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RESUMEN

Pasteurella multocida es una bacteria patdogena de importancia veterinaria
descrita como no mdévil y no flagelada. En el presente trabajo se muestran
evidencias de que P. multocida expresa flagelo y es capaz de moverse “in vitro”
Usando electroforesis (SDS-PAGE) bajo condiciones desnaturalizantes, se
determindé que el filamento flagelar estaba constituido por subunidades de
flagelina de aproximadamente 38-40 kDa. Por medio de microscopia
electronica se demostré la presencia de filamentos flagelares polares de
aproximadamente 15 ym de longitud y 10-20 nm de grosor, los cuales pudieron
observarse también por microscopia electrénica después de liberarlos de la
superficie bacteriana y obtenerlos por centrifugacion diferencial. La motilidad de
P. multocida pudo determinarse en soya tripticaseina con baja concentracion
de agar y fue afectada por la temperatura de incubacién y la adicion de
glucosa, fosfato y cloruro de sodio al medio de ensayo. Muestras de flagelina
purificada presentaron reactividad cruzada por Western blot al incubarlas con
antisueros contra diferentes flagelinas.  Utilizando  oligonucleétidos
complementarios a los extremos 5 y 3 del gen fliC de Actinobacillus
pleuropneumoniae se obtuvo por PCR un fragmento de 990 pb, cuya secuencia
codificaria una proteina de 40 kDa, en concordancia con el tamafo de la
flagelina purificada determinado por electroforesis. La secuencia amino terminal
de la proteina y la secuencia de DNA del gen fliC amplificado por PCR
mostraron una identidad del 95% con flagelinas de diferentes bacterias,
incluyendo a las de A. pleuropneumoniae y Escherichia coli O15H17.

La motilidad es considerada como un factor de virulencia en diferentes
bacterias patdogenas y puede ser importante para la patogénesis de P.

multocida en los diferentes animales que infecta.



2. INTRODUCCION

Pasteurella multocida es el agente etioldogico de un grupo de
enfermedades econdmicamente importantes y altamente contagiosas de
animales, tanto silvestres como domésticos (Christensen y Bisgaard., 2000).
Pasteurella, junto con los géneros Haemophilus y Actinobacillus, conformaban
la familia Pasteurellaceae, a la que recientemente se han adicionado entre
otros a los géneros Mannheimia, Gallibacterium, Lonepinella y Phocoenobacter
(Jacques y Leonie, 2002). En el Manual Bergey se considera a todos los
miembros de esta familia como inmodviles e incapaces de expresar un sistema
flagelar. Sin embargo, en ocasiones bacterias madviles no son capaces de
presentar flagelo si las condiciones de su microambiente son tales que impidan
su expresion, puesto que el ensamblaje de dicha estructura es muy costoso
energéticamente (Manson y col.,, 1977; Dreyfus y col., 1993; Macnab vy

Parkinson 1991; Fernandez y Berenguer 2000).

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES de P. multocida

P. multocida es un cocobacilo pleomérfico Gram-negativo de 1-2 ym de
longitud, cuyas células pueden observarse al microscopio 6ptico como formas
cocoides, bacilos cortos o filamentosos, con tincion bipolar, que pueden
aparecer sueltos o agrupados en parejas o cadenas cortas. P. multocida es un
microorganismo anaerobio facultativo, hasta ahora descrito como no movil, que
crece bien en medios de agar sangre, agar chocolate y Mueller-Hinton, pero no
en agar McConkey, eosina azul de metileno (EMB), ni en otros medios
selectivos o diferenciales empleados para el aislamiento de enterobacterias.
Después de una incubacién de 24 h en agar sangre, las colonias de P.
multocida son lisas, de 1-2 mm de diametro, con un color gris azulado brillante,
no hemoliticas y en ocasiones mucoides. El crecimiento en agar sangre y la
caracteristica tincion bipolar ayudan a diferenciar P. multocida del género
Haemophilus, con el que puede confundirse en la observacion microscopica
inicial. Como la mayoria de las especies del género, P. multocida da positivas
las reacciones de oxidasa y catalasa, y reduce los nitratos a nitritos (Mandell y
col., 1995)

La ausencia de hemdlisis en medios con sangre, la produccion de indol,

la descarboxilacién de la ornitina y una reaccion de ureasa negativa permiten



diferenciar a P. multocida de las otras especies del género. P. multocida incluye
tres subespecies: P. multocida ssp multocida, P. multocida ssp septica y P.
multocida ssp gallicida. La identificacion de subespecies se basa en la
produccion de acido a partir del sorbitol y del dulcitol, aunque esta distincién no

se considera relevante en los aislamientos clinicos (Christensen y col., 2005).

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA Y MECANISMOS DE TRANSMISION

P. multocida coloniza los conductos gastrointestinal y respiratorio de una
gran variedad de mamiferos y aves, los cuales constituyen su principal
reservorio (Holst y col., 1992). Los animales mas frecuentemente colonizados
son los gatos (50-90%) y los perros (50-65%). Las tasas de colonizacion en
seres humanos son muy bajas; en estudios epidemioldgicos se ha aislado P.
multocida de la faringe y de las secreciones respiratorias del 2-3% de las
personas que tienen contacto con animales. La colonizacidén es mas frecuente
en las personas que presentan patologia respiratoria crénica, sobre todo
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y bronquiectasias, en
ancianos y en pacientes con algun tipo de inmunodepresion. Generalmente el
hombre adquiere la infeccion por inoculacién directa, por arafiazos o
mordeduras de animales, especialmente de gatos o perros. Con menor
frecuencia se producen infecciones de heridas abiertas, no causadas por
mordedura, sino por contacto con secreciones de animales. P. multocida es la
causa mas frecuente de infeccion de heridas producidas por mordedura de
gato; sin embargo, en heridas por mordeduras de perros las principales causas
de infeccion son Staphylococcus aureus y diferentes especies del género
Streptococcus, siguiéndoles en frecuencia P. multocida (Goldstein y col., 1978).

Pasteurella es transmitida a otros animales a través de varios

mecanismos:

e El contacto directo con animales enfermos.

e Aerosoles.

¢ Laingestion de agua y alimentos contaminados.

e Picadura de mosquitos.

e Fomites.

e Mordeduras.



El mecanismo de transmision mas importante es por medio de
aerosoles. La transmision por ectoparasitos, via fomites y por las moscas
puede ocurrir durante la etapa aguda del brote, particularmente en la forma
septicémica que se presenta en mamiferos y aves; los pajaros silvestres, las
ratas y los ratones también se ven involucrados en la propagacion. La bacteria
puede persistir en sitios donde ha habido brotes de la enfermedad,
constituyendo un riesgo permanente, aunque éste se puede minimizar
realizando una buena desinfeccién y fumigacion, ademas de controlar la

presencia de roedores (Lovea y col., 2000).

2.1.2 CLASIFICACION

Taxa superior:

Bacteria;  Proteobacteria; Gammaproteobacteria;  Pasteurellales;
Pasteurellaceae.
Como se describe en el Manual Bergey, el género Pasteurella puede ser
dividido en siete especies: P. multocida, P. haemolytica, P. neumotropica, P.
anatipestifer, P. ureae, P. aerogenes y P. gallinarum cuyas principales

caracteristicas bioquimicas diferenciales se muestran en la Tabla |.

Tabla |

pneumo-
Caracteristicas  multocida tropica gallinarum aerogenes ureae anatipestifer

Hemodlisis - = - - - -
MacConkey - S - + - .
Ureasa - + 5 + + .
Indol + + - + + )
Acido de manitol + - 5 - + -

+
1
1

Gas de glucosa - - -
Hidrdlisis de gelatina

1
1
1
1
+

P. multocida se clasifica en cinco serogrupos : A, B, D, Ey F en base al
antigeno capsular (Sawada y col., 1982; Rimler y Rhoades, 1987), mediante la
técnica de hemaglutinacién pasiva con eritrocitos recubiertos con un extracto

crudo conteniendo antigenos especificos de la capsula, incluyendo



lipopolisacarido (LPS) y polisacarido no antigénico. En base al antigeno
somatico se clasifica en 16 serotipos utilizando la técnica de difusion en gel.
Ademas de las especies mencionadas, el género incluye a las
siguientes: P. avium; P. bettyae; P. canis; P. dagmatis; P. langaaensis; P.
anatis; P.skyensis; P. stomatis; P. testudinis; P. volantium; Pasteurella sp.A,
Pasteurella sp.B (Skerman y col., 1980; Madsen y col., 1985; Boyce, 1995).
Después de la reclasificacion de género se agregaron seis nuevas
especies, las que incluyen a P. granulomatis (Ribeiro y col., 1989), P. caballi
(Schlater y col., 1989), P. betti, P. lymphangitis, P. mairii and P. trehalosi
(Sneath y col., 1990). Recientemente P. granulomatis y P. haemolytica se han

reclasificado en el género de Mannheimia (Angen y col., 1999).

2.1.3 ENFERMEDADES CAUSADAS POR P. multocida

Dependiendo de la zona afectada, estas enfermedades pueden agruparse

en tres categorias:

1) De vias respiratorias superiores y areas adyacentes.
2) Neumonica / septicémica.

3) Local / traumatica.

Las enfermedades causadas por P. multocida afectan principalmente a
la industria pecuaria y causan pérdidas econdmicas significativas en todo el
mundo (Pijoan, 1999; Benkirane, 2002; FAO, 1994, 1995).

COLERA AVIAR

Esta enfermedad se describid originalmente en Australia en 1938, es
altamente contagiosa, afecta aves domésticas y silvestres, principalmente a
pavos, pollos y gallinas (Christensen y col., 2000; Blackall y col., 1995). La
bacteria entra a los tejidos de las aves a través de las membranas mucosas de
la faringe, de la conjuntiva o de heridas cutaneas. Los signos de la infeccion de
cblera aviar aguda se presentan sélo unas pocas horas antes de la muerte.
Durante este periodo la muerte de las aves infectadas parece ser el indicio de

la enfermedad. Los signos mas frecuentes son: fiebre, anorexia y plumaje



ondulado, descarga mucosa por el pico, diarrea, y frecuencia de la respiracion
aumentada. La cianosis ocurre inmediatamente antes de la muerte.

En la etapa cronica los signos estan relacionados con infecciones
localizadas en crestas, senos paranasales, articulaciones de piernas o alas,
patas, y bolsas esternales, las cuales con frecuencia se hinchan. Se pueden
observar lesiones de la conjuntiva y faringeas, asi como la torticolis provocada
como resultado de la infeccion de las meninges. Las aves que sobreviven

quedan infectadas de forma crénica y se ha observado repeticion de brotes.

SEPTICEMIA HEMORRAGICA

La septicemia hemorragica clasica se manifiesta por una septicemia
aguda, casi siempre mortal, principalmente en bovinos. La septicemia
hemorragica es causada por dos serotipos de P. multocida, especificamente el
B: 2 y el E: 2 (Rimler, 1990). La septicemia hemorragica clasica, la cual se
observa frecuentemente en el sureste de Asia, ocurre por lo general al inicio de
la temporada de lluvias y monzones, después de varios meses de sequia, en
que los animales han estado consumiendo muy poco alimento. La enfermedad
es particularmente prevaleciente entre los bufalos. Entre las causas de estrés
que pueden contribuir a los brotes se encuentra el cansancio, la exposicion a
temperaturas extremas, la mala nutricién, y el cambio de alimentos. La mayoria
de los casos en el bovino y bufalo son agudos, sucediendo la muerte de 6 a 24
horas después de presentarse los primeros signos. En algunos brotes los
animales pueden sobrevivir hasta 72 horas. Lo primero que se hace aparente
es un letargo, renuencia a moverse y temperatura elevada. A continuacion
aparece salivacion y descarga nasal, asi como inflamacion edematosa en la
region faringea que se disemina hacia la region cervical ventral y al pecho. Las
membranas mucosas visibles se encuentran congestionadas y la dificultad
respiratoria es seguida por colapso y muerte. La recuperacion, particularmente
en los bufalos, es rara. Su periodo de incubacién es de 90 dias (portadores
activos y latentes) (Carter y De Alwais, 1989).

Cuando se presentan circunstancias propicias para el crecimiento y
multiplicacion de P. multocida, en el cuerpo del animal se desarrolla una
septicemia en pocas horas; sin embargo, el agente etiologico puede ser

hospedado por periodos variables en un pequefio porcentaje de animales sin



signos clinicos y la perpetuacion de la enfermedad, de afo a afo o de estaciéon
a estacion, generalmente se atribuye a este estado de portador. Los bovinos
inoculados artificialmente con una dosis letal (aproximadamente 20 mil bacilos
por via intranasal), muestran signos clinicos en pocas horas y mueren entre 18
a 30 horas después. Los cambios tisulares mas evidentes en animales
infectados son: hemorragias ampliamente distribuidas, edema e hiperemia
general. En la mayoria de los casos hay inflamacion edematosa de la cabeza,
cuello y region del pecho. Hay hemorragias petequiales subserosas por todo el
cuerpo del animal y frecuentemente se encuentra liquido tefiido de sangre en

las cavidades toraxica y abdominal (Carter y De Alwais, 1989).

RINITIS ATROFICA INFECCIOSA

Se caracteriza por inflamacion hemorragica purulenta de la mucosa
nasal y etmoidal de los cerdos. La atrofia afecta los cornetes nasales y en
casos graves ataca los maxilares con deformacion de la cara. Pueden
presentarse hemorragias y torceduras de la nariz de algunos cerdos. Se puede
difundir al cerebro y causar encefalitis, con frecuencia posteriormente se
presenta neumonia. Puede también observarse desaparicion de tejidos en las
vias aéreas superiores (cornetes) y necrosis de los tejidos blandos que puede

invadir huesos de la nariz y cara (Rutter, 1985).

PASTEURELOSIS EN CONEJOS

En la rinitis/sinusitis causada por P. multocida las manifestaciones
incluyen descargas naso-oculares, estornudos y congestion. Los estornudos
son muy ruidosos por lo estrecho de los conductos que se bloquean si no
reciben un tratamiento oportuno; esta enfermedad puede progresar a
neumonia.

