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1. RESUMEN 

La coriza infecciosa (CI) es una enfermedad respiratoria aguda de las gallinas 

causada por Av. paragaJ/inarum (Avpg). Avpg expresa varios factores de virulencia 

involucrados en su patogenicidad, la gran mayoría de ellos no muy bien estudiados. La 

respuesta al estrés por falta de hierro ha sido poco estudiada en Avpg. En este trabajo 

se Uevo a cabo la identificación por SDS-PAGE de proteínas expresadas por Avpg al 

crecerta en un medio restringido de hierro. Se observó una expresión diferencial de 

proteínas secretadas de 92, 93, 97, 98 y 115 kDa a las 5h de crecimiento, de 59, 92, 93, 

97, 98 y 115 kDa a las 12h y de 47, 92, 93, 97, 98 y 115 kDa a las 24h; de proteínas de 

membrana externa de 49, 80, 93, 98, 112 y 161 kDa a las 5, 12 y 24h; y en extractos 

totates de 93, 97, 106 y 141 kDa a las 5, 12 y 24h de cultivo, al crecer a Avpg en 

presencia de dipyridyl 0.25 mM, un quelante especffico de hierro. La presencia de 

dipyridyl en el medio tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento bacteriano. Esta 

expresión diferencial no fue detectada cuando la misma bacteria se creció en oo medio 

suplementado con O. 125 mM de citrato férrico, aún cuando el crecimiento se vio 

favorecido por esta adición. AJ usar suero de aves vacunadas y desafiadas o de aves 

no vacunadas y desafiadas con Avpg las OMPs expresadas diferenciahnente y 

reconocidas fueron 98 y 114 kDa en las muestras con dipyridyl pero oo reconocidas por 

suero de aves libres de patógenos específicos (ALPES). Las protefnas secretadas 

expresadas diferencialmente en las muestras con dipyridyl fueron de 92, 93, 97, 98 y 

115 kDa, sin embargo únicamente se observó inmunoreconocimiento con suero de 

aves no vacunadas y desafiadas de las proteínas de 92, 97 y 115 kDa y no se observo 

reconocimiento con el suero ALPES. La expresión de proteínas de Avpg inducidas por 

crecimiento en medio con bajo hierro podría ser importante para su patogenicidad. 



3. ANTECEDENTES

Ogunnariwo y Schryvers, en 1992, examinaron cepas de Avpg y Av. avium para

determinar los mecanismos de la adquisición de hierro por estas bacterias. Las

cepas de Avpg expresaron cuatro proteínas de membrana externa reguladas por

hierro de 53, 62, 66 y 94 kDa. Encontrando que las proteínas de 94 y 53 kDa eran

receptores de ovotransferrinas, las cuales podrían estar implicados en la

adquisición del hierro en Avpg.



4. JUSTIFICACIÓN

   Debido a que el proceso de obtención de hierro en las bacterias es un 

mecanismo de virulencia dentro del hospedero, a que la CI es una enfermedad de 

gran impacto en la industria avícola, y a que no se conoce mucho acerca de otras

proteínas expresadas que sean reguladas por hierro, así como tampoco se conoce 

si este tipo de proteínas sean inmunogénicas, en este trabajo se obtuvieron 

proteínas que modifican su expresión en Avpg cuando existe estrés por hierro.



5. OBJETIVO GENERAL

   Obtención de proteínas reguladas por hierro en Avibacterium paragallinarum.

Objetivos particulares

-Determinar el efecto del hierro en el crecimiento bacteriano.

-Determinar el tiempo óptimo para la expresión de proteínas por estrés por hierro.

-Obtener proteínas de membrana externa.

-Determinar si las proteínas inducidas por estrés por hierro son inmunogénicas.



6. MATERIAL Y MÉTODOS

6.1. Bacteria

Se trabajo con Avibacterium paragallinarum a6 (Avpg a6) aislada de aves con

signos clínicos de CI y caracterizada bioquímica e inmunológicamente (Mena-

Rojas y col., 2004) y proporcionada por el laboratorio de Biotecnología Veterinaria

S.A. de C.V. (Biovetsa).

