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1. RESUMEN

Coriza infecciosa (Cl) es una enfermedad respiratoria aguda de gallinas que
causa grandes pérdidas econdmicas en la industria avicola. El agente causal es
Haemophilus paragallinarum, una bacteria de la familia Pasteurellaceae que ha
sido descrita como no motil y sin flagelo. La motilidad juega un papel muy
importante a lo largo del ciclo infeccioso de una bacteria, por tanto, la motilidad y
la presencia de flagelo en H. paragallinarum pueden ser puntos clave en su
patogenicidad. El objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones
microambientales que permitieran observar la motilidad de H. paragallinarum in
vitro, e identificar la proteina responsable de la motilidad, utilizando diferentes
cepas de H. paragallinarum. Los resultados muestran que H. paragallinarum es
capaz de moverse in vitro y que las condiciones Optimas para su motilidad son:
medio TSB, concentracion de agar de 0.2%, microaerofilia y temperatura de
incubacion de 37°C. La motilidad se ve favorecida a pH 7 y a una concentracion
de 43mM de K;HPO, y se inhibe a pH de 5y 10 y por la presencia de MgSO, y
NaCl a partir de 4 y 171mM respectivamente. Se observé que a 24, 39 y 40°C la
motilidad disminuye. El CaCl,, el suero, el NAD y la glucosa no influyeron en la
motilidad de H. paragallinarum. Se encontré un tenue inmuno-reconocimiento de
una proteina de aproximadamente 70 kDa utilizando un anticuerpo dirigido contra
el flagelo de Salmonella typhi diluido 1:500.



2. INTRODUCCION

Las bacterias patdgenas juegan un papel importante en las enfermedades
respiratorias de pollos domésticos. Una de estas enfermedades es la Coriza

Infecciosa (21).

a. Coriza infecciosa (Cl)

Cl es una enfermedad respiratoria aguda de pollos causada por
Haemophilus paragallinarum (Hpg) (3). El sindrome clinico se ha descrito en la
literatura como un catarro contagioso o infeccioso (2, 3y 4).

La CI clasica afecta Unicamente el tracto respiratorio superior causando
sinusitis y conjuntivitis (21). Cuando Hpg se asocia con otros agentes bacterianos
como Escherichia coli, Pasteurella gallinarum, Micoplasma gallisepticum, P. avium,
P. volantium, Pasteurella sp A y Ornithobacterium rhinotracheale y menos
frecuentemente con P. haemolitica, P multocida, M. synoviae y Salmonella
enterica, se agrava el curso de la enfermedad y se pueden encontrar lesiones de
neumonia, aerosaculitis, septicemia y artritis, a esto se le denomina Cl complicada
47).

Figura 1: Aves con Coriza infecciosa



i. Formas de Transmision
Los brotes aparecen usualmente con la introduccion de aves portadoras en
el lote (47). La transmision de la infeccion es por contacto directo, por el aire, el
polvo, las descargas respiratorias o el agua de bebida contaminada con exudados
nasales (4). Las aves susceptibles desarrollan los sintomas generalmente a los 3

dias después de la exposicion al agente microbiano (6).

ii. Sintomas clinicos
Los sintomas clinicos mas caracteristicos de la ClI incluyen la inflamacion
edematosa de la cara, alrededor de los ojos y la barbilla, descarga nasal, senos
paranasales inflamados, anorexia y diarrea (5, 47, 49). La descarga liquida de los
0jos hace que muchas veces se peguen los parpados (47). La vision es afectada
por la inflamacion (6).

g
.POULTRTMED.CGM

Figura 2: Ave infectada por Hpg con lesion edematosa

iii. Mortalidad y morbilidad
Los casos de CI no complicada causa alta morbilidad y baja o nula
mortalidad. Sin embargo si la cepa infectante es muy patégena o se encuentra

asociada con otros agentes infecciosos puede producir alta mortalidad (47).



iv. Importancia econémica

Las mas grandes pérdidas econdmicas son el resultado de la actuacion de
un crecimiento pobre en los pollos, una disminucién en el consumo de agua y
marcada reduccién en la produccién del huevo (4). La enfermedad esta
principalmente limitada a pollos y no tiene importancia de salud publica (3, 6).

Entre los paises con mas alta incidencia de la enfermedad se encuentran:
Australia, Alemania, Africa, Argentina, Brasil, Japén, China, México y Estados
Unidos (2, 3, 4, 5, 6, 17 y 40).

v. Etiologia

El agente etioldgico de ClI eludié su identificacién por varios afios, porque la
enfermedad era a menudo enmascarada por diferentes infecciones (47).

De Blieck aisl6 el agente causal en 1932, y lo nombré el Bacillus
hemoglobinophilus coriyzae gallinarum (6).

Basado en estudios dirigidos durante los afios treinta, el agente causal de
Cl fue clasificado como Haemophilus gallinarum (Hg) debido a que requeria de
los factores de crecimiento hemina (factor X) y NAD (factor V) (5). En 1962, Page
y cols. encontraron que todas las cepas aisladas de aves con CI requerian sélo
el factor V para el crecimiento. Esto llevo a la propuesta y la aceptacion general de
una nueva especie: Haemophilus paragallinarum (Hpg) (6).

Estas observaciones, ademas del cambio abrupto claro en el requisito del
factor X de todos los aislamientos recuperados mundialmente desde 1962, llevé a
algunos investigadores a cuestionar la validez de las pruebas usadas por los
primeros investigadores en la clasificacion de sus aislamientos como Hg y se
sugirié que las descripciones de que el agente causal de CI era un organismo
dependiente del factor X y V era incorrecto (3, 5, 6 y 47).

Mas recientemente, en pollos con Cl en Africa del Sur y en México se han
encontrado aislamientos de Hpg NAD independientes, las cuales obtienen esta
propiedad mediante la insercion de un plasmido (7, 8, 17 y 40).