Con frecuencia Pasteurella no se puede eliminar completamente y los
conejos quedan como portadores sanos, los cuales muestran constantemente
los signos de la pasteurelosis y pueden propagar la bacteria. Clasicamente los
sintomas incluyen incapacidad para levantarse o acicalarse y para inclinar la
cabeza. Los conejos enfermos giran en circulos o se caen, en casos extremos

un animal puede torcerse o girar violentamente. Muchos de estos animales



enfermos pueden mejorar con largos tratamientos con antibiéticos (Kehrenberg
y col., 2001).

MANIFESTACIONES CLINICAS EN HUMANOS

La mayoria de las infecciones de piel y tejidos blandos de seres
humanos se debe a heridas provocadas por mordeduras o arafazos infectados
(Holst y col., 1992) o al contacto de la piel sana o dafada, con las mascotas
(Jonhson y col., 1977; Kumar y col., 1990; Weber y col., 1984). La infeccion se
caracteriza por el rapido desarrollo de una celulitis, con o sin formacion de
abscesos, y drenaje purulento o serosanguinolento por la herida. Por
inoculacion directa, o por extension, pueden afectarse huesos y articulaciones
originando osteomielitis y artritis séptica, aunque estas complicaciones son
raras. Se han descrito infecciones Oseas y articulares por diseminacion
hematdgena, especialmente en pacientes con artritis reumatoide, proétesis
articulares, y en pacientes en tratamiento con corticosteroides.

La manifestacion clinica mas frecuente de la infeccion respiratoria por P.
multocida es la neumonia y mas del 90% de los casos se presentan en
pacientes con patologia pulmonar subyacente. ElI comienzo de Ila
sintomatologia puede ser gradual o agudo y los sintomas mas frecuentes son
fiebre, disnea y dolor pleuritico.

Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes causadas por P.
multocida son las infecciones intra-abdominales, que incluyen la peritonitis
bacteriana espontanea, peritonitis secundaria a la perforacion de visceras,
abscesos intra-abdominales e infeccion de heridas quirurgicas. Se han descrito
con menor frecuencia casos de endocarditis, infecciones oculares, infecciones

genitales y del tracto urinario y meningitis (Kumar y col., 1990).

2.1.4 FACTORES DE VIRULENCIA DE P. multocida

Entre los principales factores de virulencia de P. multocida se
encuentran la capsula, el lipopolisacarido (LPS), las fimbrias, algunas proteinas
de membrana externa (OMP), la toxina dermonecrética, el sideroforo
multocidina, el receptor para transferrina y a algunas enzimas extracelulares
(proteasas, lipasa, hialuronidasa, neuraminidasa). Muchas de las bacterias

patdbgenas atacan a sus hospederos liberando factores de virulencia,



inyectando directamente moléculas toxicas (principalmente proteinas) en su
hospedero para invadirlo o matarlo (Zhang y col., 1998; Gorga y col., 2001;
Aizawa, 2001).

Céapsula

Las capsulas tienen un papel importante al determinar el acceso de
ciertas moléculas a la membrana celular, mediando la adherencia a superficies
e incrementando la tolerancia de la bacteria a la desecacion (Boyce y col.,
2000a y 2000b) ademas de conferirle proteccion contra la fagocitosis y contra
la actividad bactericida del complemento del suero (Ophir y Gutnick, 1994;
Vogel y col., 1997; Kahler y col., 1998; Smith y col., 1999).

La enfermedad causada depende generalmente del serogrupo capsular,
ya que los serogrupos B y E, que producen una capsula compuesta
principalmente de arabinosa, manosa y galactosa, causan septicemia
hemorragica en ganado vacuno y bufalos; el serogrupo A, productor de una
capsula extracelular de acido hialurénico, causa colera de las aves y
pasteurelosis neumonica porcina; y el serogrupo D, cuya capsula contiene
heparina, causa rinitis atréfica en cerdos. El serogrupo F también causa célera
en aves y produce una capsula de condroitin-sulfato (Rimler and Rhoades,
1987).

La mayoria de los casos de colera aviar, septicemia hemorragica y rinitis
atrofica es causada por cepas de los serogrupos A, B y D, respectivamente,
sugiriendo que la capsula esta relacionada a la patogénesis de la enfermedad y

la especificidad hacia el hospedero.

Lipopolisacarido (LPS)

El LPS (endotoxina) es uno de los componentes principales de la

membrana externa de las bacterias Gram negativas, siendo la porcion A del
lipido la parte mas toxica de la endotoxina (Pudri y col., 2003).
Se ha sugerido que el LPS de P. multocida puede participar en la adherencia
bacteriana a las células del tracto respiratorio porcino (Jacques y Paradis,
1998) y se ha demostrado que participa de modo importante en la septicemia
hemorragica de los bufalos (Harper y col., 2004; Horadagoda y col., 2001).
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Los anticuerpos contra el LPS protegen parcialmente a ratones de la
infeccion por P. multocida (Ramdani y Adler, 1991). Las cepas aisladas de
brotes de colera aviar muestran resistencia al efecto bactericida del suero, un
fenotipo que se ha considerado como indicador de la virulencia de las cepas

que infectan a pavos (Morishita y col. 1990).

Toxina dermonecratica.

Algunas cepas de P. multocida producen una toxina dermonecrotica,
conocida también como toxina osteolitica. Estas cepas toxigénicas son
capaces de causar rinitis atrofica en cerdos, a diferencia de las no toxigénicas
que no causan la enfermedad (Il'ina y Zasukhin, 1975). El gen que codifica esta
toxina (toxA) ha sido clonado en Escherichia coli y la proteina recombinante se
ha utilizado para producir rinitis atrofica en cerdos (Kamps y col., 1990; Lax y
Chanter, 1990; Staddon y col., 1991). Esta toxina penetra a la célula por un
mecanismo endocitico no bien definido, afecta la permeabilidad endotelial
(Essler y col.,, 1998) y actua estimulando varias cascadas intracelulares de
sefalizacion para promover la proliferacién de los osteoclastos, provocando la
resorcion del hueso, en tanto que inhibe especificamente la diferenciacién de
los osteoblastos (Lax y col., 2004). La toxina purificada es suficiente para
inducir experimentalmente la rinitis atrofica progresiva en cerdos (Foged y col.
1987).

Fimbrias.

Las fimbrias, también conocidas como pili, son apéndices similares a
pelos formados por subunidades proteicas llamadas fimbrinas o pilinas,
generalmente miden 1-2 um de longitud y su diamtero es de 2-8 nm .Las
fimbrias han sido asociadas con la adhesion a tejidos del hospedero sobre todo
en bacterias patogenas (Finlay y Falkow, 1997), por ejemplo el pilus tipo | que
se encuentra en las cepas uropatégenas de E. coli y Salmonella, el pilus tipo IV
de Pseudomonas aeruginosa, Moraxella ssp.; Neiserria ssp., Vibrio cholerae y
las cepas enteropatogénicas y enterotoxigénicas de E. coli. Se ha demostrado
in vivo que el pilus contribuye a la virulencia (Bieber y col., 1998). Se ha
evidenciado su papel en la adhesion in vitro usando 6rganos y cultivos

celulares (Finlay y Falkow, 1997).
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Se han aislado y caracterizado las fimbrias tipo IV de los serogrupos A, By D
de P. multocida. Esta fimbria se expresa en mayor cantidad en condiciones de
microareofilia (Ruffolo y col. 1997). Los genes del pilus tipo IV comparten
homologia con los del sistema de secrecion tipo Il, que ensambla este organelo

complejo en la superficie bacteriana (Pugsley, 1993).

Porina H.

Las porinas son proteinas formadores de canales, han sido encontradas
en bacterias Gram-negativas, mitocondrias y cloroplastos. Ademas de la
funcidbn de poro, las porinas bacterianas sirven como receptores para
bacteriéfagos y bacteriocinas y en el caso de bacterias patdégenas son el blanco
del sistema inmunolégico (Chevalier y col., 1993),

Algunas toxinas bacterianas funcionan insertdandose en la membrana
plasmatica de la célula hospedera, lo que causa la formacién de un poro o
canal que conduce a la lisis celular. Esta familia de toxinas se ha encontrado en
muchos patdogenos Gram negativos y comparte un mecanismo de secrecion
conservado (tipo 1) que es responsable de transportarlas fuera de la bacteria
(Bosch y col., 2001).

La porina H, de 37 kDa, es la principal proteina de membrana externa
(OMP) de P. multocida (Lugtenberg y col.,, 1986). Esta proteina ha sido
purificada y caracterizada como una porina, porque esta estructural y
funcionalmente relacionada con la superfamilia de porinas formadoras de
canales en bacterias Gram negativas; presenta un alto contenido de glicina,
bajo contenido de prolina y carece de cisteina. Funciona como tamiz molecular
permitiendo la difusion de pequenos solutos hidrofilicos a través de la
membrana externa y también sirve como receptor para bacteriéfagos y

bacteriocinas (Chevalier y col., 1993, Bosch y col., 2001)

Sialidasas.

Las sialidasas son una superfamilia de exoglicosidasas que liberan N-
acetil-neuraminato (acido sialico) de las glicoproteinas, glicolipidos vy
polisacaridos. Estas enzimas son expresadas principalmente en eucariontes,

en algunos virus y en bacterias y protozoarios patégenos.
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Las especies de Pasteurella son patégenos oportunistas que se encuentran en
las mucosas de organismos superiores, y producen sialidasas, las cuales se
consideran un factor de virulencia en P. multocida, M. haemolytica y P.
volantium. (Muller y Mannheim. 1995).

Las sialidasas de P. multocida NanB y NanH, tienen alta actividad en
un amplio rango de pH, lo que sugiere que las dos enzimas son aptas para
actuar en diversos ambientes del hospedero, incluyendo las secreciones
mucosas y el suero. El poseer ambas sialidasas aumenta enormemente la
capacidad metabdlica de un organismo para colonizar diferentes especies de
animales o crecer en diferentes tejidos, al proporcionarle una marcada
versatilidad en su acceso para utilizar el acido sialico como fuente de carbono
(Mizana y col., 2000).

Hemolisina

Las hemolisinas son agentes que danan la membrana celular y se han
descrito como factores de virulencia debido a su habilidad para lisar eritrocitos
y otras células del hospedero. Aunque P. multocida se ha descrito como un
microorganismo no hemolitico, se ha demostrado que ésta es capaz de
producir una hemolisina en condiciones anaerdébicas. Al clonar el gen ahpA de
P. multocida en una cepa no hemolitica de E. coli, se observé una elevada
actividad hemolitica sobre eritrocitos de pollo, conejo, bovino, ovino y equino;
en menor grado sobre eritrocitos humanos (Diallo y Frost, 2000; Cox y col.,
2000).

Proteasas

Las proteasas son enzimas degradativas que catalizan la hidrdlisis total
o parcial de proteinas, rompen enlaces peptidicos y degradan las proteinas a
péptidos. Diferentes tipos de proteasas tienen diferentes especificidades para
enlaces entre residuos de aminoacidos particulares.

P. multocida es capaz de secretar metaloproteasas y la caracterizacion
de algunas de ellas se ha llevado a cabo destacando su posible papel durante
la colonizacién de tejidos y desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo, la
colonizacion de las superficies mucosas y posterior invasion podria ser

promovida por proteasas que degradan diferentes sustratos que se encuentran
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en un huésped, incluyendo IgA e IgG (Pouedras y col., 1992; Klauser y col.,
1993). En algunas bacterias las metaloproteasas son consideradas como
factores de virulencia que participan en la patogénesis. En P. multocida se han
descrito varias metaloproteasas que son secretadas al medio y se sugiere
podrian participar en el dano producido por la bacteria a sus hospederos

(Pouedras y col., 1992; Negrete-Abascal y col., 1999)

2.2 FLAGELO

Las bacterias tienen varios estilos de vida: individuales, simbidticas,
comensales o parasitas y patdégenas. Sdlo las células que nadan por medio de
flagelos buscan mejores medios para sobrevivir. El flagelo bacteriano es un
organelo motor y un aparato de ensamble y de exportacion de proteinas
(Macnab, 2003).

ESTRUCTURA FLAGELAR

Los flagelos bacterianos estan formados por tres partes (Fig. 1A):

A. Un filamento largo y helicoidal.

w

Una estructura corta curvada conocida como gancho.
C. Un complejo cuerpo basal formado de un cilindro central y una serie de
anillos alrededor y debajo del complejo.
El filamento y el gancho salen de la superficie celular mientras que el cuerpo
basal se extiende en la membrana celular y contiene los anillos inferiores en la

membrana interna.
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Fig. 1. A. Estructura del flagelo. Se muestran esquematicamente los

componentes principales del flagelo.

a) Filamento Flagelar. El filamento es el componente principal del flagelo, esta
formado por la polimerizacion de alrededor de 20,000 copias de una proteina
llamada flagelina, cuyo peso molecular puede variar de 30 a 80 kDa
dependiendo de la especie bacteriana. El ensamble final de la flagelina da
como resultado una estructura tubular con un diametro constante de 20 nm y
una longitud variable de 5-10 uym. El papel especifico del filamento flagelar es
como propulsor, lo cual demanda una baja flexibilidad durante la rotacion para
impulsar a la célula (Fernandez y Berenguer, 2000). La caracteristica
esencial de la estructura que emplea mecanismos de exportacién via flagelar
es un cilindro central aproximadamente de 3 nm que se extiende por todo el
filamento desde el espacio periplasmico del anillo MS hasta la punta del

filamento (Macnab, 2003). En el filamento se encuentra el Eje Central.