6.2. Tratamiento del material

Para eliminar el exceso de hierro en el material a emplear, éste se sumergió

durante toda la noche (TN) en un recipiente con una solución de EDTA al 0.5%.

Posteriormente, el material se enjuagó con agua desionizada (Zhao y col., 1995).

6.3. Crecimiento de la bacteria

Para el crecimiento de la bacteria, se preparó medio Infusión cerebro corazón

(BHI) con agua desionizada en el material previamente tratado con EDTA. Se

realizó un precultivo de Avpg a6 en un tubo con 5 ml BHI suplementado con 0.01%

NAD+/ml, el cual se incubó durante 24h a 37° C en agitación. Se determinó la

pureza del cultivo por siembra en placa en presencia de una cepa nodriza.

6.4. Condiciones para la expresión de proteínas inducidas por estrés por

hierro

Para determinar el momento en el cual se expresaron las proteínas inducidas

por estrés por hierro, se realizó una cinética de crecimiento tomando muestras

cada hora durante las primeras 9h de crecimiento y posteriormente a las 12 y 24h.

Matraces con BHI suplementados con 0.01% NAD+ y un inoculo del cultivo de TN

de Avpg a6 al 1% se incubaron en agitación durante el tiempo estipulado

anteriormente. Para determinar el efecto de la baja y alta concentración de hierro

en el medio, los cultivos se incubaron en agitación durante 3h a 37° C a 150-200

rpm hasta alcanzar una densidad óptica de 0.06-0.09595. Enseguida se agregó a

un matraz el quelante de hierro, dipyridyl, a una concentración final de 0.15, 0.20 y



0.25 mM; y a otro, citrato de amonio férrico, a una concentración final de 0.125

mM (Zhao y col., 1995). Un matraz sin otra adición que un inóculo de Avpg a6 y

0.01% NAD+ se usó como control. Muestras de 5 ml se tomaron cada hora; se

centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min, el sobrenadante libre de células se

precipitó con sulfato de amonio al 70%, en refrigeración TN. Las proteínas que

precipitaron se colectaron por centrifugación a 14,000 rpm/10 min, la pastilla se

resuspendió en 100 µl de Tris 20 mM (Deneer y Potter, 1989).

Las células empastilladas se resuspendieron con 100 µl de Tris-HCl 20 mM pH

7.5 y se hirvieron durante 5 min. Las muestras se cuantificaron por el método de

Bradford.

6.5. Electroforesis

Para identificar las proteínas que nos interesaron y el tiempo de incubación en el

que se expresaron dichas proteínas, se realizó electroforesis en geles de

poliacrilamida-SDS al 10, 12 y/o 15%. Al término de la electroforesis, los geles

fueron teñidos con azul de Coomassie.

6.6. Obtención de proteínas de membrana externa

Una vez que se identificaron el tiempo y la condición en la cual se logro la

expresión de estas proteínas, se realizó el mismo procedimiento que en la

cinética, pero con un volumen mayor de medio. Una vez obtenidas las células, se

resuspendieron en 1 ml de HEPES 10 mM pH 7.4 adicionado con lisozima (0.5

mg/ml), se sonicaron durante 7 ciclos de 10 seg manteniendo las muestras en

hielo. Después de la sonicación, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm/2

min, para desechar las células que no se rompieron, el sobrenadante se centrifugó

a 14,000 rpm/30 min, la pastilla se resuspendió en 200 µl de HEPES 10 mM y se

agregaron otros 200 µl de HEPES 10 mM con 2% de Tritón X-100, las muestras se

centrifugaron a 14,000 rpm/30 min, se lavaron sin resuspender en 500 µl de

HEPES 10 mM, se centrifugó 2 min a 14,000 rpm, la pastilla se resuspendió en

500 µl de HEPES 10 mM y se congelaron (Blackall y col., 1990).