Kilian y Biverstein propusieron que la clasificacién de Haemophili, la cual se
bas6é estrictamente en requerimientos de factores de crecimiento in vitro fue

incorrecta (2, 47).

b. Haemophilus paragallinarum (Hpg)

El género Haemophilus son bacterias Gram negativas, las cuales junto con
los géneros Pasteurella, Actinobacillus, Gallibacterium, Manhemia pertenecen a la
familia Pasteurellaceae (37).

Hpg es una bacteria no motil, e incapaz de formar flagelo (37). Las cepas
virulentas pueden presentar una capsula. Es pleomorfica, ya que se puede
observar que en cultivos de 24 horas, aparece como bacilos cortos o cocobacilos
de uno a tres um de longitud y de 0.4 a 0.8 um de anchura, con una tendencia
para la formacion de filamentos. Después de 48-60 h, el organismo sufre
degeneracion que muestran fragmentos y sus formas consecuentes (6). Esta
bacteria sobrevive sélo pocas horas fuera del ave por lo cual es recomendable
desarrollar un medio de transporte para hisopados del seno infraorbitario (21). Los
subcultivos a medio fresco en esta fase volveran a la morfologia tipica. Los bacilos

pueden aparecer individualmente, en pares, o0 como cadenas cortas (3, 5).

Figura 3: Haemophilus paragallinarum.



i. Requisitos de crecimiento

La forma reducida de NAD (NADH) (1.56-2.5 pg/ml en el medio) o su forma
oxidada (20-100 pg/ml) es necesario para el crecimiento in vitro de la mayoria de
los aislamientos de Hpg (6). Las excepciones son los aislamientos descritos en
Africa del Sur y en México que son NAD independientes (7, ,8 y 17).

El cloruro de sodio (NaCl) (1.0-1.5%) es esencial para el crecimiento; el
suero de pollo (1%) es requerido por algunas cepas para un crecimiento 6ptimo(5).

El medio de infusion cerebro corazén, el agar de triptosa, y la infusion de
carne de pollo son algunos medios de cultivo en que se agregan los suplementos.
Se usan los medios de cultivo mas complejos para obtener crecimiento denso de
organismos para los estudios de caracterizacion (6).

Varias especies bacterianas excretan factor V que apoya el crecimiento de
Hpg sirviéndole como cepas nodrizas (47).

El organismo es comunmente crecido en una atmésfera de 5% de COy; sin
embargo, el CO, no es un requisito esencial (6). El organismo puede crecer bajo
tension de oxigeno (47).

Las temperaturas minimas y maximas de crecimiento son 25 y 45 °C,
respectivamente, el rango 6ptimo es 34-42 °C. El organismo normalmente crece a
37-38 °C (5).



ii. Propiedades Bioquimicas (47)

Cuadro 1: Pruebas bioquimicas diferenciales de Hpg.

Pruebas O. H. P. P. Pasteurella
rhinotracheale | paragallinarum | avium | volantium spA

Catalasa @ - + + +
Pigmento - - + + -
Microaerofilia + + - - -
b-galactosidasa + +P - + V
Arabinosa - - - - +
Galactosa + - + + +
Maltosa + +P - + Y]
Manitol - + - + Vv
Sorbitol - \% - Vv -
Sacarosa - \% + + +
Trehalosa - - + + +

-%: el 90% de las cepas O. Rhinotracheale son catalasa negativas.

+P: Los Hpg NAD independientes son negativos a la prueba de b-galactosidasa y

fermentacion de maltosa.

iii. Morfologia colonial.

Las colonias se observan como gotas de 0.3 mm de didmetro, mucosas,

gque pueden presentar o no iridiscencia y van desde lisas hasta rugosas,

observandose formas intermedias (3).

Figura 4: Morfologia colonial de Hpg en placa de agar sangre




iv. Estructura Antigénica

Se han descrito varios antigenos de Hpg, entre los que encontramos: los
antigenos reportados por Sawata y cols. en 1979 que fueron clasificados como
antigeno L (sensible al calor y a la tripsina), HL (sensible al calor y resistente a la
tripsina) y HS (estable al calor y resistente a la tripsina) (9). Los antigenos L
existen en tres formas (L1, L2 y L3). Los antigenos L1 y L2 son respectivamente
responsables de la especificidad de serovariedades de Page Ay C; el resto de los
antigenos (L3, HL y HS) son comunes a todas las cepas (9, 10, 26 y 47).

Por otro lado, Hinz en 1973 describi6 un antigeno termolabil de tipo
especifico y un antigeno termoestable de tipo comun entre cepas de los
serogrupos Ay B (15, 16).

El antigeno méas importante de las cepas patdégenas es el antigeno
hemoaglutinante (AgHem). Esto es debido a que se considera que una cepa de
Hpg es patdgena cuando es capaz de adherirse a las células que tapizan el
epitelio respiratorio. El requisito de adherencia al tracto respiratorio tiene estrecha
relacion con la hemoaglutinacién. Esto se debe a que los eritrocitos y las células
del epitelio respiratorio comparten antigenos comunes; de hecho las cepas que
pierden su capacidad de hemoaglutinar dejan de ser patdgenas.

Este antigeno hemoaglutinante no siempre es detectado con facilidad, ya
gue algunas cepas lo tienen enmascarado por antigenos capsulares superficiales
que impiden su deteccién (5, 6y 47).

Ya que se ha demostrado que los antigenos hemoaglutinantes de Hpg son
indispensables en la patogenicidad, Fernandez y cols. determinaron el efecto de
los anticuerpos séricos inhibidores de la hemoaglutinacion contra las
serovariedades A-1, B-1 y C-2 de Hpg sobre la adherencia in vitro a células
epiteliales traqueales de pollo. Sus resultados sugieren que las hemoaglutininas
de Hpg actian como adhesinas y que los anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacion actian como neutralizantes de la adherencia a las células del
tracto respiratorio (13).