Eje Central. La motilidad esta bajo el control de las sefiales ambientales, por lo
tanto el motor necesita mas de un modo de operacién para responder. El
mecanismo mas estudiado es el cambio en la direccion de rotacion del motor
entre el sentido en contra y a favor de las manecillas del reloj. Esto requiere un
eje, el cual en Salmonella consiste de subunidades de tres proteinas FIliG, FliM
y FIliN (Yamaguchi y col., 1986). Aun no se sabe su estequiometria precisa

excepto para FliG, la cual puede formar una fusion funcional con las proteinas
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FliF del anillo MS. La mejor estimacién para FliM y FIiN es de casi 37 y 100
respectivamente. Este eje central es una estructura larga. Morfolégicamente,
FIiM y FliN forman una estructura citoplasmica similar a un anillo o taza llamado
anillo C. FIiG participa también en la generacién de movimiento, FIiM es el
blanco para la salida de la cadena de transduccion sensorial y el papel de FliN

aun se desconoce (Macnab, 2003).

b) Gancho. El gancho flagelar es una estructura cilindrica construida en forma
similar al filamento, funciona como una unién universal. En bacterias tales
como Salmonella, las cuales tienen multiples flagelos emergiendo de diversas
partes de la célula, los ganchos juegan un papel importante para ayudar a que
esos flagelos funcionen eficientemente. El gancho es el resultado de la
polimerizacion de aproximadamente 130 subunidades de la proteina FIQE y su
longitud es regulada por la unién de las proteinas FIgK y FlgL a la punta del
gancho durante el ensamble flagelar (Macnab, 1977; Bar Tana y col., 1977;
Ikeda y col., 1987).

c) Cuerpo Basal. Es una estructura compleja, la cual abarca desde la
envoltura celular y se extiende hasta el citoplasma. En las bacterias Gram-
negativas, en su forma mas simple consiste de un cilindro central y de tres
anillos proteicos llamados L (por LPS), P (por péptidoglicano (PG) y de un
anillo de membrana llamado MS (membrana/supramembrana). Los anillos P y
L estan embebidos en la membrana externa y en el péptidoglicano estando
conectados por un cilindro, mientras que el anillo MS esta insertado en la
membrana interna. Estos anillos son el resultado de la polimerizacién de 26
subunidades de las proteinas FIgH, Figl, y FliF para los anillos L, P y MS
respectivamente. Por otro lado el cilindro central estda formado por cuatro
proteinas diferentes (FIgB, FIgC, FIgG y FIgF), siendo el componente principal
la proteina FIgG, la cual esta presente en aproximadamente 26 copias
(Macnab, 2003).

Por microscopia electronica se ha detectado la presencia de un anillo
adicional conectado al anillo MS el cual sobresale de la membrana interna al
citoplasma. El cuerpo basal junto con esta estructura llamada anillo C (de

citoplasma) forma lo que se llama Cuerpo Basal Extendido. Inmunoensayos
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con anticuerpos especificos revelaron que el anillo C tiene tres proteinas
motoras FIliG, FliM, y FIiN. El cuerpo basal es una estructura pasiva; por
ejemplo, recibe los impulsos del movimiento del motor y los transmite al

gancho y de este al filamento (Osawa y col., 1994; Macnab 2003).

Motor flagelar. EI motor opera por un mecanismo rotatorio que puede ser
dividido en dos componentes principales: Estator o eje y el rotor. El estator
consiste de copias multiples arregladas alrededor del cuerpo basal, esta
compuesto por dos proteinas Mot A y Mot B. EIl estator no esta unido
covalentemente al peptidoglicano y permanece fijo en la célula. Las proteinas
Mot forman un anillo de 11 elementos alrededor del cuerpo basal funcionando
no sélo como una unién al péptidoglicano sino que también forman un canal de
protones que va del periplasma al citoplasma (Macnab, 2003; Vale, 2003).

El rotor consiste de multiples copias de una proteina, llamada FliG, que no
estan unidas covalentemente al anillo MS y junto con las proteinas Mot son
responsables de la generacion del movimiento (Zhou y col., 1998; Lloyd y col.,
1996; Braun y col., 1999).

Este motor utiliza el potencial de protones transmembranal, eléctrico (Ay) y
quimico (ApH). Blair y Berg, (1998) sugieren que cuando los protones
atraviesan la membrana se unen especificamente a un aspartato en Mot B
provocando un cambio conformacional en el estator que dirige al motor hacia
un paso de rotacion. Este es seguido por la desprotonacion del residuo de
aspartato que libera el proton hacia el citoplasma y la restauracion del estator a
su conformacion original. Esta movilidad requiere cientos de protones por

revolucién (Blair y Berg, 1998; Kojiyama y Blair, 2001).

Aparato Exportador. La maquinaria de exportacion estda en la cara
citoplasmica del anillo MS. El aparato exportador flagelar secreta las proteinas
del filamento, gancho y flagelo, en la secuencia y cantidad adecuadas, las
cuales difunden hacia el tubo central del flagelo para su ensamble en la parte
distal de la estructura creciente (Macnab, 2003; Vale, 2003; Minamino vy
Macnab 1999).
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Fig. 1B. Composicion proteica.

Proteinas auxiliares y de union.

Proteinas capping. Estas proteinas se localizan en la punta del filamento en
crecimiento. En una etapa temprana del ensamble las proteinas se localizan en
la punta del gancho. Su funcién es proteger de la degradacion a las estructuras

en crecimiento (Macnab, 2003).

Proteinas de unién. Entre el gancho y el flamento existen dos zonas de
proteinas que son llamadas proteinas de union (lkeda y col., 1987). Una
posible funcién de estas proteinas es que son adaptadores estructurales ya
que el gancho y el filamento tienen diferentes propiedades mecanicas, el
primero como una unién universal y el segundo como un propulsor. Estudios
cristalograficos recientes apoyan estos datos (Imada, referido en Macnab,
2003).
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Ensamble del flagelo.

Los primeros eventos de ensamble del flagelo involucran los componentes de
la membrana citoplasmica. En los procariotes las proteinas de la membrana
citoplasmica son insertadas en la membrana por la via Sec (Katayama y col.,
1996).

P
S

t.,m‘.;J

Fig 2. Imagen por microscopia electronica del flagelo. Esta imagen es un
promedio de 100 imagenes individuales de una preparacion congelada de
flagelo (DeRosier, 1998).

La primera estructura flagelar que se detecta por microscopia electronica
(ME) durante la formacion del flagelo, es el anillo MS del cuerpo basal, el cual
se forma por el autoensamble de las subunidades de FliF. EI ensamble del
anillo MS en la membrana citoplasmica ocurre en ausencia de otros
componentes flagelares. Sin embargo, se desconoce el mecanismo usado por
la célula para seleccionar la localizacion y el numero de anillos MS sintetizados
o el momento de iniciar el ensamble flagelar. La siguiente estructura que se
ensambla es el anillo C cuyos componentes son FIliG, FIiM y FIiN. La
finalizacion de estos anillos marca el tiempo para el ensamble de un cilindro
mas delgado, cuyos componentes son FIgB, FIgC, FIgF, FIgG, esto ocurre por
el poro formado por el anillo MS (Katayama y col., 1996).

Posteriormente es incorporada la proteina FIgD en su punta actuando
como andamio, el cual permite que la proteina del gancho FIgE inicie la
polimerizacion. Sin embargo, el crecimiento del gancho es detenido
rapidamente debido al obstaculo fisico que presenta la membrana externa.

Para atravesar la membrana externa deben ser adicionados los anillos P y L.
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Un precursor de FIgl (proteina del anillo P) se ensambla y se une
fuertemente en el centro del cilindro seguido por FIgH (proteina del anillo L) el
cual se une en la punta. El ensamble de los anillos P y L requiere de FIgA y de
la oxidacién de dos cisteinas de Flgl por el sistema formador de unién disulfuro
(Dsb) en el espacio periplasmico de la célula. La secrecion de Flgl (anillo P) y
FIgH (anillo L) en el periplasma y membrana externa es dependiente de la via
general de secrecion (GSP). Ambas proteinas son sintetizadas con un péptido
sefal dependiente del sistema Sec (SP) que es procesado durante su
secrecion. Aunque el ensamble de los anillos P y L no esta completamente
entendido se ha demostrado el requerimiento de la proteina capping FIgD
(Minamino y Macnab, 1999).

El numero de las subunidades adicionadas subsecuentemente al gancho
(por arriba de un tamano de 55 £ 6 nm) aparentemente es controlado por FliK,
una proteina cuya localizacibn en la célula aun no se sabe. FIhB es
responsable de la seleccion del tipo de proteina secretada a través del aparato
de secrecion flagelar (Macnab, 1996).

Una vez que el gancho es completado, el factor anti-o FIgM es secretado
de la célula, permitiendo la transcripcion del operdn clase Il por medio de FliA
(0?®), las proteinas asociadas al gancho FIgK, FigL y FliD se unen entre ellas.
El papel inicial de FIgK es polimerizar en la punta del gancho FIgE (principal
componente del gancho) reemplazando el andamio de FIgD. Esto permite
inmediatamente la polimerizacién de una o mas FIgF en la punta de FigK.
Finalmente se adiciona FIliD en la punta actuando como una nueva proteina
capping (lkeda y col., 1987).

Después de la adicion de FIiD, las subunidades de flagelina inician su
incorporacion en la unién FIgL-FIiD llevando a la extension del filamento con
longitud variable, que depende de la cantidad de flagelina sintetizada. Un
problema importante para el crecimiento del filamento es la barrera energética
que representa el movimiento de las subunidades de flagelina a lo largo de su
longitud para alcanzar la punta del filamento (por arriba de 10 pm). Se ha
propuesto que Flil, una ATPasa requerida para sintesis flagelar, pueda
proporcionar la energia requerida para el movimiento de la flagelina. Como
muchas otras proteinas del aparato flagelar, Flii es homdloga a los

componentes del sistema de secrecion tipo Ill. Con excepcion de los
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componentes de los anillos P y L la secrecidn de las otras proteinas flagelares
requiere de una maquinaria especifica, el aparato de exportacion el cual esta
relacionado filogenéticamente con el sistema de secrecion tipo Il encontrado
en muchas bacterias patogenas. Cerca de 10 genes con homologia a los genes
pertenecientes al aparato de secrecion tipo Il han sido identificados en el
cluster flagelar. Algunos de estos (codifican para las proteinas FIhA, FIhB, FliH,
Flil, FliO, FIliP, FliQ, y FIiR) pueden ser componentes integrales de esta
maquinaria ya que si se muta alguno de ellos, falla la secrecién de los
componentes flagelares (por ejemplo, FIgE la proteina del gancho y su proteina
cap FIgD). Sin embargo algunos han sido localizados en el cuerpo basal (FliP,
FIiR y FIhA), mas probablemente en el poro formado por el anillo MS, esto
apoya su involucramiento como componentes del aparato de secrecion flagelar
(Katayama y col., 1996).

Este sistema actua como una jeringa molecular dirigiendo la inyeccion
de varias proteinas bacterianas en el citoplasma del hospedero eucariota
activando la via de sefializacion de la célula huésped y llevando a una variedad
de respuestas celulares que favorecen la invasion del patégeno (Fernandez y
Berenguer, 2000).

Funcion

El flagelo bacteriano no sélo es un organelo de locomocion, sino que
contiene un sofisticado aparato exportador muy parecido a la via de secrecién
tipo Il para factores de virulencia. Los flagelos bacterianos también juegan un
papel muy importante en la adhesion, colonizacién, formacion de biofilms e
invasién que contribuyen a la patogénesis. EI numero y distribucion de flagelos
en bacterias es variable, sin embargo, la expresion flagelar es influenciada por
las condiciones de crecimiento. En medio sélido muchas especies de bacterias

expresan mas flagelo que al ser crecidas en medio liquido (Kirov, 2003).

El flagelo esta involucrado en los siguientes procesos:
e La quimiotaxis. Es el movimiento de una bacteria hacia un estimulo
positivo o lejos de uno negativo. Es importante para la movilidad y la

virulencia, dado que es a través de este mecanismo como se acercan o
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se alejan de los componentes quimicos que le pueden servir o dafiar,
respectivamente (Tortora y col., 2002)

e Participa en adhesién (Salmonella, Pseudomonas, E. coli). (Josenhans y
Suerbaum 2002).

e Tiene similitud con el sistema de transporte de proteinas tipo Ill. Por
medio de este aparato se translocan subunidades proteicas en una
forma dependiente de ATP a través de la membrana citoplasmica y son
liberadas al canal central para posteriormente ser ensambladas. El
aparato de secreciéon tipo Ill del flagelo muestra homologia con el
aparato de secrecion tipo Il de las bacterias Gram-negativas, las cuales
exportan toxinas y otros factores de virulencia que influyen la interaccion
de la bacteria con el hospedero en la patogénesis (Aizawa 2001).

e Formacion de biofilms. Las células agregativas interaccionan con ellas
mismas o con células del huésped formando biofilms (Kirov, 2003).

e La flagelina, un ligando presuntivo para Receptores Toll-like 5 (TLRS5).

Durante el curso normal de una infeccion, el agente infeccioso provoca
que el hospedero desarrolle una respuesta inmune, que involucra estrategias
de la respuesta innata, seguida de una respuesta inmune especifica que
favorece la eliminacién del patégeno y estimula al hospedero a establecer un
estado de inmunidad protectora (Goldstein, 2004).

Los TLRs son miembros de la superfamilia de receptores de Interleucina
1 (Fig. 3). La porcion extracelular de estos receptores contiene un repetido rico
en leucinas, el cual tiene un motivo xxLxLxx que esta involucrado en el
reconocimiento de moléculas conservadas expresadas sobre los agentes
infecciosos pero no en el hospedero; los TLRs median la produccion de
citosinas necesarias para el desarrollo de la inmunidad (Hayashi y col., 2001).

La flagelina de bacterias Gram positivas y Gram negativas es reconocida
por los receptores TLRS, y actua como un potente activador de la expresion de
genes involucrados en el proceso inflamatorio del epitelio intestinal. Aunque la
flagelina promueve la inflamacién solo si atraviesa el epitelio intestinal y entra
en contacto con membranas basolaterales (Kaisho y Akira, 2000; Gewirtz,
2001; Hayashi y col., 2001).
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Fig.3. Esquema de los TLRs.

Importancia del flagelo en patogenicidad.

Se ha demostrado que existen varias especies bacterianas que
requieren de la motilidad para que tengan éxito en su hospedero. La evidencia
se apoya en que bacterias mutantes inmdéviles o no flageladas son incapaces
de colonizar y su capacidad para producir enfermedad se ve disminuida
(Kerridge y col. 1960). El flagelo puede servir como un apéndice adhesivo en
las fases iniciales de la colonizacion, asi también se sabe que sirve como sefial
mecanica para indicarle a la bacteria que el programa de regulacién por
contacto del hospedero ha iniciado. Después de las fases de adherencia e
infeccién la bacteria regula su motilidad a favor de una invasién celular
especifica o programa de transduccion de senal (Josenhans y Suerbaum,
2002).
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Tipos de flagelo

La distribucion de los flagelos en las células bacterianas tiene cuatro

posibles arreglos:

@ Mondtricos. Un solo flagelo polar.