6.7. Inmunoreconocimiento

Para determinar si las proteínas que se expresaron por estrés por hierro eran

inmunogénicas, las proteínas se separaron electroforéticamente en geles de

poliacrilamida al 12 y al 15%. Un gel se tiñó con el colorante de Coomasie y nos

sirvió para tener el patrón de proteínas, otros se transfirieron a membranas de

nitrocelulosa a 100 V, 100 mA, por 100 min. Una vez transferidas las proteínas, las

membranas se bloquearon con PBS-Tween y 5% de leche durante 2h a

temperatura ambiente, con agitación o TN a 4° C. Enseguida, las membranas se

lavaron con PBS-Tween tres veces y se incubaron con el anticuerpo primario

durante 2h a temperatura ambiente con agitación o TN a 4° C. Los anticuerpos

que se utilizaron fueron: suero de aves vacunadas y desafiadas y aves no

vacunadas y desafiadas con Avpg, suero de aves libres de patógenos específicos

(ALPES) y antisuero anti-hemaglutinina (anti-HA, Instituto Kitasato). Las

membranas se lavaron con PBS-Tween tres veces, se incubaron con el anticuerpo

secundario, a las mismas condiciones ya mencionadas. Los anticuerpos

secundarios utilizados fueron: cabra anti-conejo y conejo anti-pollo ambos

conjugados con peroxidasa. Las membranas se lavaron con PBS-Tween tres

veces y una última vez con PBS 1x. La reacción antígeno-anticuerpo se puso de

manifiesto usando diamino benzidina y H2O2 como sustrato. La reacción se detuvo

colocando las membranas en agua destilada (Towbin y col., 1979).



7. RESULTADOS 

7.1. Curva de crecimiento

   El inicio de la fase exponencial en los tres medios de cultivo ocurrió a las 3h 

postinoculación. La concentración de hierro en el medio de cultivo tuvo un efecto 

notable sobre el crecimiento de Avpg: las DO595 a las 9h post inoculación fueron 

50% y 75% mayores en el medio control y en el suplementado con hierro, 

respectivamente, que en el medio con bajo hierro (Grafica 1) La concentración de 

dipyridyl que mostró resultados más evidentes fue de 0.25 mM.

Gráfica 1. Curvas de crecimiento de Avpg en medios con distinta concentración de hierro.
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7.2. Proteínas expresadas en extractos totales

   Los patrones de proteínas totales expresadas por las bacterias crecidas en 

medio control no difirieron de los de aquellas crecidas en medio suplementado con 

citrato de amonio férrico (Fig. 4), por lo que ya no se utilizó este último.

   Al usar SDS-PAGE al 12% se observó una expresión diferencial de proteínas de 

aproximadamente 93, 97, 106 y 141 kDa en extractos totales de bacterias de 5h 

de crecimiento en presencia de dipyridyl (Fig. 5, líneas 3 y 4). Esta expresión 

diferencial se observó también a las 12h y a las 24h postinoculación (Fig. 6).

Fig. 4. SDS-PAGE al 10% donde se muestra el patrón de proteínas totales de bacterias crecidas 

a diferentes tiempos en presencia o ausencia de citrato férrico. Carril 1: Control 5h, 2: Citrato 5h, 

3: Cont.6h, 4: Cit. 6h, 5: Cont. 7h, 6: Cit. 7h y 7: Marcadores de PM.



Fig. 5. SDS-PAGE al 12% donde se muestra el patrón de proteínas totales de bacterias 

crecidas a diferentes tiempos en presencia o ausencia de dipyridyl. Carril 1: Control 4h, 

2: Dipyridyl 4h, 3:C5, 4:D5, 5:C6, 6:D6, 7:C7, 8:D7 y 9: Marcadores de PM

Fig. 6. SDS-PAGE al 12% donde se muestra el patrón de proteínas totales de bacterias 

crecidas a diferentes tiempos en presencia o ausencia de dipyridyl. Carril1: Control 8h, 

2: Dipyridyl 8h, 3:C9, 4:D9, 5:C12, 6:D12, 7:C24, 8:D24 y 9: Marcadores de PM.



7.3. Proteínas secretadas

   El sobrenadante libre de células se precipitó con (NH4)2SO4 al 70% para 

concentrar las proteínas secretadas. Las proteínas secretadas expresadas 

diferencialmente a las 5h de crecimiento en muestras de bacterias crecidas en 

presencia de dipyridyl fueron de aproximadamente 92, 93, 97, 98 y 115 kDa; a las 

12h de 59, 92, 93, 97, 98 y 115 kDa y a las 24h de 47, 92, 93, 97, 98 y 115 kDa 

(Fig. 7). 