Al estudiar el efecto de las condiciones de crecimiento y los tiempos de

incubacion en la expresion de antigenos de Hpg que fueron detectados por



anticuerpos monoclonales, se encontro que las alteraciones de las condiciones de
crecimiento afectan de manera significativa los niveles de expresion de los

antigenos detectados por los anticuerpos monoclonales (9).

v. Clasificacion serologica

Page en 1962 realiz6 el primer estudio serolégico de Hpg en Estados
Unidos, mediante pruebas de aglutinacion en placa, donde se describieron tres
serogrupos: A, By C (6). También en 1962 Kato y Tsubahara mediante la misma
prueba realizada con aislamientos de Japon, reportaron los serogrupos |, Il y Il
(47). Sawata y cols. en 1978 extendieron los estudios de Kato y Tsubahara, e
indicaron que los serogrupos Il y Il eran variantes del serogrupo I, proponiendo los
serovares 1y 2 (33).

Kume y cols. en 1983 propusieron una clasificacion de cepas de Hpg
utilizando bacterias sonicadas y tratadas con tiocianato de potasio en una prueba
de inhibicion de la hemoaglutinacién. Se encontré que los serogrupos A, By C de
Page correspondieron a los serogrupos |, Il y lll, respectivamente, y fueron
reconocidos siete serovares hemoaglutinantes (HA-1 a HA-7) (33).

Actualmente los tres serogrupos de Page pueden ser reconocidos por
pruebas de inhibicion de hemoaglutinacion. Las cepas del serogrupo A son muy
hemoaglutinantes mientras que las cepas de los serogrupos B y C necesitan
tratamientos previos de los antigenos para realizar la prueba (7).

En un estudio de caracterizaciéon de aislamiento de Hpg en pollos de la
India, Blackall y cols. informaron que un total de 17 aislamientos no podian
asignarse confiadamente a un serogrupo y que la ausencia del serogrupo B era
notable. Este estudio proporcion6 una base legitima de conocimiento para
construir programas de prevencion eficaz para Cl (4)

Zhang y cols. en el 2003 reportaron que el serogrupo B se ha encontrado
en varios paises asiaticos como China, Indonesia y Filipinas. También hacen
mencidn que este serogrupo nunca se ha encontrado en las cepas aisladas de
Hpg de Australia (27).



Como las vacunas de CI actualmente disponibles para el uso en Australia
s6lo contienen serogrupo A y C, cualquier entrada del serogrupo B produciria
fracasos de la vacuna. El punto de entrada principal para el serogrupo B en
Australia seria por pollos vivos importados (tanto en forma legal como ilegal) de
Indonesia que sean portadores del microorganismo (44).

Fernandez y cols. en el 2000, examinaron 42 aislamientos de Hpg de
México bajo el esquema de inhibicibn de la hemoaglutinacion de Kume. Los
antigenos hemoaglutinantes que obtuvieron mediante extraccion con tiocianato de
potasio y sonicacion se probaron contra antisueros de nueve cepas de referencia,
identificAndose las serovariedades A-1, A-2, B-1y C-2, y un total de 6 aislamientos

no pudieron ser serotipificados (14).

vi. Resistencia a antibidticos

Blackall en 1988 estudi6 la resistencia a drogas antimicrobianas y la
ocurrencia de plasmidos en Hpg. Utilizé un método de microdilucién en caldo para
examinar la sensibilidad de 75 cepas de Hpg hacia seis drogas antimicrobianas
(ampicilina, eritromicina, neomicina, penicilina, estreptomicina y tetraciclina). 55 de
las cepas fueron sensibles a las seis drogas mientras que las cepas restantes
fueron resistentes a la estreptomicina y una de las cepas también fue resistente a
la tetraciclina y otra a la neomicina. Las cepas que no mostraron resistencia a las
drogas antimicrobianas pertenecieron a la serovariante de aglutinina C, siendo
esta la serovariedad mas frecuente en el estudio (27 de 75). No se detectaron

plasmidos en ninguna de las 75 cepas (2).

vii. Vacunas
Las primeras bacterinas contra Cl fueron elaboradas inoculando Hpg en los
sacos vitelinos de huevos embrionados de 5-7 dias de edad. En varios ensayos se
ha demostrado que estas bacterinas son incapaces de proteger a las aves
vacunadas contra los sintomas clinicos de la Cl, a pesar de que disminuyen las
lesiones secundarias de septicemia y aerosaculitis y reducen la caida en la

produccion de huevos. Por este motivo se han dejado de utilizar y en cambio



tienen alta difusion las vacunas elaboradas en caldo de cultivo. Los medios mas
utilizados son la infusién de carne de pollo, el medio Casman y el caldo cerebro-
corazon.

La prevencion de enfermedades infecciosas a través de la vacunacion con
las vacunas emulsionadas es un método eficaz de proteger a los pollos (15).

Se estudid en pollos la relacion entre la liberacion del antigeno de
formulaciones in vitro y la respuesta de anticuerpos después de la administracion
de una bacterina emulsionada que contenia Hpg. En las bacterinas contra CI
emulsionadas, las formulaciones de baja liberacion de antigeno indujeron y
mantuvieron niveles altos de anticuerpos de inhibicion hemoaglutinante contra Hpg
(10).

Actualmente las vacunas comerciales son todas inactivadas y debido a que
actualmente se admite que el serogrupo B debe ser incluido, puede asegurarse
que todas son trivalentes ya que anteriormente se podian encontrar también
vacunas bivalentes para los serogrupos Ay C. Los laboratorios que elaboran estas
vacunas las preparan con cepas estandar internacionalmente reconocidas que
aseguran la efectividad de las vacunas; sin embargo, tanto en Argentina como en
Sudafrica se han registrado y publicado evidencias de fallas de proteccion por
parte de estas, por lo que en Argentina existen algunos laboratorios locales que
comercializan bacterinas elaboradas con cepas regionales (48).