\ Vibrio

@ Amfitrico. Un manojo de flagelos en cada extremo de la célula.

% Spirillum

@ Amlofétrico. Dos o mas flagelos en un extremo de la célula.

% Bartonella

@ Peritrico. Flagelos distribuidos lateralmente o en todo el contorno de la célula.

%%fé E. coli

Fig. 4. Arreglos del flagelo en la superficie bacteriana.

Genética de flagelo

El flagelo tiene una base genética compleja. Estudios del flagelo de
microorganismos como E. coli y S. enterica, han demostrado que existen mas
de 50 genes involucrados en la motilidad y quimiotaxis. Estos genes estan
arreglados en alrededor de 14 operones flagelares, los cuales se distribuyen en
tres clusters principales que operan en una cascada regulatoria, generando una
jerarquia en la expresion de genes. En E. coli el operon clase 1 codifica los
activadores transcripcionales del operén clase 2. Los genes del operon 2
incluyen componentes estructurales del gancho y el activador transcripcional
para el operon clase 3. El operon clase 3 incluye los genes estructurales del
filamento flagelar y el sistema de transduccion de sefales para la quimiotaxis

que dirige el movimiento de las células. Este mecanismo de regulacion asegura
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que los genes de la clase 3 no se transcriban antes de que las estructuras del

gancho sean completadas (Harshey y Toguchhi, 1996; Kalir y col. 2001).
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

El interés en el estudio del flagelo se ha incrementado en fechas
recientes, considerandolo no s6lo como un organelo de locomocion, ya que
contiene ademas un aparato de transporte sofisticado que esta estrechamente
relacionado con el sistema de secrecion tipo Il para factores de virulencia.
Ademas de que también tiene un papel adicional en adhesion, colonizacion,
formacion de biofilm, e invasién que contribuyen a la patogénesis bacteriana
(Kirov, 2003).

El nimero y distribucion de flagelos en las bacterias varia, desde Unico
hasta arreglos con multiples flagelos. La expresion flagelar esta influenciada
por las condiciones de crecimiento. En medio solido, muchas bacterias
expresan mas de un tipo de flagelo, a diferencia de aquellas que lo hacen en
medio liquido. Algunas especies, como Proteus mirabilis, incrementan su
namero de flagelos; mientras que otras, como V. parahaemolyticus, tienen un
flagelo polar en medio liquido, pero en medio sélido presentan una mezcla de
flagelo polar (Fla) y peritrico (Laf), éste dltimo puede estar en gran numero
(Allison y Hughes, 1991; McCarter, 1999). La produccién de flagelo es un
proceso costoso para la bacteria en términos de recursos y energia (Kirov,
2003).

En la familia Pasteurellacea se incluye a un gran numero de
microorganismos patdgenos para el ser humano entre los que se encuentran H.
influenzae, H. ducreyi, A. actinomicetemcomitans, y patdogenos para animales
como M. haemolytica, A. pleuropneumoniae y P. multocida, entre otros. En el
Manual Bergey se describe a todos los integrantes de esta familia como
microorganismos inmaoviles, pero en nuestro grupo de investigacion hemos
demostrado que A. pleuropneumoniae, responsable de la pleuroneumonia
porcina, expresa flagelo, es movil in vitro; posee un gen fliC, cuya secuencia de
nucledtidos y la de aminoacidos de su flagelina son muy parecidas a las
flagelinas de otras bacterias. La flagelina de A. pleuropneumoniae mostro
reactividad cruzada con anticuerpos contra flagelinas de E. coli y Salmonella,

entre otras bacterias (Negrete-Abascal y col., 2003).
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4. JUSTIFICACION

La mayoria de las bacterias patdgenas Gram negativas y algunas Gram
positivas poseen en su membrana estructuras flagelares. El flagelo es mucho
mas que un organo de locomocion y tiene multiples funciones que contribuyen
a la patogénesis (Kirov, 2003). Dada la importancia del flagelo como factor de
virulencia y como 6rgano de locomocién de las bacterias, y dado que al menos
otro de los miembros de la familia Pasteurellaceae: A. pleupneumoniae,
descrito como no movil, tiene flagelo, es probable que P. multocida sea capaz

de expresar flagelo in vitro bajo ciertas condiciones ambientales.

5. HIPOTESIS

P. multocida es capaz de expresar flagelo y de moverse in vitro.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Demostrar la motilidad in vitro de P. multocida.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar las condiciones in vitro para la movilidad de P. multocida.

e Demostrar la presencia de flagelo en la superficie bacteriana por
microscopia electronica.

e Obtener la flagelina de P. multocida.

e Determinar la reactividad cruzada de la flagelina con diferentes sueros
anti-flagelo.

e Amplificar por PCR y secuenciar el gen fliC de P. multocida.

e Deducir la secuencia de aminoacidos de la flagelina a partir de la

secuencia de nucleotidos del gen fliC.
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7. Estrategia Experimental.

Estrategia experimental para la seleccion de cepas motiles.

- baja[ 02]
Cepas de P. multocida : Fﬁjgélg}]
(aisladas de ave y EE—— @ > | [ gales I
cerdo) (BioVetSA) CaCl,, MgSO,,
K,HPO,,NaCl
Pruebas de
movilidad en agar
semisolido
Procesamiento de las cepas métiles.
MPM
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Y
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- Microscopia SDS-PAGE = =
Extraccion de . Flagelo = -
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DNA cromosomico

v Secuenciacion
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—
A 4
Ligacion al vector e ]
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¥ Analisis “in silico”
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 ORIGEN DE LAS CEPAS

Las cepas de P. multocida utilizadas en este trabajo fueron donadas por
el laboratorio BIOVETSA de Tehuacan, Puebla. Estas cepas fueron aisladas de
pollo (P. multocida serovar A, ATCC 11039) y de cerdos (serovar D) con rinitis
atrofica. Las cepas de E. coli enteropatogénica E2348/69 y O63: H (-) fueron
usadas como controles positivo y negativo en las pruebas de motilidad y fueron

gentiimente donadas por la Dra. Teresa Estrada, del Departamento de
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Biomedicina Molecular del CINVESTAV-IPN y por el Dr. Armando Navarro del

Laboratorio de Salud Publica, Facultad de Medicina, UNAM; respectivamente.

8.2 SELECCION DE CEPAS MOTILES

Esta seleccion se realizé inoculando por puncién la cepa de P. multocida
en placas de agar semisolido (caldo soya tripticaseina (TSB) o infusién de
cerebro corazon (BHI) adicionados con 0.4% de agar). Las placas se incubaron
a 37 °C en una atmésfera humeda y en condiciones de microaerofilia (Negrete-
Abascal y col., 2003). Una vez que se obtuvo un crecimiento radial, las colonias
de la periferia fueron tomadas con un asa recta y reinoculadas en medio
semisolido. Este proceso se repitio hasta obtener crecimientos radiales en
tiempos de 3-4 dias de incubacidén. Las bacterias obtenidas con estas
resiembras fueron las que se usaron para determinar las condiciones 6ptimas

de motilidad y para hacer observaciones en microscopia electronica.

8.3 ENSAYOS DE MOVILIDAD

Para poder elegir el medio mas adecuado para los ensayos de motilidad
en tubo, las cepas seleccionadas se inocularon por puncion en diferentes
medios de cultivo TSB, BHI, Luria Bertani Glucosa y Fosfato (LBGP) y triptona
(10 g/l) con cloruro de sodio (5 g/l), usando 0.2, 0.3, 0.35 y 0.4% de agar. Los
tubos se incubaron a 37°C durante 72 h en condiciones de microaerofilia o en
una atmésfera normal. Los tubos fueron revisados cada dia, y el crecimiento
fuera de la linea de puncion se consider6 como una motilidad positiva (Adler,
1966).

8.4. EFECTO DEL pH, DIFERENTES COMPUESTOS QUIMICOS Y
TEMPERATURA EN LA MOTILIDAD DE P. multocida

Habiendo determinado que el medio TSB o el caldo triptona con NaCl
suplementados con 0.2% de agar e incubados en condiciones de microaerofilia
eran las condiciones mas apropiadas para observar la motilidad de P.
multocida, se eligid el caldo triptona con NaCl para determinar el efecto de
diferentes variables, las cuales incluyeron pHs de 5 a 10; la adicién de
diferentes sales: CaCl, (2.5, 5.0 y 7.0 mM); MgSO4 (2.0 y 4.0 mM); KoHPO4
(1.4, 2.0 y 4.1 mM); NaCl (85, 170, 256, 341 mM); dextrosa (13, 27, 55y 110
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mM) vy la incubaciéon a 23+3 °C (temperatura ambiente), 37, 39, o 40 °C. Los
tubos se revisaron cada dia en un periodo de 72 h (Kerridge, 1960; Adler y
Templeton,1967; Holt y Chaubal, 1997, Gir6n, 1995; Laiy col., 1997).

8.5 PURIFICACION DE LA FLAGELINA DE P. multocida

Para obtener la flagelina de P. multocida, bacterias seleccionadas como
motiles de la cepa aislada de pollo se crecieron en medio soya tripticaseina
adicionado con 0.7% de agar y 5% de suero de ternera o 5% de sangre de
carnero (Negrete-Abascal y col.,2003). Las células se cosecharon y se
resuspendieron en Tris-HCI 20 mM (pH 8.0) conteniendo NaCl 25 mM. Las
células fueron agitadas mecanicamente durante 5 minutos y se centrifugaron a
8,000 X g durante 20 minutos, para separarlas del flagelo liberado. El flagelo
fue obtenido por centrifugacién diferencial de acuerdo a la metodologia descrita
por Giron (1995).

8.5.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Para determinar el peso molecular de la subunidad monomérica del
flagelo de P. multocida, las proteinas obtenidas por centrifugacién diferencial se
analizaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10% de acuerdo
al método descrito por Laemmli (1970). Las muestras de flagelo fueron
hervidas previamente durante 5 minutos en buffer muestra a las cuales se les
adiciond 2-mercaptoetanol a una concentracién final del 5%. EI corrimiento
electroforético se realiz6 a 100 voltios hasta que el colorante de corrida llegé
aproximadamente a 0.5 cm. del extremo inferior del gel. Los geles fueron
tefidos durante 1 h en una solucién que contenia azul de Coomassie R-250 al
0.25% (BioRad, EUA). Para contrastar las bandas de las proteinas, el gel se
destiid realizando varios cambios con una soluciéon de metanol al 30% y acido

acético al 10%.

8.5.2 INMUNORECONOCIMIENTO (WESTERN BLOTTING)

Después de realizar el corrimiento electroforético las proteinas de los
geles fueron transferidas a papel de nitrocelulosa durante 2h a 100 V de
acuerdo a la técnica descrita por Towbin y col.,, (1979). Terminada la

transferencia, el gel se tifid con azul de Coomassie y la membrana con Rojo de
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Ponceau para verificar la eficiencia de la transferencia. La membrana de
nitrocelulosa se incubd en agitacion durante toda la noche a 4°C con PBS-
Tween-leche 6% (solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.4; NaCl 150
mM; Tween 20 al 0.05% (Sigma, EUA) y leche descremada al 6.0% (BioRad,
EUA), para bloquear las uniones inespecificas. Posteriormente las membranas
se incubaron a 4°C con agitacion durante toda la noche con el primer
anticuerpo (anticuerpo policlonal de conejo anti-flagelo de E. coli, S.
typhimurium, P. mirabilis o A. pleuropneumoniae) (Negrete-Abascal y col.,
2003) diluido 1:1000 en PBS-Tween-leche. Terminada la incubacién el exceso
de anticuerpo se elimind lavando tres veces el papel con PBS-Tween durante 5
min a temperatura ambiente. Enseguida las membranas de nitrocelulosa se
incubaron por 4 h a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (IgG de
cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa) diluido 1:2000 en PBS-Tween-
leche, las membranas se lavaron 5 min cada vez a temperatura ambiente por
dos veces con solucion amortiguadora de fosfatos 20 mM pH 7.4, NaCl 150
mM y una vez con solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.4 (PBS). El
reconocimiento de las proteinas por los antisueros se evidencié utilizando 0.5
mg/ml de 4-cloro-1-naftol (Sigma, EUA) y peroxido de hidrégeno al 0.01%. La
reaccion se detuvo lavando exhaustivamente con agua bidestilada. Como
control positivo del inmunoreconocimiento se emple¢ flagelina purificada de E.

coli.

8.5.6 SECUENCIA DE AMINO ACIDOS

La secuencia amino acida de la flagelina de P. multocida se determiné a
partir de una muestra de proteina transferida a una membrana de polivinylidene
difluoruro (PVDF, Bio-Rad, Richmond, CA, USA). Las bandas se cortaron y se
secuenciaron en un secuenciador de proteinas modelo LF3000 (Beckman,
Fullerton, CA) interconectado con un analizador en linea modelo 1120 (Applied

Biosystems).

8.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA.
Bacterias seleccionadas como moétiles o el flagelo purificado de P.
multocida se resuspendieron en agua destilada estéril y se colocaron en rejillas

de cobre recubiertas con carbon y Formvar y se tifieron negativamente con
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acido fosfotungstico pH 7.4 al 1% (peso/volumen). Estas muestras fueron

observadas en un microscopio electronico de transmision JEM 2000 EX a 80 V.