Fig. 7. SDS-PAGE al 12% donde se muestra el patrón de proteínas secretadas de bacterias
crecidas en presencia o ausencia de dipyridyl a las 5, 12 y 24h de cultivo. Carril 1: Control 5h, 

2: Dipyridyl 5h, 3:C12h, 4:D12h, 5:C24h, 6:D24h y 7: Marcadores de PM.
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7.4. Proteínas de membrana externa.

   Con respecto a las proteínas de membrana externa, las que se expresaron 

diferencialmente a las 5 y 12h en las muestras de bacterias crecidas en presencia 

de dipyridyl fueron de 49, 80, 93, 98, 112 y 161 kDa aproximadamente (Fig. 8). 

Una proteína de 49 kDa que se expreso en las muestras crecidas en presencia y 

ausencia de dipyridyl, no se expreso a las 24h en la muestra de bacterias crecidas 

en presencia de dipyridyl, pero se observó una proteína de aproximadamente 52 

kDa (Fig. 8, carril 6). 

Fig. 8. SDS-PAGE al 12% donde se muestra el patrón de proteínas de membrana externa 
de bacterias crecidas en presencia o ausencia de dipyridyl a las 5, 12 y 24h de cultivo. 

Carril 1: C5h, 2: Dipyridyl 5h, 3:C12, 4:D12, 5:C24, 6:D24 y 7: Marcadores de PM

   HA ha sido considerada el principal antígeno expresado por Avpg. Durante el 

desarrollo de este trabajo, no se observó algún cambio en la expresión de 

proteínas de alrededor de 39 kDa, que es el peso molecular reportado para esta 

proteína, tanto en extractos totales como en patrones de OMPs crecidos en 

presencia o no de dipyridyl (Fig. 5, 6 y 8).
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7.5. Inmunoreconocimiento de OMPs.

   Al emplear el suero de aves no vacunadas y desafiadas con Avpg (Fig. 9) se 

observó que hubo un reconocimiento de OMPs de aproximadamente 37, 39, 46, 

49, 52 y 98 kDa en muestras de bacterias crecidas en ausencia y presencia de 

dipyridyl. Sin embargo, en las muestras de bacterias crecidas en presencia de 

dipyridyl se observo una expresión diferencial de dos proteínas más de 98 y 114 

kDa aproximadamente. 

   Al emplear el suero de aves vacunadas (Fig. 10) las proteínas que se 

observaron fueron de aproximadamente 37, 39, 46, 49 y 52 kDa en las muestras 

de bacterias crecidas en presencia y ausencia de dipyridyl, sin embargo el 

reconocimiento fue más tenue que el mostrado con el suero de aves no 

vacunadas y desafiadas con Avpg. En las muestras de bacterias crecidas en 

presencia de dipyridyl se observaron dos proteínas más de 98 y 114 kDa 

aproximadamente. Al utilizar el suero ALPES (Fig. 11), se observó un 

reconocimiento muy tenue de las OMPs de aproximadamente 37, 39 y 46 kDa. Al 

emplear el suero anti-HA, no se observo diferencia en el reconocimiento en 

muestras de bacterias crecidas en presencia y ausencia de dipyridyl (Datos no 

mostrados).

Fig. 9. Western blot donde se muestra el Inmunoreconocimiento de OMPs obtenidas de bacterias crecidas 

en presencia o ausencia de dipyridyl al usarse el suero de aves no vacunadas y desafiadas con Avpg.

Carril 1: Control 5h, 2: Dipyridyl 5h, 3:C124:D12, 5:C24, 6:D24 y 7: Marcadores de PM.
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Fig. 10. Western blot donde se muestra el Inmunoreconocimiento de OMPs obtenidas de bacterias crecidas 

en presencia o ausencia de dipyridyl al usarse el suero de aves vacunadas y desafiadas con Avpg.

