aislada de ave y de cerdo
respectivamente. En cuanto a los ensayos de pH se determindé como 6ptimo un
pH de 7, unidades por arriba o por debajo de éste disminuian el movimiento
(tabla 1), esto puede estar relacionado con el pH de los sitios de colonizacion

de P. multocida.

Tabla 1. Medio, concentracién de agar pH 6ptimo

Pm(ave) Pm(cerdo)

Medio [Agar %] 0.2, 0.30, 0.35, 0.4 [Agar %]0.2, 0.30, 0.35, 0.4
LBGP +++  ++ + - ++  ++ + +/-
TSB ++ + +/- - +++  ++ + +/-
MH ++ + + +/- ++ + + +/-
BHI ++ + +/- - ++  + + +/-
pH Pm (ave) Pm(cerdo)

5 - -

6 +/- +

7 + ++

8 + ++

9 +/- +/-

10 - -

Cepas de P. multocida (Pm) aislada de ave y cerdo fueron inoculadas en
TSB. 37°C, durante 72 hrs en microaerofilia. +++ muy movil,
++ moderadamente moévil, + movil, +/- escasamente moévil, - no moévil.




En cuanto al requerimiento de sales y dextrosa (tabla 2), se logré determinar

que el NaCl, el K,HPO,, y la dextrosa son compuestos que favorecen la
movilidad de P. multocida, mas no ocurre lo mismo con el MgSO,ni con el
CaCl,, incluso este dltimo al incrementar su concentracion la movilidad se
observaba disminuida. Al parecer el MgSO, y el CaCl,, son compuestos que no

tienen una participacion estimulante en la movilidad de ésta bacteria, y es que
se sabe que durante la expresion flagelar el fenotipo modvil varia de cepa a

cepa y puede encenderse 0

Tabla 2.Requerimiento de sales y dextrosa en ensayos de movilidad.

Pm(ave) Pm(cerdo)

[CaCl, mM]
2.5 + ++
5.0 +/- +
7.0 +/- +/-
[MgSO4 mM]
2.0 + ++
4.0 + ++
[NaCl mM]

Sin NaCl - -
8.5 +- +
17.0 +++ +++
25.6 ++ ++
34.1 ++ ++

[KH2PO4 mM]
Sin KH,PO,4 +/- +/-
1.4 ++ +++
2.0 ++ ++
4.1 + ++
[dextrosa mM]
13 ++ ++
27 +++ +++
55 +/- +
110 +/- +/-

Cepas de P. multocida (Pm) aislada de ave y cerdo fueron inoculadas en LBGP y en
TSB respectivamente. [agar 0.3%]. 37°C, durante 72 hrs en microaerofilia.
+++ muy movil, ++ moderadamente movil, + mdvil, +/- escasamente movil, - no movil.




apagarse mediante diferentes factores, como por ejemplo la temperatura,
la tensidbn de oxigeno, osmoralidad, la concentracion de aminoéacidos,
carbohidratos, iones, calcio, etc. (Akerley et al., 1993; Bliska et al., 1993;
Harunur, et al. 2000; McGroarty, et al.1973; Mekalanos, 1992 ; Turner, et al.
1996).

Es importante considerar el papel que tienen los iones en la regulacion de la
movilidad, pues como anteriormente se menciono, los motores flagelares son
impulsados por los gradientes del potencial electroquimico de la membrana
(Namba and Vonderviszt, 1997). En cuanto al NaCl, representé un
requerimiento para ambas cepas y se determiné una concentracion optima de

170 mM para ambas cepas (tabla 2), mientras que el K,HPO,, de igual forma

increment6 la movilidad de P. multocida, esto se observo a una concentracion
de 1.4 mM para ambas cepas (tabla 2).

Por otra parte se sabe gue la concentraciéon de dextrosa presente en el medio
es importante dependiendo de la bacteria, puede actuar como un represor o
como un estimulante de la movilidad (Yokota and Gotsi, 1970), para P.
multocida, la dextrosa incrementd su movilidad, a una concentracion de 27 mM
en ambas cepas (fig. 3), al incrementar la concentracién por arriba de 27mM la
movilidad disminuyo

(tabla 2), posiblemente porque al incrementar los niveles de dextrosa, decrece
la concentracion intracelular de cAMP, éste decaimiento conduce a un efecto
inhibitorio en la expresion del gen regulador flnD, regulador maestro en la
sintesis de flagelo (Hsin-Chih, L. et al. 1997).