8.7 EXTRACCION DE DNA CROMOSOMICO

La obtencién del DNA cromosomico de P. multocida se llevé a cabo
mediante la técnica descrita por Chen y Kuo (1993). Se centrifugaron 1.5 ml de
cultivo bacteriano durante 3 minutos a 12, 000 rpm. La pastilla se resuspendio y
las células se lisaron usando 200 ul de buffer de lisis (Tris-acetato 40 mM pH
7.8, acetato de sodio 20 mM, EDTA 1 mM, SDS 1 %) con agitacion vigorosa.
Para remover la mayoria de las proteinas y restos celulares se adicion6 100 pl
de NaCl 5M se mezclé muy bien y se centrifugé a 12, 000 rpm durante 10 min a
4 °C. Se recolecto el sobrenadante y se le adicioné cloroformo, el tubo se agitd
por inversion suave, se centrifugd a 12, 000 rpm durante 3 min a 4 °C, el
sobrenadante se pasé a otro tubo y se le adicioné etanol al 100 %, se lavé dos
veces con etanol al 70 %, se secOd y se resuspendid en 50 pl de agua
desionizada estéril. La pureza e integridad del DNA obtenido fue determinada
por corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1% de acuerdo al método
descrito por Sambrook y col., (1989). La electroforesis se realiz6 a 10
voltios/cm durante 1 h, y utilizando como marcador de tamano al marcador de 1

kb (Invitrogen).

8.8 AMPLIFICACION DEL GEN fliC POR LA REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA

El DNA gendmico de P. multocida se utilizd como templado para la
amplificacion del gen fliC por PCR, para esto se utilizaron los oligos reportados

previamente por Negrete y col., (2003); y cuyas secuencias nucleotidicas son:

Oligonucledtido en sentido 5" AATACAACAGCCTCTCGCT 3°
Oligonucledtido en antisentido 5" AGAGACAGAACCTGCTGC 37

La reaccion de amplificaciéon se realizé6 en un volumen de 30 ul que
contenia amortiguador de PCR 1X para la enzima Tag DNA polimerasa (Tris-
HCI 20 mM pH 8.4; KCI 50 mM), MgCl, 4.3 mM (Gibco, BRL, EUA) dATP,
dCTP, dGTP y dTTP 200 pM de cada uno (Boehringer-Mannhaeim), 1 U de la
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enzima de DNA polimerasa de Thermus aquaticus (Gibco, BRL, EUA), 30 ng
de DNA y 100 ng de cada uno de los oligonucleétidos iniciadores. Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp
PCR System 9600 (Perkin-Elmer) bajo las siguientes condiciones: 10 min a
94°C para la desnaturalizacién del DNA, 25 ciclos de polimerizacion (1 min a 94
°C, 1 min a 56 °C (hibridacién) y 2 min a 72 °C) y por ultimo un ciclo de 10

minutos a 72°C para la extension.

8.9 CLONACION DEL GEN fliC DE P. multocida.

El producto de la amplificacion se cloné en el vector pCR2.1 (Invitrogen),
interrumpiendo el gen lacZ (a-complementacion), pCR2.1 posee dos
marcadores de seleccion; ampicilina y kanamicina. Se utilizé una cepa de E.
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 realizé en primera instancia en base al fenotipo resultante de la
o -complementacion, en presencia del sustrato cromogénico 5-Bromo-4-Cloro-
3-Indol 3-D-galactésido (X-gal) y de ampicilina (100 pg ml-1), fenotipo colonias
blancas ampicilina resistentes.

Se extrajo DNA plasmidico a estas colonias blancas (lacZ-) por lisis
alcalina (Sambrook, y col., 1989), y posteriormente se verificé que portasen el
fragmento clonado mediante un analisis de restriccion con la enzima EcoRI

(Promega).

8.10 SECUENCIACION

Una vez identificadas las colonias portadoras del fragmento clonado se
envid 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. El fragmento clonado fue secuenciado automaticamente en un
secuenciador de nucleétidos Abi Prism 3100 (Perkin-Elmer, AB Fullerton CA),
usando los primers universales reversos T4 y M13 y siguiendo los protocolos
Taq dye deoxy terminator and dye primer. Las secuencias de amino acidos y
de nucledtidos de la flagelina y del gen fliC de P. multocida fueron depositadas

en The Gene Bank Database con el nimero de acceso AY445112.
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8.11 ANALISIS IN SiLICO

Una vez obtenidas las secuencias de aminoacidos y de nucledtidos, se
realizd el analisis de las mismas comparandolas con diferentes genes fliC y
flagelinas previamente reportadas utilizando los programas n-Blast y AliBee

Multiple Alignement,
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9 RESULTADOS

A través de resiembras sucesivas en placas con medio semisdlido, se
lograron seleccionar colonias bacterianas motiles de P. multocida (Fig. 5A) las
cuales presentaron un crecimiento radial mayor al de E. coli O63:H-, usada
como control negativo, pero este crecimiento radial fue siempre menor al
observado con E. coli enteropatdgena E2348/69, usada como control positivo
(no mostrada en la placa), pues como se observa en el ensayo en tubo (Fig.
5B), la cepa de E. coli empleada como control positivo presentd siempre una
alta motilidad ocupando todo el espacio de que disponia en tiempos de

incubacion cortos.

ENSAYO DE MOTILIDAD.

Figura 5. Ensayos de movilidad de P. multocida (Pm). A. En placa con medio
semisolido (triptona con NaCl y agar 0.4%). B. En tubo a las mismas
condiciones pero suplementado con glucosa [27 mM] y agar 0.2% (1) E. coli
(EPEC); (2) E. coli H-; (3) Pm aislada de ave y (4) Pm aislada de cerdo.
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CONDICIONES DE MOTILIDAD

De los diferentes medios empleados para detectar la motilidad de si,
tanto en TSB como en triptona con NaCl se observaron resultados similares.
Se eligio éste ultimo para poder determinar las condiciones de motilidad debido
a que se trataba de un medio menos complejo que el TSB.

En el ensayo para la motilidad en placa se usé una concentracion de
agar de 0.4%. En tubo la concentracion de agar optima fue de 0.2%; a una
concentracion de 0.3% la motilidad disminuyd, siendo aun menor a 0.35%. A
0.4% la motilidad practicamente fue nula (Tabla 2). La condicién atmosférica
también influyd en la motilidad, siendo mas evidente en condiciones de
microaerofilia que en condiciones atmosféricas normales.

La adicién de glucosa en concentraciones de 13 o 27 mM al medio de
ensayo favorecio la motilidad, pero concentraciones superiores (55 o 110 mM)
la inhibieron.

La presencia de NaCl y la de KH,PO, fueron necesarias para la
motilidad de P. multocida, siendo las concentraciones optimas de 17 y 1.4 mM,
respectivamente. Concentraciones superiores a 17 mM de NaCl no afectaron la
motilidad de P. multocida, pero una concentracién mayor o igual a 4 mM de
KH,POy4 la disminuyé. EI MgSO4 no afectd la motilidad a concentraciones de 2
y 4 mM; sin embargo, la presencia de CaCl, en concentraciones iguales o
superiores a 5 mM la afectaron negativamente.

El pH también afecté la motilidad, siendo 7 el pH 6ptimo. Valores por
arriba o por debajo de 7 afectaron negativamente la motilidad. La motilidad de
P. multocida pudo observarse sin cambio a 37, 39 o0 40 °C, pero a temperatura

ambiente (aproximadamente 22 °C) ésta fue casi nula (Tabla 2).
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TABLA 2. Motilidad de las cepas de P. multocida en diferentes condiciones de

crecimiento.

Condicién del ensayo

PmC

PmP

Condicion del ensayo

PmC

PmP

[Glucose mM]
13
27
55
110

[CaCl, mM]
25
5.0
7.0

[MgSO, mM]
2.0
4.0

[NaCl mM]
Sin adicién
8.5
17.0
256
34.1

[KH,PO, mM]
Sin adiciéon
1.4
2.0
4.1

+4++
++
+/-
+/-

+-
+/-

+/-
+++

++

++

+/-
++
++

++
+++

+/-

++

+/-

++
++

++
++
++

+/-
+44

++

++

[Agar %]
0.2
0.3
0.35
0.4

Temperatura (° C)
22

Baja tension de oxigeno

4+
++

+[-
++
++
++

++

+4++
++

+-
++
++
++

++4

La motilidad de las cepas de P. multocida (PmP: aislado de pollo; PmC:

aislado de cerdo) fue probada con 0.2% agar y 37°C en todos los

experimentos, excepto en aquellos en los que se variaron las concentraciones

de agar y la temperatura. Las cepas fueron probadas al menos 3 veces y los

resultados fueron registrados después de 72 h de incubacion. +++: muy matil;

++: moderadamente motil; +: matil; +/-: escasamente motil; -: no matil.
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OBTENCION DE LA FLAGELINA

Las cepas seleccionadas como motiles, crecidas en soya tripticaseina
con agar al 0.7% y adicionado con 5% de suero de ternera o sangre de
borrego, se cosecharon y agitaron mecanicamente para liberar el flagelo de la
superficie bacteriana. Estas estructuras bacterianas se purificaron por
centrifugacion diferencial y se corrieron electroforéticamente en condiciones
desnaturalizantes en un gel de poliacrilamida al 10% dando origen a una
proteina de aproximadamente 38 kDa, entre otras (Fig. 6A). Como no se
obtuvo una purificacion total y la muestra presentaba diferentes bandas de
proteinas, se realizdé un inmunoreconocimiento usando un suero policlonal anti-
flagelo de E. coli para confirmar que ésta(s) bandas correspondian a una
flagelina (Fig. 6B)

A B
kDa 1 2 3 2 3
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Figura 6. A. SDS-PAGE al 10% tefido con Azul de Coomassie donde se
muestra la flagelina de P. multocida. Carril 1) Marcadores de peso molecular,
Carril 2) primeras fracciones, Carril 3) fraccion enriquecida B. Proteinas
transferidas a papel de nitrocelulosa y tratadas con el anticuerpo anti-flagelina

de E. coli. Carril 2) primeras fracciones, carril 3) fraccion enriquecida
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MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Las colonias de P. multocida crecidas en soya tripticaseina con agar al
0.4% vy adicionado con 5% de suero de ternera o sangre de borrego vy
seleccionadas como motiles mostraron filamentos flagelares en su superficie
cuando se observaron con ayuda de un microscopio electronico. Estas
estructuras presentaron una distribucién principalmente polar; lo cual no
descarta una distribucion diferente en condiciones de crecimiento distintas. Los
flagelos presentaron una longitud promedio de 15 pm y un grosor de 10-20 nm
(Fig. 7A). La presencia de flagelos en las muestras obtenidas por centrifugacion
diferencial fue también determinada por microscopia electrénica confirmando
el reconocimiento inmune obtenido con el suero policlonal anti-flagelo de E. coli
(Fig. 7B).

Figura 7. Micrografia electronica de A. Células de P. multocida. B. Flagelo

purificado de P. multocida.



39

RECONOCIMIENTO (WESTERN BLOT)

La flagelina de P. multocida fue reconocida por sueros policlonales
dirigidos contra flagelinas de diferentes bacterias (Fig. 8). Esta reactividad fue
muy similar a la observada con la flagelina de E. coli usada como control
positivo. Este inmunoreconocimiento confirmd la presencia de epitopos

comunes entre las diferentes flagelinas bacterianas ya descritas.

A B C D

kba 1 2 B .- L
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Figura 8. Western blot donde se muestra el reconocimiento de las flagelinas
de E. coli (carriles con numero 1) y de P. multocida (carriles con numero 2) al

usar diferentes sueros policlonales anti-flagelo.

A. Anti-flagelo de E. coli.
B. Anti-flagelo de S. typhimurium.
C. Anti-flagelo de P. mirabilis.

D. Anti-flagelo de A. pleuropneumoniae.
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EXTRACCION DE DNA Y AMPLIFICACION DE fliC DE P. multocida POR
PCR

La extraccion del DNA de la cepa de P. multocida aislada de pollo se
logr6 adecuadamente y después de un tratamiento con fenol cloroformo y

RNAsa, el DNA se obtuvo en un estado de pureza adecuado para la PCR (Fig.
9).

— -
— -
—

[

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1) Marcador 1 de

Kilobase, Carril 2) DNA cromédsomico de P. multocida.
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Usando este DNA como templado se logré la amplificacion de un
producto de aproximadamente 1000 pb (Fig. 10) el cual se cloné en el vector
pCR 2.1 y se envi6 a secuenciar. De la misma manera, se obtuvo también
DNA gendmico de la cepa de P. multocida aislada de cerdo (serotipo D) asi
como de dos aislados de campo (de cerdo y de conejo, también
proporcionados por BioVetSA) de los cuales se logré amplificar un producto de

tamafio similar al obtenido previamente con la cepa aislada de pollo (Fig. 11)

kb

12 000
5000
2 000
1 650

1 000
<+— 990 pb

850
650

400

Figura 10. Producto de amplificacion del gen fliC de P. multocida con los
iniciadores disefados para amplificar el fliC de A. pleuropneumoniae. Gel de
agarosa al 1%, Carril 1) Marcador 1 Kb, Carril 2) Producto de PCR fliC de P.

multocida aislada de pollo.
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<— 990 pb

Fig. 11. Productos de amplificacion de los genes fliC de P. multocida aisladas
de diferentes hospederos. Carril 1) Marcador 1 Kb, Carril 2) P. multocida OV,
Carril 3) P. multocida X73, Carril 4) P. multocida 1569 (otro aislado de cerdo),
Carril 5) P. multocida 3307 (aislado de conejo)

SECUENCIA DE AMINO ACIDOS Y NUCLEOTIDOS DE LA FLAGELINA Y
DEL GEN fliC DE P. multocida Y ANALISIS IN SILICO.