Carril 1: Control 5h, 2: Dipyridyl 5h, 3:C12, 4:D12, 5:C24, 6:D24 y 7: Marcadores de PM.

Fig. 11. Western blot donde se muestra el Inmunoreconocimiento de OMPs obtenidas de bacterias 

crecidas en presencia o ausencia de dipyridyl al usarse el suero de ALPES. Carril 1: Control 5h,

2: Dipyridyl 5h, 3:C12, 4: D125:C24, 6:D24 y 7: Marcadores de PM.

2 
r -

.-_.;, 

2 

3 4 5 
...... _ 

3 4 5 

6 

6 

7 kDa 

- 201 

115 

93 

50 

37 

29 

7 kOa 

~ 201 

115 

93 

50 

37 

29 



7.6. Inmunoreconocimiento de Proteínas secretadas.

   Al emplear el suero de aves no vacunadas y desafiadas con Avpg (Fig. 12) se 

observó que hubo un reconocimiento de proteínas secretadas de 

aproximadamente 46, 52, 93, 98 kDa en las muestras de bacterias crecidas en 

ausencia de dipyridyl y de 92, 97 y 115 kDa aproximadamente en las muestras de 

bacterias crecidas en presencia de dipyridyl. 

   Las proteínas de bacterias crecidas en presencia de dipyridyl que se expresaron 

diferencialmente y fueron reconocidas con el suero de aves vacunadas y 

desafiadas con Avpg (Fig. 13) fueron de 93, 98 y 115 kDa aproximadamente, sin 

embargo en las muestras de bacterias crecidas en ausencia de dipyridyl se 

observo la expresión de proteínas de 50, 93 y 98 kDa aproximadamente. Al utilizar 

el suero ALPES, no se observó reconocimiento de proteínas secretadas (Fig. 14). 

Fig. 12. Western blot donde se muestra el Inmunoreconocimiento de proteínas secretadas obtenidas de 

bacterias crecidas en presencia o ausencia de dipyridyl al usarse el suero de Aves no vacunadas y desafiadas 

con Avpg. Carril 1: Control 5h, 2: Dipyridyl 5h, 3:C12, 4:D12, 5:C24, 6:D24 y 8: Marcadores de PM.
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Fig. 13. Westren blot donde se muestra el Inmunoreconocimiento de proteínas secretadas obtenidas de 

bacterias crecidas en presencia o ausencia de dipyridyl al usarse el suero de Aves vacunadas y desafiadas 

con Avpg. Carril 1: Control 5h, 2: Dipyridyl 5h, 3:C12, 4:D12, 5:C24, 6:D24 y 8: Marcadores de PM.

Fig. 14. Western blot donde se muestra el Inmunoreconocimiento de proteínas secretadas obtenidas de 

bacterias crecidas en presencia o ausencia de dipyridyl al usarse el suero de ALPES. Carril 1: Control 5h,

2: Dipyridyl 5h, 3:C12, 4: D125:C24, 6:D24 y 7: Marcadores de PM
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8. DISCUSION

   La mayoría de los componentes de la superficie bacteriana y aquellos liberados 

extracelularmente son antígenos y muchos de ellos son importantes en la 

virulencia de la mayoría de las bacterias (Reinhard, 1983) por lo que se 

consideran como determinantes en la patogénesis (Coyle y Pharm, 2003). 

   Avpg expresa varios factores de virulencia involucrados en su patogenicidad. 

Los más estudiados han sido la cápsula, la cual contiene antígenos de protección, 

entre los que se han estudiado y están localizados en la superficie de las 

bacterias: lipopolisacáridos (LPS), proteínas de membrana externa (OMP), 

polisacáridos (Blackall, 1995). 

   Mena-Rojas y col., en el 2004, identificaron proteínas secretadas por Avpg en el 

rango de 20-120 kDa creciéndola en diferentes medios de cultivo: BHI, TSB y 

LBGP, y reportando una mejor expresión en TSB o en BHI. Estas proteínas fueron 

reconocidas por sueros de aves vacunadas o infectadas experimentalmente con 

Avpg, pero no por los sueros de aves ALPES indicando que se trataba de 

inmunógenos que podrían ser importantes en la protección contra la CI. Además, 

proteínas secretadas de 110 y 120 kDa fueron reconocidas por anticuerpos contra 

Apx1 y la leukotoxina de M. haemolytica sugiriendo la posible presencia de una 

proteína del tipo RTX entre las proteínas secretadas por Avpg.