Varias cepas de Hpg aisladas de brotes de CI en pollos de Zimbabwe,
fueron serotipificados utilizando antisuero policlonal producido contra serovares de
cepas de referencia de Hpg. Se encontré que pertenecian al serovar C-3. En
este caso, el antisuero policlonal producido por las cepas de referencia fue usado
especificamente contra 46 cepas del serovar C-3. Al usar el Gltimo suero a una
dilusion 1 en 50 no se encontrd ninguna reaccion cruzada con otros miembros del
serovar C. La severidad de los brotes de la enfermedad en Zimbabwe, la historia
de la vacunaciéon de las bandadas infectadas en este sitio y el aislamiento del
singular serovar sudafricano C-3, crean la necesidad para hacer vacunas
compuestas de aislamientos locales para controlar Cl en regiones donde ocurren

fracasos en la vacunacion (4).



c. Motilidad bacteriana

La motilidad puede jugar un papel muy importante a lo largo del ciclo
infeccioso de una bacteria (37). Una gran variedad de genes de movilidad son
encontrados en islas de patogenicidad. (24).

El tipo mas comun de motilidad bacteriana se da a través del flagelo, un
largo filamento helicoidal que puede llegar a medir hasta 15-20um de longitud y
aproximadamente 20nm de diametro. Es impulsado por un motor rotatorio
embebido en la superficie celular (43).

El flagelo procarionte se puede dividir en tres estructuras principales: el
filamento que es el componente propulsor, el gancho que es una estructura de
acoplamiento entre el filamento y la superficie celular, y el cuerpo basal que es un

complejo multiprotéico que contiene el motor flagelar (19).
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llustracion 1: Motor flagelar de E. Coli.

La secrecion de los componentes flagelares, es llevada a cabo a través del
sistema de secrecion tipo lll, el cual es una via Sec-independiente (no presentan
intermediario periplasmatico ni una secuencia sefial en el extremo amino terminal).
La secrecién de estos componentes ocurre en un solo paso desde el citosol hasta
el exterior celular. El sistema de secrecion tipo 1ll desempefia un papel central en

la patogenicidad de muchas bacterias gramnegativas (22).



En la sintesis del flagelo, el ensamblaje procede en una secuencia lineal
del extremo proximal al distal y se lleva a cabo por adicion de monémeros y no de
estructuras preformadas. El anillo MS es la estructura estable mas temprana, este
se inserta en la membrana interna y forma el nucleo sobre el que se acoplaran
todos los demas componentes, y concluye con la adicion de subunidades de
flagelina (fliC) para formar el filamento (22, 37).

La morfogénesis flagelar y la expresion genética se encuentran
estrechamente acopladas. En este proceso se ven involucrados mas de 50 genes
(20, 43).

Cada flagelo se mueve por rotacion conducida por potenciales iénicos tales
como protones de modo mas frecuente o iones de sodio en algunas especies (35).

El movimiento flagelar no siempre es el mismo, sino que depende del
namero y disposicién del flagelo asi como de la especie bacteriana (49).

Hay dos tipos de motilidad bacteriana: el swimming y el swarming. El
swimming o natacion es el desplazamiento de las bacterias de forma individual y al
azar en medios liquidos o viscosos en el caso de especies cuyo flagelo se
encuentre de manera axial. El swarming o enjambrado es una forma de motilidad
que es caracterizada como una rapida progresion coordinada de una poblaciéon
bacteriana sobre superficies con el fin de colonizarlas. Como un proceso
bacteriano colectivo, el swarming es a menudo asociado con la formacién de
biopeliculas (bioflims) y se ha unido a la expresion de otros factores de virulencia
en las bacterias patogenas. (11, 12, 19,20, 46 y 47). El swarming es habilitado por
la produccién de numerosos flagelos peritricos en algunas bacterias (32).

Muchas de las bacterias patégenas poseen flagelo y su papel en la
motilidad es importante para la quimiotaxis y la colonizacion (1, 39).

Sintetizar un flagelo es metabodlicamente costoso (39); sin embargo, la
presencia de esta estructura le confiere ventajas considerables a una célula con
respecto a otra que no lo expresa. Los beneficios potenciales de la motilidad
incluyen la formacion de biopeliculas, la migracion, el incremento en la eficiencia
de la adquisicion de nutrientes, mayor posibilidad de evadir el efecto de sustancias

toxicas, la habilidad de traslocacion a hospederos de preferencia y la optimizacion



de la facilidad de acceso a los sitios de colonizacién y dispersion en el medio
ambiente durante el curso de la transmision (14, 21, 35).

Tanto la motilidad como la expresion del flagelo bacteriano estan reguladas
por factores genéticos y, a menudo, por los factores del medio ambiente (20). Se
ha demostrado que existe una relacion estrecha entre el papel de la motilidad y la
relacion ecoldgica entre la bacteria y el hospedero, asi como una regulacion de los
diferentes puntos del ciclo infeccioso (39).

Hay condiciones medioambientales Optimas para la motilidad (temperatura,
pH, nutrientes, oxigenacion, etc). Algunas bacterias pueden no presentar motilidad

o expresar flagelo bajo condiciones inapropiadas de crecimiento in vitro (1, 41).



3. A NTECEDENTES

Los flagelos son organelos extremadamente efectivos de locomocion
utiizados por una gran variedad de bacterias y archaeas. Algunas bacterias,
incluyendo Aeromonas, Azospirillum, Rhodospirillum y especies de Vibrio, poseen
dos sistemas flagelares que estan preparadas para el movimiento bajo diferentes
circunstancias. El flagelo polar se produce continuamente mientras que los
flagelos laterales son producidos bajo condiciones que desactivan la funcién del
flagelo polar. Asi a veces se encuentran los dos tipos de flagelos son
ensamblados simultaneamente (32).

En aislamientos de Bacillus subtilis se encontré una conducta multicelular
conocida como swarming la cual le confiere grandes beneficios en la formacién de
biopeliculas (11).

Penn y cols. en 1992 concluyeron que algunas de las formas estructurales y
contenido genético estan relacionados con los tipos flagelares y su posible
significado en la patogenicidad de algunas bacterias de importancia médica como
son Escherichia coli, Salmonella typhi, Helicobacter pylori y diferentes
espiroquetas, entre otras. Estos autores también encontraron que el flagelo
contribuye significativamente en el establecimiento de infecciones causadas por
bacterias patégenas (44).