Utilizando oligonucledtidos complementarios al gen fliC de A.
pleuropneumoniae y DNA gendmico de P. multocida, se obtuvo por PCR un
fragmento de 990 pb, cuya secuencia fue homdéloga a la de los genes fliC de
otras bacterias, incluida A. pleuropneumoniae, también miembro de la familia
Pasteurellaceae (Fig.12)

La secuencia de amino acidos completa de la flagelina obtenida de P.
multocida aislada de pollo mostré una proteina constituida por 335 a.a. La
comparacion de esta secuencia con las de otras flagelinas reportadas usando
el programa BlastX (EXPECT=10; matrix BLOSUMG62, word size=3) reporté un
alto porcentaje de identidad con las flagelinas de A. pleuropneumoniae, E. coli
O15H17, V. cholerae, y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15691), entre otras
(Fig.12).
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| I
ATGGCCTTGACCGTCARCACCARCATCGCTTCGCTGARCAC-TCAGCGGARCCTGA=-ACARCTCTTCCGCGTCGCTGARCACTTCGCTGCAGCGTCTGTCCACCGGT TC--GCGCATCARCAGCGCCARG
GTCAACACCARCATCGCTTCGCTGAACAC-TCAGCGGARCCTGA-ACAACTCTTCCGCGTCGCTGARCACTTCGCTGCAGCGTCTGTCCACCGGTTC. GCATCARCAGCGCCARG
ATGGCCTTGACCGTCAACACCAACATTGCTTCTCTCAATAC-CCAGCGCARCCTGA-ACACCTCCTCCCGTGCECTGGACACTTCCCTGCAGCGTCTGTCCACCGGT TC--CCGCATCARCAGCGCCARG
RGARTTCGECTTARTACCARCAGCCTCTEETTGATCACGTCARARTARTATCCCACARGARCCAGTCTGCGCTGTCGAGTGCTATCGAGCGTCTGTACTTCTGGACTTGCGTATTAACAGCGLGAAG
CCTCTCGCTGARCAC-TCAGARCARCATCA-ACARAARCCAGTCTGCGCTGTCGACTTCTATCGAGCGCCTCT-CTTCTGRTCT-GCGTATTAACAGCGCTAAA

+sssTea. GTCARCACCARCATCGCTTCGCTGAACAC TCAGCGEARCCTGA ACARCTCCTCCgCTGCECTGaACACTTCECTGCAGCGTCTGTCCACCGGTTC GCGCATCAACAGCGCCARG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
GACGACGCCGCCGGCCTGCAGATCGCC-ARCCGTCTGACCAGCCAGGTCARCGGCCTEAACGTGGC TACCARGARCGCCARCGACGGTATCTCCCT=-GGCGCAGACCGLTGAAGGCGCCCTGCAGCAGT
GACGACGCCGCCGGCCTGCAGATCGCC-ARCCGTCTGACCAGCCAGGTCARCGGCCTGARCGTGGCTACCARGARCGCCARCGACGGTATCTCCCT=-GGEGCAGACCGETGARGGCGCCCTGCAGCAGT
GACGACGCCGCCGGCCTGCAGATCGCC-ARCCGCCTGAGCAGCCAGATCARCGGCCTCGECGTTGLGGTGAAGAARCTCCARCGACGGTATCTCCAT—-GGCGCAGACCGCTGAAGGCGCTCTGCAGCAGT
GATGACGCAGCGGGTCAGTCGATTGCATARCCGTTTCACCTCTAACATTAAAGGCC TGACTCAGGCGGCCCGTARCGCCARCGACGGTATCTCCGTARGCACAGGACCACCGANGGCGCGC TGTCCGARR
GATGACGCTGCGGGCCAGGCGATTGC-TARCCGCTTCACTTCTARCATCARAGGTCTGACTCAGGLCGCACGTARCGCCARCGACGGTATTTCTCT=-GGCGCAGACGGE TEARGGCGCGCTGTCAGAGA
GACGACGCCGCCGGCCTGCAGATCGCC ARCCGTCTGACCAGCCAGATCARCGGCCTGAACGTGELgGCCARGARCGCCARCGACGGTATCTCCCT GGCGCAGACCGCTGAAGGCGCcCTGCAGCAGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
CGACCAACATCCTGCAGCGTATGECGTGACCTGTCCCTGCAGTCGGCCARCGGCTCCARCAGCGAC TCCGAGCETACCGC TCTGARCGGCGARGT GARGCARC TGCAGARAGAACTEGATCGTATCAGCAA
CGACCAACATCCTGCAGCGTATGCGTGACCTGTCCCTGCAGTCGGCCARCGGCTCCARCAGCGACTCCGAGCGTACCGCTCTGARCGGCGARGTGAAGCARC TGCAGARAGAACTGGATCGTATCAGCAR
CCACCAGCATCCTGCAGCGTATRCGTGACCTGRCCCTGEAGTCGTCCARCGGCTCCARCAGCACCGANGARCGCARGGCCCTGARCGACGARGTGACCGAGE TGARGAARGAGCTGGATCGTATCTCCAR
TCARCAACAACTTACAGCGTGTGCGTGAACTGACGG TACAGGCCACTACCGGTACTARCTCTGAGTCTGATCTRTCTGCTATCCAAGACGAART TARATCCCGTCTGGATGARAT TGACCGCGTATCTEG
TTARCAACAACTTGCAGCGTATTCGTGAACTGACCGTTCAGGCCTCTACT CGARCTCTGATTCCGACCTGTCTTCTATTCAGGACGAAATCAAATCCCGTCTTGATGAAAT TGACCGTGTATCTGG
CeACCARCATCCTGCAGCGTATGLGTGACCTGACCCTGLAGTCGECCARCGGCTCCARCAGCGACTCCGAECGgACeGCTCTGARCGACGARGTGARacat TRCAGAARGAACTGGATCGTATCTCCAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| |
CACCACCACCTTCGGTGGCCGCARGCTGCTCGACGGTTCCTTCGGLGTCGCCAGCTTCCAGGTGGGTTCGGLCGCCARCGAARTCATCAGCGTCGGCATCGACGAGATGAGCGCAGAGTCGCTGARCGGE
CACCACCACCTTCGGTGGCCGCARGCTGCTCGACGGTTCCTTCGGCGTCGCCAGCTTCCAGGTGEGTTCGGCCGCCARCGARRTCATCAGCGTCGGCATCGACGAGATGAGCGCAGAGTCGCTGRACGEL
TACCACCACCTTCGGTGGTCGCARGCTCCTCGACGGCACCTTCGGCACCACCACCTTCCAGGTGGGCAGCGCCGCCANCGANRCCATCAGCGTCARGATCGACGAGATGAGCACCGAGTCCCTGGARGCT
TCAGACCCATTTCARCGGCGTGARCGTGCTGLCARARART-—-GGCTCCATGARARTCCAGGTTGGCGCARATGATARCCAGACTATCACTATCGATCCTGAAGCAGAT TGATGCTAARACTCTTGGLCT
TCAGACCCAGT TCRRCGGTGTGARCGTGCTGTCGARRARC-—-GATTCGATGARGAT TCAGAT TG TGCCAATGATAACCAGACGATCAGCAT TGG-CTTGCARCARATCGACAGTACCACTTTGARTCT
TACCACCACCTTCGGTGECCGCARGCTGCTCGACGGaACCTTCGGCgCCACCAACTTCCAGGTGEGTgCcGCCGCCARCGARRCCATCAGCETCGGCATCGACGAGATGAGL gCaGAGTCCCTGaRaGCT

hal 530 540 550 560 570 580 530 GO0 610 620 630 640 650
| I
ACCTACTTCAAGG= = TGACGGCGECGGCGCGETCACTGCTRCARCCGL T TCAGGCACCGTCGACATCGCGATCGGCATCACCGRCGGCAGCGCCGTGARCGTCAAGGTCGACATGARGEGCA
ACCTACTTCAAGG— —L TGACGGCGECGGCGCGGTCACTGCTGCAACCGLTTCEGGCACCGTCGACATCRCGATCGGCATCACCGRCGGCAGCECCGTGARCGTCARGGTCGACATGARGGGCA
ACCTTCAGCTCCGGCACCGTTGCTTCCGGTTCCGTTGCCACCGCCCCGGLCAGLGCTTCCGGCGCCATCGCCATCTCCGTGACCATGGCTGECGGCCAGGCGCGTACCTTCAGCGCCACCTACGCCAGLG
TGATGGGTTTTAGCGTTARARATARACGATACAGATACCACTAGTGCTCCAGGTATCTGCTTTTGGGTGCCTACCACCACAARCCARTATTARTACTTARCTGGARTTTACCCCTTTTCTACAGARRACH
GARRGGATTTACCGTGTCCGGCATGGCGGATTTCAGCGCGGLGARACTGACGGCTGCTGATGGTACAGCARTTGCTGCTGCGGATGTCARGGATGCTGEHGGTARACARGTCAATTTACTGTCTTACACT
ACCTaCaTCTAcG, .. ... ...LTGACGGCgcCGacGCCGeCACTGCTGCAARGCGCTTCcGGLACCGTCGACATCgCCATCGGEAT caCcGECGGLalcGCcGraNalg TCAACGTCACCATcaRaaGCA

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 L 780

| I
ACGAARCCGCCGAGCAGECGECTGCCARGATCGCCGCTGCGGTCAACGACGCCARCGTCEGCATCEGTGCCTTCACCGACGGCGCGCAGATCAGCTACGTGTCCAAGGC TAGTGCEGATGGTACTACCAG
ACGAARCCGCCGAGCAGECGGCTGCCARGATCGCCGCTGCGGTCAACGACGCCARCGTCGGCATCGGTGCCTTCACCGACGGCGLGCAGATCAGCTACGTGTCCARGGL TAGTGCGGATGGTACTACCAG
GTGCCACCECTHCCEAGCAGGE TERCAGGCCCTGEC TACCGTGATCAACGACGCCARCATCEGCGTEEGTGCCTTCGTCAARTEACACCGGTGECATCGATCTGETGTCCTCRCTGACTTCTGGCTCCECCGA
G--—CCCCTGATACTEECCGGATCTARCCCCAGT TAGTAGCACAGCARCC TGCTGCGETACCATGTECTTAGCTT TTGCCARCACARARTTTACCGGCCTGCTGGATGATCTGCGCTTTCGACATATTGG
G——ACACCGCGTCTARCAGTACTAAATATGLGGTCGTTGATTCTGCARCCGGTARATA--CATGECAGCCACTGTAGTCATTACCAGTACGGCGGCGGLGGTAACTGT T--——-6GGTGCAACGGANGTGG
6.6G,.ARCCGCCGACCAGCCGGaTcaaRacaTCGCTaCTheGaTCAACGACGCCAACGTCGGCATGEGTGCCTTCATCGACGACACcaRgATCACCGACGTGe TeAAgGL TaggeCGTaTGGeaC TACCGG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 80 890 900 910
| I
TGCG~ ~GTTTCCGGCGTAGCCATCACCGACACCGGCAGCAC-—-CGGCGCAGGCACCGLGGCAGGCACCACGACGT TCACCGAGGC TARC: —GACACC
GLG~: =GTTTCCGGCGTAGCCATCACCGACACCGGCAGCAC--=-CGGCGECAGGCACCGCGGCAGGCACCACGACGT TCACCGAGGC TARC ACACC

~CAG=-=-=
GTCGCATAGTCGGCGTCCTGARTACGGGACTGCGCTATCAGCACAGGTTGETAGTGGTGTTGTTCAGGGTGGTARCCGCGGARTCCAGACAGTTTTGCACCGCAC
CGGGR== -ECEFETHFHFEFFHHCFGTTHHHHFCHCTEFHTGEFFFHHTFFCIHHHFTFERFHHRTTCEFFTFFTFECIEEETEFFFTIENHHHFEETETEENTIEIEEEFTFHFF
cbeh, «««6TTTCAGGCGeAGCCaTCACaGaaalCGACAGLGE , . .CGGCACAGGCACCaAGgcaGGCACCTCCACGT TcACCGAGGaLARC GACACC

511 920 930 940 950 960 370 980 930 1000 1010 1020 1030 1040

GTCGCEHHGHTCGHCHTETDCHCDECEHHBGBDECTCHGTCEGECETECTGETGHTEBHCGRGGEGHTEHHGEHEHTCGREGE-—CCRGCGTGCCGHCCTCEGTGCEGTEEHGRHCCEETTCGHCHHCH-
GTCGCCARGATCGACATCTCCACCGCGARGGECGCTCAGTCCGCCGTGCTGETGATCGACGAGGCGATCARGCAGATCGACGC--CCAGCGTGCCGACCTCGATGCGETGECAGARCCGCT TCGACARCA=
GTGAAGGACATCGACCTGACCGAGGTGARGTCTTCCCAGGARGCCGTGATCATCATCGACCAGGCCATCCAGTCCATCGACGC--CCAGCGCGLCAGCCTCGGTGCCGTGCAGARCCGCT TCGAGARCA-
CGAGGGAAGAACGGAATTTGTCTTCAGATGCGATAGCATCGTCCAGCGC TTTCAGCGEATCCGTGETTTTACCATTTCGCAACAGCCGTCAGAGCCTCACCACCAGCAGTCARACCTGCT TGCARATTAC
ARCCTGAACAACACCACCACCARCCTGTCTGARGCGCAGTCCCGTATTCAGGACGCLGAC======-==TATGCGACCGARGTGTCCAACATGTCGARAGCGCAGATTATCCAGCAGGCGGGCARCTCLG
GTCGeGAAGATCGACATCTCCAACGeGARGGGaGCgCAGTCCGCCGTGLTGGTcATCGACCAGGCEATCaAGCAGATCGACGE CCAGCGTGCCGACCTCGGTGCcGTGCAGARCCGCTTCGAaAACA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 I

==CCATCTAG
==CCATCAACARCCTGARGARCATCGGTGAGARCGTATCGGLTGCTCGCGGCCGGATCGARGACACCGACTTCGCAGCCGARRCCGCCARCCTGACCARGAACCARGTGCTGCARCARGCCGGCACCGLG
==CCATCTCGARCCTGCAGAACATCGGCGAGARCGTGTCGGCCGCCCGLGRTCGARTCCAGGACACCGACTTCGCAGCAGAARCGGC TARCCTGACCARGARCCAGATCCTGCARCAGGCAGGTACCTCG
CGCCATTTARATCGGCAGAATGGTATGTTCTACCATCARTATCGACCACTTCTGTTTTGCCATCATCTCCGLCCAGTTTGACCGLGGTTGEAGAACTGELGGCACCGGAGGAGGCACTATAGGTTATAGT
TGECTGTCTARAGCCARCCA--—-—--GGTACCGCAGCARGTTCTGTCTCTGTTACARGGC TARTGGCCTTRACCTGCC TGACCLLGL——— —=-CACCGGCGEGGTTTTTTCTGCCCGCAAT
CCATCTAaAaCCrgaaaf, .. T..GtgAghaCalcaabgelGcelglgbeet ATeGa, aACAcCgalttCocaglt GRaalCGL, ..CaacGgceghcaacatglabbcacCacy

1141 1180 1190 1200 1210 1220 1228
1 1

LAC,

ATCCTGGCCCAGGCCAACCAGCTGCCGCAGTCGGTTCTGAGCCTGCTGCGCTAA
ATCCTGECCCAGGCCAACCAGCTGCCGCAGTCGRTTCTG
TTTAACAGAAACAGCCACCAGTGGTTTHCATTTCACATCGCGCAGCGTARAAGAT TGC
TTACCGGTRACCCCCARATARCCCCTCATTTCACCCACTAATCGTCC
aTcCtGhcaaflcgCCAACCAGCLGLcgcagTCgctcalg. ..C..Co

Alineamiento nucleotidico del gen fliC de P. multocida con las

secuencias reportadas de los genes fliC de Ps. aeruginosa, P. fluorescens, A.

pleuropneumoniae y E. coli O15H17 realizado con el programa Multalin. Bases

en rojo

indican bases idénticas, en azul las bases idénticas entre dos

secuencias, en negro bases diferentes y (-) ausentes.
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SECUENCIA AMINO TERMINAL DEL PEPTIDO fliC.