   Recientemente en el laboratorio se ha descrito la presencia de proteasas entre 

las proteínas secretadas por Avpg (Rivero-García, 2005) y la liberación de

estructuras membranales (vesículas de membrana) las cuales podrían estar 

implicadas en la virulencia debido a que estas contienen entre otras cosas 

proteasas, las probables proteínas RTX de 110-120 kDa, entre otras (Ramón-

Rocha y col., 2006).



   Un nutriente esencial para el crecimiento de muchos organismos es el hierro, ya 

que participa en la cadena transportadora de electrones, en el proceso de 

respiración, catálisis enzimática y estabilidad de estructuras proteicas (Paustian y 

col., 2002). El hierro de los fluidos corporales no está libre, sino que forma 

complejos con proteínas del huésped transportadoras de hierro, transferrinas. 

Existen tres clases: Tf sérica (serotransferrinas), lactoferrinas (Lf) o 

lactotransferrinas (están en fluidos extracelulares), y ovotransferrinas (Abdallah y 

El Hage Chahine, 1999). En base a lo anterior, los mecanismos empleados para 

obtener hierro por un microorganismo patógeno son considerados un mecanismo 

de virulencia.

   Al crecer Avpg en condiciones de restricción de hierro durante 24h, nos permitió 

observar en geles de poliacrilamida al 12% que a las 5h postinoculación, se 

expresaron diferentes proteínas de aproximadamente 93, 97, 106 y 141 kDa en 

extractos totales de estas bacterias, dichas proteínas no presentaron cambios en 

extractos totales de las bacterias crecidas en medio normal o rico en hierro, a 

pesar de que en este último su crecimiento se vio favorecido a diferencia del 

medio control y del medio suplementado con dipyridyl. La expresión de proteínas 

se encuentra regulada por factores ambientales. Este resultado podría indicarnos 

que estas proteínas se expresaban como una respuesta a la falta de hierro en el 

medio y por consiguiente que la expresión de estas proteínas se encontraba 

regulada por factores ambientales. Al analizar las muestras por SDS-PAGE, se 

pudo observar que la expresión de estas proteínas a las 5h, también se observaba 

a las 12 y 24h de cultivo.

   Deneer y Potter, (1989) trabajando con A. pleuropneumoniae crecida en medios 

pobres en hierro, observaron la expresión de dos proteínas de membrana externa 

de 105 y 76 kDa que eran reguladas por hierro. Deneer y Potter sugirieron que 

estas proteínas podrían servir como receptores para los complejos sideroforo-

hierro o actuar directamente como transportadores de hierro.



   Ogunnariwo y Schryvers en 1992 encontraron que cuando Avpg fue crecida en 

condiciones de restricción de hierro expresó dos proteínas de 94 y 53 kDa las 

cuales fueron identificadas como receptores de ovotransferrina. En las muestras 

de OMPs de Avpg crecida en presencia de dipyridyl observamos dos proteínas 

con pesos aproximados de 93 y 52 kDa, las cuales podrían corresponder a las de 

94 y 53 kDa descritas previamente por Ogunnariwo y Schryvers y que 

correspondían a receptores de ovotransefrrina. 

   En este trabajo, se expresaron diferencialmente OMPs de aproximadamente 80, 

93, 98, 113 y 161 kDa en bacterias crecidas en presencia de dipyridyl, conforme la 

bacteria tenía más tiempo de incubación, fue mayor la concentración de dichas

proteínas, durante las primeras 12h, se expreso una proteína de aproximadamente 

49 kDa en las muestras de bacterias crecidas en presencia y ausencia de 

dipyridyl, sin embargo esta proteína no se observo a las 24h en la muestra de 

bacterias crecidas en presencia de dipyridyl, pero se observo una proteína de 52 

kDa aproximadamente, la cual podría corresponder a la proteína receptora de 

ovotransferrina que menciona Ogunnariwo y Schryvers en su trabajo. 