En Vibrio vulnificus se evaludé el papel del flagelo y la motilidad en la
patogenicidad con un mutante flgg-anulado y se encontré6 que se disminuia la
adhesion y no habia motilidad, y esto provocaba que se redujera su papel en la
formacién de biopeliculas (12).

Jeon y cols. sugieren que el Quoérum sensing (comunicacién entre
diferentes especies de bacterias) puede jugar un papel en la regulacion de la
motilidad y en la formacion de estructuras de la superficie en Campylobacter
jenuni (28)

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes para
todos los procesos vitales (35). Generalmente, conforme la temperatura aumente

o disminuya se van a ver afectadas las reacciones quimicas y enzimaticas de la



bacteria. Las células de Yersinia enterocolitica, cuando son cultivadas a 30°C o
por debajo de esa temperatura, son flageladas y motiles; pero cuando las células
son cultivadas a 37°C o por encima de ésta, carecen de flagelo y son no métiles
(30).

Se encontré6 que en E. coli, la motilidad es influenciada por oxigeno,
minerales y nutrientes organicos (1). También que la transcripciéon del gen fliC de
E. coli es regulada por iones metélicos como son el aluminio, hierro y niquel (23).

Se estudié si el fosfato inorganico es requerido para la motilidad de
bacterias patdgenas habiéndose encontrado que en muchas de estas bacterias el
gen ppk codifica para la principal enzima responsable de la sintesis de fésforo
inorganico para ATP y que es un elemento crucial en la patogénesis bacteriana
(45).

Las bacterias en ambientes acuaticos pueden alcanzar o quedarse cerca de
los nutrientes utilizando la motilidad. La motilidad normalmente se logra girando el
motor flagelar, el cual obtiene su energia por el potencial electroquimico de H+ o
Na+. En Halomonas spp se energizé el motor flagelar por H+ y Na+ a diferentes
concentraciones y se encontré que la naturaleza bimodal de la motilidad de
Halomonas con respecto a la fuente de energia puede reflejar la versatilidad
ecofisiolégica para adaptarse a una gama amplia de condiciones de sal del
ambiente marino (32).

Larsen y cols. determinaron el papel de la salinidad e inanicion en la
motilidad y la quimiotaxis del patdégeno de peces V. anguillarum, ya que tanto la
motilidad como la quimiotaxis son factores importantes en la virulencia de esta
bacteria. Se encontrd que la inanicion no interfiere con la habilidad del organismo
de causar infeccién en la trucha arcoiris, y la velocidad de natacion no se veia
reducida con las temperaturas bajas. Pero el fenamil, un inhibidor especifico de
Na+ del flagelo reduce la motilidad, por lo que concluyen que el Na+ es el que
impulsa o da la fuerza al flagelo en esta bacteria (35).

Estudios anteriores han mostrado que la presencia de glucosa a una
concentracion de 27.8mM, afecta tanto la movilidad quimiotactica como la

expresion del flagelo en E. coli (25).



Lai y colaboradores estudiaron el efecto que tenia la glucosa sobre la
motilidad en diferentes miembros de la familia Enterobacteriaceae y concluyeron
gue éste no es un fenbmeno comun por lo menos para esta familia de bacterias
(25).

Yokoto y Gots reportaron que el AMPc es absolutamente requerido para la
formacion del flagelo y, por lo tanto, de la motilidad en E. coli. Actualmente se
piensa que un incremento en la concentracion de glucosa, disminuye la
concentracion de CRP/AMPc intracelular. Esto manda un efecto inhibitorio en la

expresion del operdn Flh D, el operdn principal para la sintesis del flagelo (26).



4. ANTE CEDENTES DIRECTOS

Se ha encontrado que algunos miembros de la familia Pasteurellaceae que
habian sido descritos como no matiles, tienen la capacidad de producir flagelo y
de moverse in vitro. Entre estos se encuentra Actinobacillus pleuropneumoniae, el
cual produce un flagelo que esta compuesto de una proteina de 65KDa la cual
presenta homologia en su secuencia aminoacido-N terminal con la secuencia
reportada para otras secuencias fliC en diferentes bacterias. La secuencia de ADN
fue obtenida mediante PCR del gen fliC. Su motilidad fue observada en medios
TSB y BHI con baja concentracion de agar y se encontrd que es influenciada por
la temperatura (32).

Garcia Pérez y cols. (manuscrito en preparacion), determinaron las
condiciones de movilidad in vitro y clonaron el gen fliC de Pasteurella multocida,
una bacteria que pertenece también a la familia Pasteurellaceae, la cual habia
sido descrita como inmovil e incapaz de producir filamentos locomotores. Ellos
concluyeron que P. multocida cuenta con los elementos genéticos suficientes para

la expresion de un sistema flagelar (18).



5. JUSTIFICACION

Haemophilus paragallinarum es una bacteria patdgena del tracto
respiratoria de las aves de corral que ha sido descrita como no motil y sin flagelo

y causa grandes pérdidas economicas en la industria avicola.

Tanto la motilidad como la presencia de flagelo son factores de virulencia
que poseen la mayoria de las bacterias patdgenas. Por lo tanto, la presencia de
estos factores en H. paragallinarum nos ayudarian a entender mejor el proceso
infeccioso que provoca esta bacteria, y pueden ser puntos clave de su

patogenicidad.



6. OBJETIVOS
= Determinar las condiciones de motilidad in vitro de H. paragallinarum
encontrando el medio, la concentracion de agar, las condiciones aerobias y

la temperatura 6ptimos para la motilidad.

= Determinar el efecto del pH, suero, glucosa, NAD y algunas sales (NacCl,
CaCly, K;HPO,4 y MgS0O,), en la motilidad de H. paragallinarum.

= Identificar la proteina responsable de la motilidad.



7. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

METODO

aisladas de campo)E
(control positivo)

Bacterias: Hpg Ay B (c. de referencia); Hpg a5 y a6 (c.

. coli enteropatégena E2348/69
E. coli H - (control negativo)

Selecciéon

de bacterias mdtiles:

Obtencién de flagelina

Determinacién de las condiciones 6ptimas para

la motilidad (medio, concentracién de agar, cond.