N-terminal

(1) (50)
P.multocida MALTVNTNIASLNTQRNLNNSSASLNTSLORLSTGSRINSAKDDAAGLQI
E.coli MAQVINTNSLSLITONNINKNQSALSSSIERLSSGLRINSAKDDAAGQAT
P.aeuroginosa MALTVNTNIASLNTQRNLNNSSASLNTSLQRLSTGSRINSAKDDAAGLQI
P.putida MALTVNTNIASITTQGNLTKASNAQTTSMQRLSSGLRINSAKDDAAGLQI

S.typhimurium MAQVINTNSLSLLTONNLNKSQSALGTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAI
Y.enterocolit MA-VINTNSLSLLTONNLNKSQSSLSTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAL
B.bronchisepti MAAVINTNYLSLVAQNNLNKSQSALGSAIERLSSGLRINSAKDDAAGQATI
T.phagedenis  M--IINHNMSAMFAQRTLGNTNLSVQKNMEKLSSGLRINRAGDDASGLAV

CONSENSO M NTN SL TQ NLN RLS G RINSA DDAAG I
(51) (100)
P.multocida ANRLTSQVNGLNVATKNANDGISLAQTAEGALQQSTNILQRMRDLSLOSA—
E.coli ANRFTSNIKGLTQAARNANDGISVAQTTEGALSEINNNLQRVRELTVQAT--
P.aeuroginosa ANRLTSQVNGLNVATKNANDGISLAQTAEGALQQSTNILQORMRDLSLOSA--
P.putida ANRLTSQINGLGQAVKNANDGISIAQTAEGAMQASTD ILQKMRTLALCSA--

S.typhimurium ANRFTANIKGLTQASRNANDGISIAQTTEGALNEINNNLQRVRELAVQOSA--
Y.Enterocolit ANRFTSNINGLTVAARNAELGISLSQTAEGALGEINNNLOQRVRDLTVQOAQN-
B.bronchisepti ANRFTANVKGLTQAARNANDGISIAQTTEGALNEINNNLQRIRELTVQAS--
T.phagedenis  SEKMRSQIRGLNQASTNAQNGISFIQVAESYLQETTDVIQRIRELSVQSANg
CONSENSO ANR T NGL NANDGIS AQT EGAL N QRRL Q

Fig. 13. Alineamiento multiple de la region N-terminal del péptido deducido del
gen fliC clonado de P. multocida, con siete diferentes flagelinas bacterianas; E.
coli, P. aeruginosa, P. putida, S. typhimurium, Yersinia enterocolitica, Bordetella
bronchiseptica y Treponema phagedenis. Aminoacidos en rojo indica el mas
alto indice de identidad, en azul indica residuos funcionalmente idénticos y en
negro un menor indice de identidad. Realizado con el programa AliBee Multiple

Alignament
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10 DISCUSION

Existen evidencias de que muchos de los determinantes de virulencia de
bacterias patdégenas son regulados por el medio ambiente y se expresan sélo
bajo ciertas condiciones. Los microorganismos patdégenos deben tener
mecanismos especificos que faciliten la colonizacion, eviten el sistema inmune
del hospedero y les permitan adquirir los nutrimentos necesarios. Ellos deben
también producir factores que causen dafo al hospedero (directa o
indirectamente). Debido a que el ambiente encontrado en un hospedero sera
completamente diferente del ambiente externo, los patdégenos deben ser
capaces de regular la expresion de los genes necesarios al moverse del
ambiente al hospedero o de un nicho a otro (Shehata y Marr, 1971; Griffiths,
1991; Obice y col., 2004).

Un factor esencial en las infecciones es la habilidad de un patdégeno
invasor para multiplicarse exitosamente bajo condiciones adversas en el
hospedero. Es por ello que la bacteria debe poseer los determinantes
necesarios para la patogenicidad. Una vez dentro del hospedero, algunos de
los patdogenos se mueven a través de diferentes medios ambientes (de la
superficie de la mucosa al torrente sanguineo o de la localizacion extracelular
al interior de las células). Esto tiene consecuencias importantes no solo para el
entendimiento de la patogenicidad bacteriana y de las enfermedades causadas,
sino también para el disefio de medidas usadas para prevenir o tratar
infecciones. La patogenicidad generalmente depende de una o varias
propiedades de la bacteria y la respuesta a las sefiales del medio ambiente
involucran alteraciones coordinadas en la expresion de grupos de genes y
operones que codifican varios factores (Miller y col., 1989).

En términos generales, los genes pueden ser regulados positiva
(activados) o negativamente (reprimidos), y su regulacion puede ocurrir nivel de
transcripcion, traduccion o posttraduccionalmente. La regulacion de un gen o
grupo de ellos a nivel transcripcional y en particular a nivel del inicio de la
transcripcion es el método mas efectivo para controlar su expresion. El
conocimiento de la regulacién genética bacteriana ha sido fuertemente influido
por el concepto del operdn, en el cual una proteina regulatoria controla la
expresion de dos o mas genes que son transcritos como un mensaje

policistrénico. El operédn representa un mecanismo para la expresion
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coordinada de un grupo de genes de acuerdo a como una bacteria experimenta
diferentes cambios ambientales. El agrupamiento de varios operones o genes
individuales bajo el control de una proteina regulatoria comun produce un
reguldn, en el cual todas las unidades transcripcionales son reguladas en
respuesta a una sefal comun (Dorman y Smith, 2001).

El reguldn de la quimiotaxis flagelar en E. coli contiene mas de 50 genes
que estan organizados en una jerarquia tal que la expresion de genes en la
punta de la jerarquia es requerida para la expresion de los genes mas bajos en
esa jerarquia. Se requiere una gran cantidad de energia para la sintesis de
flagelo. La cantidad de flagelina sola es el 8% del total de la proteina celular
cuando los operones flagelares son expresados Optimamente. A pesar del alto
costo energético que representa para un microorganismo expresar flagelos, las
ventajas que le confiere expresarlos le redituaran en ventajas de sobrevivencia
y de su patogenicidad con respecto a aquellos que no los expresen (Macnab y
Parkinson, 1991).

La expresidon de genes de virulencia esta estrictamente regulada y
responde a estimulos ambientales tales como la temperatura, el pH y la
disponibilidad de nutrientes, entre otros. Tal regulaciéon permite la expresion
oportuna de proteinas requeridas para el crecimiento y sobrevivencia de un
microorganismo dentro de su hospedero o en un ambiente definido, en
coordinacion con cambios en las condiciones ambientales (Mekalanos, 1992).

Diferentes factores de virulencia han sido descritos y caracterizados en
P. multocida (Boyce y col., 2000b; Essler y col., 1998; Mizana y col., 2000;
Snipes y col., 1988); sin embargo a la fecha no han sido descritas evidencias
acerca de la movilidad in vitro y la presencia de flagelo en esta bacteria. (Kilian
y Biberstein, 1984). En este trabajo se reportan las condiciones vy
caracteristicas bioquimicas que permiten evidenciar la motilidad y la presencia
de flagelo bacteriano en P. multocida.

Se ha demostrado previamente en diferentes microorganismos que los
primeros eventos de una infeccion, tales como la adhesion y la invasion,
dependen al menos parcialmente de la expresion de fimbrias y flagelos (La
Ragione y col., 2000; Van Hasten y col., 2000). Para P. multocida la expresion
de flagelo in vivo es probable que le sea muy importante para lograr el acceso

a los tejidos que esta bacteria coloniza. En algunas bacterias patogenas la
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expresion de organelos de superficie para poder colonizar eficazmente
depende de factores relacionados al microambiente en el que se encuentren
dentro de su hospedero o de ciertas condiciones in vitro, por ejemplo, los
cambios de temperatura influyen en la expresion del pilus tipo 1 en E. coli (Wolf
y Arking, 2002) y el contacto con células induce la expresion de pili tipo IV de
diferentes bacterias Gram negativas, tales como A. pleuropneumoniae
(Winther-Larsen y Koomey, 2002; Boekema y col.,2004). Varios autores han
demostrado que cuando cepas de P. multocida aisladas de aves se crecen in
vivo, expresan nuevos antigenos de superficie los cuales no son expresados
en condiciones in vitro (Snipes y col., 1988; Choi y col. 1991), lo que sugiere
fuertemente que la expresion de proteinas tales como la flagelina podria estar
relacionada ciertas condiciones del medio ambiente dentro de su hospedero o
que no estan comunmente presentes in vitro.

Para poder evidenciar la motilidad in vitro, la presencia de flagelo sobre
la superficie de P. multocida y para obtener la flagelina a partir de células que
la expresaban, fue muy importante la seleccion previa de cepas matiles. Sin
esta seleccion, no hubiese sido posible ver la motilidad de esta bacteria. Este
proceso fue similar al utilizado para seleccionar cepas motiles de A.
pleuropneumoniae, otro miembro de la familia Pasteurellaceae y agente
responsable de la pleuroneumonia porcina, del cual también se demostro
recientemente la motilidad in vitro (Negrete-Abascal y col., 2003). Para ambas
bacterias, la motilidad se vio favorecida en medios BHI o TSB con una
concentracion de agar del 0.2-0.3%. Estos resultados también fueron similares
a los reportados por Giron (1995) al estudiar la motilidad de diferentes cepas de
Shigella reportando una concentracién éptima de agar de 0.175%.

P. multocida presentd motilidad optimamente a una concentracion de
agar de 0.2% independientemente de cual cepa se estuviese probando. La
motilidad disminuyd cuando la concentracion de agar se elevo al 0.3 0 0.35%.
La variacion en la concentracion de agar conlleva cambios importantes en
disponibilidad de oxigeno, nutrientes, osmolaridad y viscosidad, entre otras, las
cuales pueden tener gran influencia en la expresion del flagelo.

Dos tipos diferentes de motilidad son mediados por el flagelo bacteriano.
La motilidad natatoria (swiming) en medio liquido y el movimiento ondulatorio

(swarming) en superficies soélidas o0 en medios viscosos condiciones viscosas.
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La primera contribuye a la colonizacion bacteriana de la superficie
celular del hospedero y juega un papel muy importante en la formacién de
biofilm, la segunda esta asociada con la diferenciacion celular al fenotipo
ondulatorio (swarmer), y depende de la incrementada expresion flagelar
inducida en superficies sdélidas y por alta viscosidad, este tipo de motilidad se
ha demostrado tanto en bacterias Gram-negativas como en Gram-positivas
(Kirov, 2003).

El swarming ha sido caracterizado en Proteus sp. y en V.
parahaemolyticus. En Proteus sp la hiperflagelacion resulta de la incrementada
expresion del mismo tipo flagelar usado para el movimiento natatorio, mientras
que en V. parahaemolyticus ocurre debido a la induccion del flagelo lateral. El
swarming de Proteus tiene una fuerte apariencia de ojo de toro. La colonia
inicial de 2-4 ym presenta bacterias con 6-10 flagelos peritricos y se diferencia
en células hiperflageladas de 20-80 um las cuales migran en forma al mismo
tiempo, paran y revierten a células vegetativas antes de una segunda fase de
diferenciacion de swarming. Esto da como resultado el patron de anillo
conceéntrico (McCarter, 1999; Harshey 1994, Belas, 1996).

La presencia de flagelo polar sobre la superficie de P. multocida fue
determinada por microscopia electréonica, observandose filamentos de
aproximadamente 15 pm de longitud y diametro de 10-20 nm; dimensiones muy
similares a las descritas para el flagelo polar expresado por A.
pleuropneumoniae (Negrete-Abascal y col., 2003) en condiciones similares. Sin
embargo, al comparar ambas proteinas por su corrimiento electroforético, se
encontr6 que mientras que la flagelina expresada por P. multocida
correspondia a una proteina de aproximadamente 40 kDa, la reportada para A.
pleuropnuemoniae era de 65 kDa. Esta diferencia en tamafo no resulta
extrafa, pues se ha reportado que el peso molecular de las flagelinas
expresadas por diferentes microorganismos puede variar desde 30 hasta mas
de 80 kDa o pueden existir variaciones en el tamafio de la flagelina entre cepas
del mismo tipo, como ha sido descrito para P. aeruginosa (Brimer 1998). En
ambos casos, P. multocida y A. pleuropnuemoniae, no se ha descartado la
posibilidad de expresion de flagelos con otra distribucion al cambiar las

condiciones de crecimiento.
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La formacion de flagelo bacteriano es sensible a las condiciones del
medio ambiente. En E. coli la sintesis flagelar es inhibida por represion
catabdlica causada por el crecimiento en presencia de D-glucosa como fuente
de carbono, y por temperaturas elevadas (Adler y Templeton, 1967). Li y col. en
1993 describieron diferentes condiciones de crecimiento que llevan a la pérdida
de motilidad, éstas condiciones incluyen el crecimiento de la bacteria en altas
concentraciones de carbohidratos, sales inorganicas y alcoholes, altas
temperaturas, o bajo la presencia de inhibidores de DNA girasa.