   Zhao y col., (1995) trabajando con dos cepas de P. multocida (A52 y B80) 

aisladas del pulmón de cerdo y crecidas en restricción de hierro, observaron la 

expresión de cuatro proteínas de membrana externa de 74, 82, 99 y 109 kDa en 

A52 y de 74, 82, 94 y 99 kDa en B80, las cuales fueron reguladas por hierro y 

detectadas por inmunoreconocimiento al usar sueros de animales vacunados con 

una vacuna polivalente de P. multocida que contenían los serotipos A y D. 

   Además de las proteínas que fueron identificadas como receptores de 

ovotransferrina, Ogunnariwo y Schryvers describieron dos proteínas de 62 y 66 

kDa las cuales eran reguladas por hierro, sin embargo en este trabajo no se 

observaron dichas proteínas. Por el contrario, se observaron tres proteínas de 

aproximadamente 93, 98 y 113 kDa las cuales igualmente podrían estar reguladas 

por hierro, ya que solo se expresaron en muestras de bacterias crecidas en 



presencia de dipyridyl y podrían también estar participando en los mecanismos de 

captación he hierro por Avpg.

   La virulencia de Staphylococcus aureus es determinada esencialmente por las 

proteínas asociadas a la pared de la célula y las toxinas secretadas que se 

regulan y se expresan de acuerdo a las fases de crecimiento y/o condiciones de 

crecimiento. La expresión del gen es regulada por los factores específicos y 

sensibles, muchos de los cuales actúan a nivel transcripcional. Estos factores son 

regulados en gran parte por los sistemas reguladores de dos componentes, tales 

como el sistema agr, saeRS, srrAB, arlSR y lytRS, sistemas sensibles a señales 

ambientales. Las proteínas de unión de DNA, tales como SarA y los homólogos 

recientemente identificados de SarA (SarR, Rot, SarS, SarT, SarU), también 

regulan la expresión de factores de virulencia. Las múltiples vías generadas por 

estos factores permiten que la bacteria se adapte rápidamente a las condiciones 

ambientales y específicas, y desarrolle la infección (Bronner y col. 2004).

   Deneer y Potter, (1989) trabajando con los serotipos 1, 2, 3, 4, 5 y 7 de A.

pleuropneumoniae crecida en medios pobres en hierro, observaron la expresión 

de dos IROMPs de 105 y 76 kDa que eran reguladas por hierro y fueron 

reconocidas por el suero de cerdo infectado con el serotipo 1 de A. 

pleuropneumoniae, lo cual sugirió que dichas proteínas pueden ser expresadas 

durante el crecimiento in vivo en el organismo y posiblemente expuestas en la 

superficie celular. Las IROMPs expresadas en los demás serotipos fueron 

igualmente reconocidas por el suero de cerdo, lo cual sugiere que la expresión de 

dichas proteínas no es específica del serotipo.

   El análisis de inmunoreconocimiento nos permitió observar que Avpg crecida en 

restricción de hierro expresó OMPs que fueron reconocidas por los sueros de aves 

vacunadas y desafiadas y de aves no vacunadas y desafiadas con Avpg. Las 

OMPs inmunogénicas reconocidas con el suero de aves no vacunadas y 

desafiadas con Avpg en muestras de bacterias crecidas en presencia y ausencia 



de dipyridyl fueron de aproximadamente 37, 39, 46, 49, 52 y 98 kDa, con el suero 

de aves vacunadas y desafiadas con Avpg el reconocimiento fue más tenue. Las 

OMPs de 98 y 114 kDa aproximadamente que se expresaron diferencialmente en 

los medios suplementados con dipyridyl fueron reconocidas con el suero de aves 

no vacunadas y desafiadas con Avpg, sin embargo también se observo un 

reconocimiento muy tenue de la proteína de 98 kDa en las muestras de bacterias 

crecidas en ausencia de dipyridyl, sugiriendo que aunque la proteína se expresa 

en condiciones normales, existe un incremento de su expresión como 

consecuencia de un estrés. Al emplear el suero ALPES se observó  

reconocimiento muy tenue de OMPs de 37, 39 y 46 kDa las cuales también fueron 

reconocidas tanto por los sueros de aves vacunadas como por los de infectadas, 

sugiriendo que aunque estas proteínas son inmunogénicas, podrían estar 

formando parte de bacterias no patógenas 

   Como se sabe la HA ha sido considerada el principal antígeno de Avpg, por lo 

cual en este trabajo se quiso observar si existía una expresión diferencial de esta 