Fig. 3. Ensayos de movilidad de P. multocida (Pm) en
TSB+glucosa [27 mM] y agar 0.3% (1)E. coli EPEC; (2) E.
coli H-; (3) Pm aislada de ave y (4) Pm aislada de cerdo.

4.2. Clonacion del gen fliC.

Una vez realizados los ensayos de movilidad se extrajo el DNA cromdsomico
de P. multocida y se corrobor6 su buen estado mediante una electroféresis en
gel de agarosa al 1% (fig 4), posteriormente se llevo a cabo el PCR utilizando
los oligonucleotidos y las condiciones anteriormente descritas, el producto
obtenido se visualizo por electroféresis en gel de agarosa al 1%, y se observé a
un peso molecular de aproximadamente 900 pares de bases (fig. 5), éste
producto fue clonado al vector pCR2.1. Y una vez obtenida la secuencia
nucleotidica se determiné que se constituia por 990 pares de bases, y que
codificaba para un péptido deducido de 329 residuos de aminoécidos. La
secuencia ya se encuentra en el Genbank bajo el No de acceso AY445112.



Fig 4. Electroféresis en gel de agarosa 1%. 1)
marcador 1 Kb DNA, 2) DNA cromésomico de P.
multocida.

PRI «——— Producto de
PCR

Fig 5. Electroféresis en gel de agarosa 1%.
1) marcador 1 Kb DNA leader, 2) producto de
PCR fliC P. multocida.



4.3. Analisis de la secuencia clonada.

El analisis in silico de esta secuencia amplificada, se realiz6 en primera
instancia mediante el programa n-BLAST, revelando una alta identidad (100%,
95% y 93%) con fragmentos de secuencias de genes fliC de diferentes
especies del género Pseudomonas: aeuroginosa, putida y syringae
respectivamente, esto puede deberse a que ambos géneros se encuentran en
el grupo de las proteobacterias y pertenecen a la alpha- subdivisién, esto de
acuerdo al andlisis filogenético del Reino Bacteria, basado en el estudio del
ARNr de la SSU, subunidad pequeiia de los ribosomas (Woese, 1987), y al
alto grado de conservacion de este gen en las diferentes bacterias. En la figura
6 se muestra un alineamiento entre la secuencia amplificada de P. multocida y
las secuencias de los genes fliC de P. aeuroginosa y P. putida, el alineamiento
se realizé con el programa Multalin, las bases que se marcan en rojo son las
bases idénticas entre las tres secuencias y en azul las bases idénticas entre
solo dos secuencias. Lo anterior nos indica que efectivamente existe una

secuencia nucleotidica para fliC, presente en el cromosoma de P. multocida.

La estructura de dominios de los genes que codifican para flagelina (fliC), la
cual consiste en una regién N- y C-terminal conservadas y un dominio central
gue puede variar tanto en la secuencia de aminoacidos como en su tamafio
(Joys, 1988; Wilson and Beveridge, 1993), los convierte en candidatos ideales
para la amplificacion por PCR (Winstanley and Morgan, 1997), ésta
caracteristica ha permitido el desarrollo de multiples aplicaciones basadas en la
amplificacion de genes fliC, como la deteccién de especies bacterianas (Oyofo
and Rollins, 1993; Way et al. 1993), ademas la localizacion de la flagelina fuera
de las células bacterianas, la convierte en un excelente blanco para la

deteccién inmundlogica (Morgan, et al. 1991).

Usando el programa AliBee Multiple Alignament se realizd6 una serie de

alineamientos multiples (fig. 7), de la region N-terminal del péptido predecido



Fig. 6. Alineamiento nucleotidico entre fliC de P. multocida, Ps. aeuroginosa y Ps.
putida, realizado con el programa Multalin. Bases en rojo indican bases idénticas,
en azul las bases idénticas entre dos secuencias y en negro bases diferentes
y (-) ausentes.
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para la secuencia clonada de P. multocida, y la region N-terminal de siete
diferentes flagelinas reportadas, pues como se menciono anteriormente ambas
regioness N- y C-terminal se encuentran muy conservadas en esta proteina como
se comfirma en la figura 6, donde los asteriscos (*) indican el mas alto nivel de

similitud entre residuos.