De aerobiosis y temperatura de incubacion)

L

Placas deTSB con 0.7% de agar, con suero
al 1% y NAD al 0.01%

Preparacion de diferentes medios de
cultivo con diferentes concentraciones
de agar + NAD al 0.01%.

Cosechay resusbenci()n y agitacion

Incubacion: 24, 37, 38, 39y
40°C, en micro y aerofilia

Efecto del pH, suero, glucosa,
NAD,y algunas sales en la
motilidad

Centrifugacion diferencial: 8K (20 min), 14K (30
min). Precipitacion con sulfato de amonio (70%),

SDS-PAG

E al 10%

Tincién con azul de

coomassie

W. Blot con anti-flagelo

de S. typhi




8. MATERIAL Y METODOS

a. Bacterias :
Cepas de referencia: H. paragallinarum (Hpg) A 0083 y B 0222; donadas por el
laboratorio de Biotecnologia Veterinaria de Tehuacan, Puebla.
Cepas aisladas de campo: Hpg a5 y Hpg a6; donadas por el laboratorio de
Biotecnologia Veterinaria de Tehuacéan, Puebla.
Control positivo: E. coli enteropatogena (EPEC) E2348/69, donada por la Dra.
Pérez Estrada CINVESTAV-IPN.
Control negativo: EPEC H-, donada por el Laboratorio de Salud Publica, Facultad
de Medicina, UNAM.

b. Medios de cultivo utilizados :
Caldo de soya tripticaseina (TSB) (Bioxon) e Infusion cerebro-corazén (BHI)
(Bioxdn). Agar Bacteriologico deshidratado (Bioxon).
Sales: NaCl (Amresco); MgSQO, , Dextrosa, CaCl, y K;HPO4.(J. T. Baker).
Suplementos: Suero fetal de Ternera (Gibco) y R-nicotin adenin dinucleétido
(Sigma).

c. Determinacion de la motilidad :
Se sembraron en medio semisolido por picadura central profunda sin llegar al
fondo del tubo o placa. En tubos los microorganismos motiles crecen a lo largo de
la puncion y se difunden a toda la masa del medio, adquiriendo estos un aspecto
turbio y en placa el crecimiento es radial a partir de la puncion. Si los
microorganismos son no moétiles solo se observa el crecimiento a lo largo de la

picadura y el medio permanece claro.

d. Atmésfera microaerofilica
Se obtuvo mediante el clasico método de la vela que consiste en incubar las

placas o los tubos en un recipiente herméticamente cerrado con una superficie



hameda para crear vapor de agua y una vela que se mantiene encendida hasta

gue se apaga al consumirse parte del oxigeno contenido en el recipiente (48).

e. Seleccién de bacterias métiles

Se realiz6 en placas de BHI y TSB, con 0.3y 0.4% de agar y NAD al 0.01%.
Se inocul6 con las cepas de referencia y las cepas aisladas de campo por puncién
y se incubé a 37°C en condiciones de aerofilia y microaerofilia, durante una
semana. Después de este periodo se hizo resiembra continua de las bacterias que
se encontraban en la parte mas alejada de la puncién (las bacterias motiles tienen
un crecimiento radial y las no motiles solo crecen sobre la puncion), asumiendo
gue eran las mas motiles y se seleccionaron las condiciones en que se veia
favorecida la motilidad. Las condiciones seleccionadas se utilizaron para realizar

una resiembra continua de las cepas seleccionadas.

f. Seleccidn de las condiciones 6ptimas para la motilidad

Se prepararon medios de cultivo TSB y BHI con 0.2, 0.25, 0.3 y 0.4% de
agar agregando NAD al 0.01% en tubo. Se inoculd por puncion con cepas Hpg Ay
Hpg B seleccionadas. Se incubaron a diferentes temperaturas (34, 37, 38, 39 y
40°C) en condiciones de aerofilia y microaerofilia durante una semana. Se
seleccionaron las condiciones microambientales donde se observé mayor
motilidad de las bacterias. Una vez seleccionadas las condiciones, se determiné el
efecto del pH, suero, NAD, glucosa y de las sales: NaCl, CaCl,, K;HPO, y MgSQO4

en la motilidad.

g. Obtenciéon de una posible flagelina
Se utilizaron placas de TSB con 0.7% de agar, suero de ternera al 0.1% y
NAD al 0.01%. Se realizé siembra masiva con cepas motiles Hpg A seleccionadas.
Se cosecharon las bacterias y se resuspendieron con Tris-HCl (20mM) por
agitacion en vortex y agitacibn mecanica durante 10 minutos. Se realiz6
centrifugacion diferencial a: 5K (10 min), 8K (20 min) y 14K (30 min) (20). El



sobrenadante de la dltima centrifugacion se precipitd con sulfato de amonio (70%),

durante 24 hrs a 4°Cy se centrifugd a 8K (20 min).

i. SDS-PAGE
Con las muestras obtenidas de la centrifugacion diferencial se prepararon
25ul de muestra, 5ul de buffer de muestra (Apéndice 1) y 1.5ul de B-mercapto
etanol y se hirvieron durante 5 minutos. Se realizaron SDS-PAGE al 10% segun
Laemmli (34) a 80volts durante 1lhora y media y se utiliz6 el marcador de pesos
moleculares Bench Mark™ Protein Ladder (Invitrogen). Para finalizar se hizo la
tincion con azul de coomassie Apéndice 2) de 15 a 30 minutos en agitacion y se

destifié con soluciéon destefidota (Apéndice 3).

ii. Western Blotting (inmunoreconocimiento)

Con geles obtenidos por electroforesis (sin tefiir), se hizo la transferencia de
proteinas a membranas de nitrocelulosa durante 1 hora 10 minutos a 80 volts con
buffer de transferencia (Apéndice 4).