proteína al crecer a la bacteria en medio pobre en hierro. La expresión de una 

proteína de aproximadamente 39 kDa que se observo sin cambio por SDS-PAGE 

tanto en extractos totales como en OMPs en presencia o no de dipyridil nos sugirió 

que esta condición no afectaba su expresión. Para corroborar que se trataba de la 

HA se realizo un inmunoreconocimiento usando suero anti-HA, sin embargo no se 

observaron diferencias en el reconocimiento de la expresión de dicha proteína 

tanto en medios de bacterias crecidas en presencia y ausencia de dipyridyl, por lo 

que podemos concluir que la expresión de la HA no es afectada por la 

concentración de hierro en el medio. A la fecha no han sido descritas en Avpg las 

condiciones ambientales que afectan la expresión de esta proteína. Sin embargo 

Percival y col., en 1999, observaron que cuando Porphyromonas gingivalis era 

crecida a 41° C se producía una inhibición en la actividad de hemaglutinación de 

las células y una reducción con un anticuerpo monoclonal que reconoce los 

productos del gen implicados en la hemaglutinación.



   Una expresión diferencial en el patrón de proteínas secretadas también fue 

observado al crecer Avpg en medio pobre en hierro indicando también una 

respuesta de la bacteria por este mecanismo.

   En el análisis de inmunoreconocimiento con suero de aves no vacunadas y 

desafiadas con Avpg, las proteínas secretadas que fueron reconocidas y se 

expresaron diferencialmente en las muestras de bacterias crecidas en presencia 

de dipyridyl fueron de aproximadamente 92, 97 y 115 kDa, las cuales no fueron 

identificadas en las muestras sin dipyridyl. Proteínas secretadas de 46, 52, 93 y 98 

kDa fueron reconocidas únicamente en muestras provenientes de bacterias 

crecidas en ausencia de dipyridyl. Las proteínas secretadas que se expresaron 

diferencialmente y fueron reconocidas con el suero de aves vacunadas y 

desafiadas con Avpg fueron de aproximadamente 93, 98 y 115 kDa en las 

muestras de bacterias crecidas en presencia de dipyridyl, sin embargo en las 

muestras de bacterias crecidas en ausencia de dipyridyl durante las primeras 12h 

se observo únicamente la expresión de una proteína de aproximadamente 50 kDa 

y a las 24h se observan las proteínas de 50, 93 y 98 kDa aproximadamente. Con 

el suero ALPES no se observo reconocimiento de proteínas secretadas. Estos 

resultados nos pueden sugerir que dichas proteínas pueden estar involucradas en 

la virulencia de Avpg.



9. CONCLUSIONES

La expresión diferencial de proteínas inicia a las 5h de cultivo.

Existe una expresión diferencial de proteínas secretadas, de membrana externa y

del extracto total en bacterias crecidas en medio suplementado con dipyridyl.

Las proteínas de extracto total en bacterias crecidas en medio suplementado con

citrato férrico, no mostraron diferencia en su expresión.

Las proteínas secretadas inmunogénicas expresadas diferencialmente en

muestras de bacterias crecidas en presencia de dipyridyl con suero de aves no

vacunadas y desafiadas con Avpg son de aproximadamente 93, 112 y 115 kDa.

Las OMPs de aproximadamente 52 y 93 kDa podrían corresponder con las

proteínas de 53 y 94 kDa reportadas como receptores de ovotransferrina por

Ogunnariwo y Schryvers.

Las proteínas inducidas por estrés por hierro son inmunogénicas y podrían

participar en los mecanismos de captación de hierro.
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