N-terminal
(€)) (50)

ol S ekl SR S S e B S T SR SR S T T o S N ks T T ek Sl
P.multocida MALTVNTNIASLNTQRNLNNSSASLNTSLQRLSTGSRINSAKDDAAGLQI
E.coli MAQV INTNSLSL I TQNN INKNQSALSSSIERLSSGLR INSAKDDAAGQAI
P.aeuroginosa  MALTVNTNIASLNTQRNLNNSSASLNTSLQRLSTGSRINSAKDDAAGLQI
P.putida MALTVNTNIASITTQGNLTKASNAQTTSMQRLSSGLR INSAKDDAAGLQI
S.typhimurium  MAQVINTNSLSLLTQNNLNKSQSALGTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAI
Y.enterocolit  MA-VINTNSLSLLTQNNLNKSQSSLSTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAI
B.bronchisepti MAAVINTNYLSLVAQNNLNKSQSALGSAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAI
T.phagedenis M-—1 INHNMSAMFAQRTLGNTNLSVQKNMEKLSSGLR INRAGDDASGLAV
CONSENSUS M N Q S G RINSA DDA

(51) (100)

B e e s s mhts o ahaalals o o Sea B S o S S S B Sl St o T S
P.multocida ANRLTSQVNGLNVATKNANDG I SLAQTAEGALQQSTN I LQRMRDLSLQSA--
E.coli ANRFTSNIKGLTQAARNANDG I SVAQTTEGALSE INNNLQRVRELTVQAT—-
P.aeuroginosa  ANRLTSQVNGLNVATKNANDG ISLAQTAEGALQQSTNILQRMRDLSLQSA--
P.putida ANRLTSQINGLGQAVKNANDG ISIAQTAEGAMQASTD I LQKMRTLALCSA--
S.typhimurium  ANRFTANIKGLTQASRNANDGISIAQTTEGALNE INNNLQRVRELAVQSA--
Y.enterocolit  ANRFTSNINGLTVAARNAELGISLSQTAEGALGE INNNLQRVRDLTVQAQN-
B.bronchisepti ANRFTANVKGLTQAARNANDGISIAQTTEGALNE INNNLQRIRELTVQAS--
T.phagedenis SEKMRSQIRGLNQASTNAQNG I SFIQVAESYLQETTDVIQRIRELSVQSANg
CONSENSUS GIS E ORR L

Fig. 7. Alineamiento multiple de la regién N-terminal del péptido deducido del
fragmento clonado de P. multocida, con siete diferentes flagelinas bacterianas; E. coli,
P. aeuroginosa, P. putida, S. typhimurium, Yersinia enterocolitica, Bordetella
bronchiseptica y Treponema phagedenis. (*) marca el mas alto indice de identidad, (+)

residuos funcionalmente idénticos y(.)representa un menor indice de identidad.

Realizado con el programa AliBee Multiple Alignament



Por ultimo en la tabla 3 se marcan los porcentajes de similitud entre la region
N-terminal de FIiC de P. multocida vy la regidon N-terminal de las siete falgelinas

que fueron utilizadas en el alineamiento de la figura 7.

P. multocida
E. coli 62.6%
P. aeuroginosa 92.3%
P. putida 73.4%
S. typhimurium 64.3%
Y. enterocolitica 63.9%
B. bronchiseptica 62.2%
T. phagedenis 47.4%

Tabla 3. Porcentajes de identidad de FIiC P. multocida, y siete diferentes FIiC
reportadas, las matrices se realizaron con el programa AliBee Multiple

Alignament.




5. CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que P. multocida
contrariamente a como se describe es capaz de presentar movilidad in vitro y
probablemente de igual forma Ilo haga in vivo, bajo condiciones

microambientales de su hospedero que estimulen dicho movimiento.

La movilidad caracterizada en este trabajo indica un requerimiento de dextrosa,
fosfato y cloruro de sodio a las concentraciones de 27 mM, 1.4mM y 170 mM

respectivamente.

Ademas se comprobo la existencia, dentro de su cromosoma, de un gen cuya
secuencia tanto nucleotidica como del péptido deducido, tienen altos niveles de
similitud con diferentes genes fliC y flagelinas reportadas, lo que confirman los
primeros resultados obtenidos en los ensayos de movilidad. Siendo este el
primer trabajo donde se demuestra la movilidad y la presencia de un gen fliC
en P. multocida. Estos resultados amplian en gran medida el conocimiento
sobre este patdgeno y abren nuevos marcos de investigacion en P. multocida,
que pueden conducir hacia un mejor entendimiento de los mecanismos de

interaccion con su hospedero.
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