Después se procedidé a bloquear 1 hora con leche descremada (5%) en
PBS-Tween (Apéndice 5). Transcurrido ese tiempo se lavo la membrana durante 5
minutos con PBS-Tween y se incub6 con un anticuerpo primario (anti-flagelo de
S. typhi; 1:500) durante 2 horas en agitaciéon o durante toda la noche a 4°C.
Terminado ese tiempo se lavd nuevamente la membrana tres veces con PBS-
Tween de 5 a 10 minutos por cada vez y se agreg6 el anticuerpo secundario
(anticuerpo de cabra a-conejo-perioxidado) y se incub6 durante dos horas en
agitacion. Se lavo la membrana tres veces con PBS-Tween y dos veces con Tris
HCI 20mM y se revel6 la membrana con solucion reveladora (Apéndice 6) y la

reaccion se detuvo con agua destilada.






9. RES ULTADOS

Previo a los ensayos de caracterizacion, las diferentes cepas de Hpg fueron
seleccionadas por resiembras sucesivas en medio con baja concentracion de agar
(Fig. 4). Este desplazamiento se puede observar por su crecimiento radial a partir
del punto de inoculacién.

Hpg presento mayor motilidad cuando fue cultivada en condiciones de
microaerofilia usando el medio TSB.

Hpg a6 fue la cepa que presenté mayor motilidad en placa,

independientemente de las condiciones a las que fueron sometidas.

Figura 5: Motilidad de cepas seleccionadas por resiembra en placa de TSB
(derecha) y BHI en condiciones de microaerofilia con agar al 0.4% (1- Hpg A, 2-
Hpg B, 3-Hpg a5y 4-Hpg ab).

En ensayos en tubo, Hpg A fue la cepa que presento la mayor motilidad
cuando se emple6 TSB como medio de crecimiento con 0.2% de agar, e incubado
en condiciones de microaerofilia (tabla 2). Conforme la concentracion de agar se
incrementaba, la motilidad disminuia, no observandose mas a una concentracion
de 0.4 % de agar.

Se observé que la temperatura 6ptima que favorece la motilidad de Hpg A
es de 37°C y que a temperatura ambiente se disminuye considerablemente la

motilidad, pero no se inhibe por completo.



A temperaturas superiores a 37°C la motilidad también disminuy0, pero en

ninguno de los casos se vio totalmente inhibida (Cuadro 3, Figura 5).

Cuadro 2: Ensayos para la obtencién de condiciones 6ptimas para la motilidad de

Haemophilus paragallinarum.

Cepa Hp A Hp B
[1 agar Microaerofilia | Aerofilia Microaerofilia | Aerofilia
0.2 TSB +++ ++ +++ +
BHI + ++ ++ }
0.25 TSB ++ + ++ }
BHI ++ + + +-
0.3 TSB |+ - + +-
BHI + +- +- -
0.4 TSB +/- - - -
BHI - - - l

Se incubaron a 37° C. +++muy motil, ++ moderadamente matil, + motil, +/-

escasamente motil y — no motil.

Cuadro 3: Efecto de la temperatura en la motilidad de Haemophilus

paragallinarum.

34°C 37°C 38°C 39°C 40°C

+ +++ ++ + +

Se inocul6 con Hpg A. +++muy métil, ++ moderadamente motil, + métil, +/-

escasamente motil y — no motil.



Figura 6: Efecto de la temperatura en la motilidad de Hpg A. 1: 24°C, 37°C, 39°C y
40°C.

Uno de los factores que influyeron en la motilidad es el pH, ya que a pH 7,
la motilidad se vio favorecida, pero a pH 5 y 10 se inhibid; otro factor importante
fue el K;HPO,, que en su ausencia, la motilidad disminuia y la concentracion
optima fue 43 mM. Tanto el NaCl (figura 5) como el MgSO, inhiben la motilidad a
concentraciones iguales o superiores de 171 y 4 mM, respectivamente. La

presencia de glucosa, NAD, suero y CaCl, no afect6 la motilidad de Hpg A

(Cuadro 4).

Figura 7: motilidad de Hpg A, 1: S/NaCl, 2:85, 3:171, 4:256 mM, Control positivo
izquierda y control negativo derecha (en TSB, 0.2% de agar e incubado a 37°C en

condiciones de microaerofilia).



Cuadro 4: Efecto de algunas sustancias en el medio sobre la motilidad de

Haemophilus paragallinarum

pH Suero Glucosa NAD
(%) (mM) (%)
5 - S/s ++ |S/IG +++ 0.005 +++
6 +/- 0.1 ++ |13 +++ 10.01 +++
7 +++ 0.2 ++ |27 +++
8 ++ 40 +++
9 + 55 +H+
10 -
CaCl, K2HPO, MgSO, NaCl
(mM) (mM) (mM) (mM)
S/ +++ | S/ +- |SI ++ S/ ++
2.5 +++ 14 + 2 ++ 85 ++
5 +++ |29 + (4 4+ 171+
7 +++ |43 +++ |6 +/- 256 +/-
57 +++ 342  +/-

Cepas Hpg A en TSB, agar al 0.2% (a 37°C); +++ muy matil, ++ moderadamente

motil, + matil, +/- escasamente métil y — no matil.

A partir de las proteinas obtenidas de bacterias Hpg A que fueron inducidas
a expresar motilidad, por SDS-PAGE (10%) se observa una proteina de

aproximadamente 70KDa muy parecida a la del control positivo (Figura 8).



Figura 8: SDS-PAGE (10%) de proteinas obtenidas de Hpg A. 1: H+ 0119:H6; 2:
Controle positivo; Hpg A: 3, 4: Precipitado con sulfato de amonio y 5, 6: 14K, 8K.
7: Marcador.



Por medio de Wester blotting se obtuvo inmuno reconocimiento tenue de
proteinas de aproximadamente 70, 30 y 20 KDa al usar un anticuerpo dirigido
contra el flagelo de S. typhi diluido 1:500, siendo la primera muy parecida a la

flagelina del control positivo (Figura 8).

Figura 9: Inmuno reconocimiento tenue de una posible flagelina de Hpg A con
anticuerpo dirigido contra Salmonella thypi 1:500. 1, 2, 3y 4. Hpg A; 5y 6:
Controles positivos.






10. DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que Hpg, que habia sido descrita como una
bacteria no motil y sin flagelo (36), si es capaz de moverse in vitro bajo las
condiciones ambientales adecuadas que fueron: medio TSB, con una
concentracion de agar de 0.2% e incubacion en condiciones de microaerofilia a
37°C. En otros casos como el de A. pleuropneumonia y P. multocida que son de la
misma familia de Haemophilus paragallinarum, que también habian sido descritas
como no matiles se encontré6 que bajo algunas condiciones también presentan
motilidad (18, 40). Esto se repite para 4 especies de Shigella, anteriormente
descritas como inmdviles, las cuales fueron capaces de expresar tanto motilidad
como flagelo y esto es regulado por diferentes factores genéticos y ambientales
(19). Esto nos demuestra que tanto la motilidad como la expresién de flagelo de
Hpg se ven influenciados por factores ambientales, ya que la sintesis de flagelo le
resulta sumamente costoso a las bacterias y solo lo expresan en algunos casos Si
les va a proporcionar beneficios potenciales, o le va a permitir sobrevivir en

condiciones de estrés (1).

Las condiciones que se encontraron como optimas para la motilidad difieren un
poco con las obtenidas para A. pleuropneumoniae en cuanto a la concentracion de
agar, ya que en ese estudio reportan que la concentracién éptima es de 0.3% vy
para Hpg fue del 0.2%; esto se debe a que cuando el medio se encuentra menos
sélido, las bacterias pueden moverse con mayor facilidad (19).

El medio TSB fue el medio en que mejor se aprecio la motilidad, un resultado
similar al reportado para P. multocida.

Se encontré que el oxigeno si es un factor que determina la motilidad de
Hpg, ya que cuando las condiciones de oxigeno son minimas las bacterias se ven
obligadas a migrar hacia donde se encuentra un aporte de éste. Como es el caso
de E. coli, donde la motilidad es influenciada por oxigeno, minerales y nutrientes

organicos (1).



La temperatura es otro factor que influye en la motilidad (48) de Hpg ya que
ésta se ve favorecida a 37°C y a 34 y 39°C la motilidad disminuye notablemente;
estos resultados se pueden observar también en A. pluropneumoniae vy
P.multocida (18).

Yersinia enterocolitica también se ve influenciada por la temperatura, pero en
su caso cuando es cultivada a 30°C o por debajo de esa temperatura, es flagelada
y motil; pero cuando ésta es cultivada a 37°C o mas, carece de flagelo y es no
motil (29).

La glucosa no influye sobre la motilidad de Hpg, al igual que en diferentes
miembros de enterobacterias, donde la glucosa no tiene efecto sobre su motilidad
(24). No es asi el caso de P. multocida, ya que ésta si se ve favorecida por la
presencia de glucosa (18), de la misma manera que E. coli, la cual requiere de

glucosa para la sintesis de flagelo (24).

Tampoco se encontrd efecto alguno probando diferentes concentraciones de
suero y NAD en Hpg.

El efecto que tienen algunas sales sobre P. multocida no son iguales al que
tienen en Hpg, como es el caso de NaCl que favorece la motilidad en P. multocida
y en Hpg a partir de 171mM la inhibe, pero en ambos bacterias, cuando no se
encuentra presente K;HPO,4 se ve disminuida la motilidad. También el CaCl y el
MgSQO,, no tienen participacion alguna en ninguno de los dos casos. Estos
resultados pueden deberse a que las condiciones de expresion del flagelo varian

de cepa a cepa (18).

El pH si es un factor que influye en la motilidad de Hpg, ya que a pH y 10 se ve
inhibida por completo, y a pH 7 se ve favorecida, y este es el pH 6ptimo reportado

para su crecimiento.



Hpg produce una posible flagelina que es la proteina responsable del
ensamblaje del filamento (21). Esta proteina tiene un peso de aproximadamente
70 KDa muy parecida a la de los controles positivos EPEC E2 348/69 y a la de H+
0119:H6, las cuales fueron reconocidas por un anticuerpo dirigido contra el flagelo
de S. thyphi diluido 1:500. Este resultado difiere con A. pleuropneumoniae la cual
produce un flagelo compuesto por una proteina de aproximadamente 65 KDa, y
fue idéntica en el extremo amino terminal en un 100% con E. coli, S. enterica y

Shigella.



11. CONCLUS IONES

Haemophilus paragallinarum es capaz de moverse en condiciones in vitro.

Hpg a6 fue la cepa que presentd mayor motilidad en placa.

Las condiciones éptimas para la motilidad de Hpg A fueron TSB, con 0.2%
de agar, incubadas a 37°C en microaerofilia.

El pH en el que se ve favorecida la motilidad de Hpg Aes 7,y apH 5y 10

esta motilidad se inhibe.

La Glucosa, NAD, suero y CaCl2, no influyen en la motilidad de Hpg A.

El NaCl a partir de 171mM y MgSOg4 a partir de 4mM, inhiben la motilidad
de Hpg A.

El Ko2HPO4 a una concentracion de 43mM favorece la motilidad de Hpg A.

Hpg produce una posible flagelina de aproximadamente 70KDa.






12. APE NDICES

Apéndice 1
Buffer de muestra:
Azul de bromofenol
Glicerol

Agua destilada

Apéndice 2
Azul de coomassie:
Metanol 40% &cido acético
Colorante azul brillante

Agua destilada

Apéndice 3
Solucién destefiidora:
Metanol
Acido acético

Agua destilada

Apéndice 4
Buffer de transferencia:
Tris 25mM
Glicina 192mM
Metanol
Agua destilada

Apéndice 5
PBS-Tween:
PBS 20X

Tween

0.02g
0.2ml
c.b.p.

10%
0.25%
50%

200ml
35ml
500ml

6.059
28.85¢g
400ml

2000ml

25ml
12.5ml



Agua destilada

Apéndice 6
Solucién reveladora:
Diaminobencidina
HsPO4 50mM pH 7.4
Sol. CoCl,y NiCl,
H>0>

500ml

10mg
25ml
500ul
25pl
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