La temperatura es una de las principales sefales regulatorias para un
gran numero de patogenos, particularmente aquellos que pueden ser
expuestos a temperaturas ambiente mas bajas que el intervalo encontrado en
sus hospederos, un ejemplo lo tenemos en la habilidad que tiene Shigella para
causar disenteria dependiente de la capacidad para invadir y multiplicarse en
células epiteliales de colon; ésta propiedad es dependiente de la temperatura.
Se ha demostrado que Shigella crecida a 30 °C es incapaz de penetrar células
de mamiferos en cultivo y es avirulenta, en modelos de laboratorio, solamente
aquellas que crecen a 37 °C exhiben el fenotipo asociado con virulencia. La
virulencia en esta bacteria estd mediada por varios genes localizados en
plasmidos y en su cromosoma, algunos de estos se encuentran en un regulon
controlado por la temperatura. La mayoria de las enterobacterias presentan
motilidad a 35°C; la motilidad de Y. enterocolitica y Listeria monocytogenes se
observa entre 22 a 25 °C, mientras que S. pullorum presenta una alta motilidad
cuando es incubada a 42 °C (Holt y Chaubal, 1997; Kerridge ,1960; Koneman y
col., 1983).

En el caso de P. multocida se observé que era capaz de expresar flagelo
a temperaturas de 37, 39 o 40 °C, pero a temperatura ambiente
(aproximadamente 22-23 °C) la motilidad practicamente se vio inhibida. Las
temperaturas a las cuales P. multocida expresé flagelo corresponden con las
temperaturas corporales de algunos de sus hospederos como pueden ser el
humano (37°C); el pollo y el cerdo (aproximadamente 39-40°C). Esta motilidad
también se vio favorecida cuando los medios de prueba se incubaron en

condiciones de microaerofilia y presencia de CO2 (Tabla 2).
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En algunos casos la expresion de factores de virulencia es controlada no
solo por la temperatura, sino que ésta actua junto con otra sefal regulatoria,
por ejemplo la toxina de S. disenteriae es regulada por temperatura y hierro
(Weinstein y col.,, 1988) y varios factores de virulencia en Yersinia son
controladas por temperatura y calcio (Maurelli, 1989). En el caso de P.
multocida, se desconoce si la combinacion de temperatura y algun ién metalico
u otra condicién ambiental favorece la expresion de flagelo, pues se evaluaron
condiciones individuales. La expresion de flagelo y motilidad podrian también
estar reguladas por factores genéticos aun sin identificar y factores ambientales
(Girén, 1995; Zhao y col., 1995).

La motilidad de P. multocida se vio afectada por el pH del medio, siendo
optima a pH neutro; cuando el pH del medio se alejaba de la neutralidad, la
motilidad disminuia. De manera similar, ésta se vio afectada por la presencia
de dextrosa, fosfato y cloruro de sodio, siendo las concentraciones éptimas de
27 mM, 1.4mM y 170 mM respectivamente (Tabla 2). En E. coli, se ha descrito
previamente que la presencia de glucosa en concentraciones iguales o
superiores a 27.8 mM inhibian la sintesis de flagelo (Adler y Templeton, 1967,
Eisenstein y col. 1982), en P. multocida se observé que la adicién de glucosa
favorecia la motilidad, teniendo como concentracion Ooptima 27 mM,
concentraciones superiores a ésta, la disminuian; efecto muy parecido al
reportado en E. coli. Se ha sugerido que este efecto se debe a que un
incremento en la concentracion de glucosa disminuye la concentracion
intracelular de CRP/cAMP, lo que provoca un efecto inhibitorio en la expresion
del operon flhD. Yakota y Gots, 1970 reportaron que el cAMP es un
requerimiento indispensable para la formacion del flagelo en E. coli, y S.
typhimurium, y por lo tanto para su motilidad. Sin embargo, este no parece ser
un fendbmeno comun, pues bacterias tales como Enterobacter aerogenes,
Providencia rettgeri y P. mirabilis presentan una mayor motilidad en medios con
altas concentraciones de glucosa (Lai y col., 1997).

La importancia del polifosfato inorganico en la patogénesis y motilidad
bacteriana ha sido descrita para diferentes microorganismo patégenos y esto
se ha corroborado ampliamente con cepas de P. aeruginosa mutantes en la
poli fosfato cinasa (Rashid y col., 2000 a y b); en P. multocida, la adicion de

fosfato al medio de prueba, favorecio la motilidad, observandose una motilidad
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Optima a una concentracion de 1.4 mM, indicando que al igual que para otras
bacterias la presencia de fosfato favorecia la induccién de motilidad.

Resultados parecidos a los obtenidos en este trabajo han sido
reportados por Avelino Flores y col., (2004) quienes trabajaron con una
construccion genética de E. coli enteropatogénica H6 que contenia el promotor
de fliC fusionado al gen reportero de la B-galactosidasa. Ellos encontraron que
la presencia de iones divalentes, cloruro de sodio y una atmosfera con CO;
inducian la transcripcion de la B-galactosidasa.

La liberacion mecanica del flagelo y/o flagelina a partir de colonias
previamente seleccionadas como mdétiles, permitid observar una proteina de
aproximadamente 38-40 kDa en geles de poliacrilamida al 10%. Debido a que
se observaron, ademas de esta banda, otras de mayor tamario (aprox. 28, 65y
90 kDa), aunque de menor intensidad (Fig. 6A), se decididé corroborar por
inmunoreconocimiento si estas bandas correspondian a una flagelina. El
immunoblotting de estas muestras, al usar un antisuero contra la flagelina de
Salmonella, nos permitid6 observar reconocimiento intenso de la banda de
aproximadamente 38-40 kDa y un menor reconocimiento de la banda de
aproximadamente 65 kDa sugiriendo este resultado que P. multocida podria
expresar mas de una flagelina como ha sido reportado para bacterias tales
como P. mirabilis (Fig 6B); (Belas y Flaherty, 1994). Este resultado necesita
confirmarse con posteriores experimentos. Debido a que la banda mas
frecuentemente obtenida en los procesos de extraccion y la que también se
obtenia en mayor cantidad era la de 38-40 kDa, se decidid trabajar con esta
proteina. Esta flagelina también mostré reactividad cruzada al usar sueros anti-
flagelina de E. coli, A. pleuropneumoniae, S. typhimurium, y P. mirabilis (Fig. 8)
corroborando reportes previos que indican que las flagelinas de diferentes
microorganismos presentan epitopos comunes al tener regiones compartidas
en los extremos de la molécula (Macnab, y Parkinson 1991). Esta reactividad
fue muy similar a la observada con la flagelina de E. coli usada como control
positivo.

Cuando se secuencié la proteina de 38-40 kDa, el extremo amino
terminal mostr6 homologia con las secuencias de flagelinas de A.
pleuropneumoniae, E. coli O15H17, V. cholerae, y P. aeruginosa (ATCC

15691), corroborando el resultado obtenido por inmunoblotting (Fig. 13). La



52

secuencia de amino acidos total mostr6 homologia con las secuencias de
flagelina de las mismas bacterias y en menor proporcién con las de otros
microorganismos.

A partir del DNA gendmico de P. multocida, se amplificé un fragmento
de aproximadamente 1000 pb utilizando los oligos empleados para la
amplificacion del gen fliC de A. pleuropneumoniae reportado previamente
(Negrete Abascal y col., 2003). La secuencia de nucledtidos del fragmento
correspondio a 990 pb y mostré homologia con las secuencias reportadas para
genes fliC de diferentes microorganismos, incluyendo el de A.
pleuropneumoniae. (Fig. 12)

La secuencia de amino acidos completa de la flagelina obtenida de P.
multocida aislada de pollo mostré una proteina constituida por 335 amino
acidos. La comparacion de esta secuencia con otras secuencias de amino
acidos para otras flagelinas reportadas usando el programa BlastX
(EXPECT=10; matrix BLOSUMG62, word size=3) reportd un alto porcentaje de
identidad con las flagelinas de A. pleuropneumoniae, E. coli O15H17, V.
cholerae, y P. aeruginosa (ATCC 15691), entre otras.

A pesar de contar con la secuencia completa del probable gen fliC de P.
multocida y a que segmentos de DNA de tamafio similar fueron amplificados a
partir de otros aislados de campo de P. multocida usando los mismos primers y
condiciones que para amplificar el probable gen fliC, no se encontr6 homologia
alguna en la secuencia del genoma completo reportada para P. multocida
PM70. Sin embargo, varios genes relacionados con motilidad y secrecion de
proteinas estan reportados en éste genoma y son comunes para las cepas
PM70 y X-73. Estas cepas estan aun bajo estudio a nivel de composicién de
secuencias y regulacién de sus genes (Boyce y col., 2002).

La motilidad es considerada como una propiedad muy antigua de las
bacterias. Esta estrechamente vinculada con la quimiotaxis, la habilidad para
orientarse a lo largo de ciertos gradientes quimicos. La combinacion de
motilidad y quimiotaxis habilita a la bacteria para detectar y obtener nutrientes y
para poder colonizar. EI mecanismo de motilidad mejor conocido en la bacteria
es el debido a la presencia de flagelo. Las bacterias motiles gastan parte

considerable de su energia metabdlica para sintetizar las proteinas que
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formaran parte estructural de éste aparato y es proporcionar la energia para su
rotaciéon (Josenhans y Suerbaum, 2002).

Existen varias especies bacterianas que requieren de la motilidad para
tener éxito en la colonizacién de sus hospederos humanos o animales. En la
mayoria de los casos la evidencia se deriva de los estudios con cepas
mutantes no moéviles o no flageladas en modelos animales adecuados o
cultivos celulares. Un argumento a favor de la importancia de la motilidad
durante la infeccidn es la recuperacidon de cepas moétiles después de la
infeccion con cepas de bacterias no motiles o la mezcla de bacterias motiles/no
motiles (Eaton y col., 1992). Observaciones directas en biopsias de mucosa de
animales o pacientes claramente muestran la presencia bacterias métiles, por
ejemplo con Campylobacter (Lee y col.1986). Se ha demostrado que en
algunas bacterias patogenas la motilidad juega un papel importante,
principalmente en las fases iniciales de la infeccion y no es necesaria
posteriormente (Josenhans y Suerbaum, 2002). Entre estas bacterias tenemos
a Salmonella, E. coli, Bordetella bronquiseptica, B. pertusis. El flagelo puede
servir como un apéndice adhesivo en las fases iniciales de la colonizacion y
como un organelo movil, de esta forma sirve como una sefal mecanica para
indicarle a la bacteria que el contacto con el hospedero ha iniciado. El flagelo y
no la motilidad juegan un papel importante en el modelo de infeccion oral de en
pollos de un dia de nacidos por Salmonella (Allen-Vercoe y col., 1999). Se ha
reportado que las mutantes deficientes en motilidad, quimiotaxis o flagelina son
menos virulentas que la cepa silvestre (Robertson y col., 2000), lo cual puede
indicar que el contacto con las células del hospedero es mas facil para
bacterias motiles. En cambio L. pneumophila necesita la motilidad para
establecer y mantener una infeccién en un hospedero (Swanson y Hammer,
2000).

Otras bacterias patdégenas necesitan la motilidad durante la infeccién de
un hospedero y no pueden persistir sin ella, tampoco cuando son deficientes en
quimiotaxis. Entre ellas tenemos, por ejemplo, a Borrelia burgdorferi,
Treponema, Helicobacter, Campylobacter, P. aeruginosa, y Proteus
(Josenhans y Suerbaum, 2002).

El sistema flagelar esta estrechamente vinculado, estructural vy

funcionalmente al sistema de traslocacion y exporte de proteinas, el cual fue



54

primeramente descubierto en Salmonella (Kubori y col.,, 2000). Ambos
sistemas son homodlogos al sistema de secrecion tipo Il (TTSS) (Macnab,
1999). EIl flagelo y el TTSS asociados a virulencia no son mutuamente
excluyentes y coexisten en muchos patogenos (Josenhans y Suerbaum, 2002).

En la patogénesis de infecciones del tracto respiratorio debidas a P.
aeruginosa, se ha demostrado que el flagelo y/o la motilidad flagelar son
necesarios en tres estados de la infeccion: 1) la adquisicion de organismos
motiles, 2) inmunoestimulacién y 3) adaptaciéon. La motilidad flagelar y la
motilidad basada en el pili tipo IV se ha reportado que son necesarias para el
desarrollo de una infeccion por parte de P. aeruginosa, asi como para la
formacion de biofilms (Feldman y col., 1998; O'Toole y Kolter, 1998).

En la primera etapa de la infeccidén, cepas ambientales de P. aeruginosa
son inhaladas o inadvertidamente liberadas en el tracto respiratorio superior.
En esta etapa, la expresion del flagelo es critica para que los microorganismos
presenten quimiotaxis hacia los sustratos adecuados, tales como la mucina. En
un huésped normal la presencia de defensinas y péptidos antimicrobianos asi
como el funcionamiento de mecanismos de limpieza, eliminaran a los

microorganismos antes de que se monte una respuesta inmune.

En la segunda etapa, en pacientes con fibrosis cistica y probablemente
neumonia, existe una infeccion de vias respiratorias caracterizada por
inflamacion en respuesta al microorganismo. Y como consecuencia de la
disminucion de la actividad de defensinas, el microorganismo no es
eficientemente eliminado. La produccion de diferentes factores de virulencia
(proteasas, elastasa, neuraminidasas etc.) le permitira alcanzar la barrera de
glicocalix y posteriormente la superficie apical del epitelio. El flagelo actua
como un “sensor” que reconoce estructuras GM1 accesibles en la superficie de
células epiteliales, permitiendo un contacto intimo e iniciar la cascada de
sefales que resultan en la expresion de IL-8. Ya que IL-8 es una potente
citosina, los organismos flagelados pueden ser eliminados en esta etapa por la

respuesta inflamatoria.

En la etapa de adaptacién existen bastantes bacterias en las vias aéreas

de tal manera que se puede realizar una seleccion de mutantes que
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especificamente se adaptan al nicho ecoldgico. Para evitar ser eliminadas por
las células fagociticas del hospedero, mutantes aflageladas proliferan
permaneciendo por mas tiempo en el hospedero que las cepas silvestres
flageladas. Puede ocurrir también que aparezcan mutantes mucoides que
sobreexpresen alginato, un factor de virulencia adicional.

Se ha reportado que la flagelina es una proteina muy inmunogénica
(Akerley y col., 1995) y en algunas infecciones bacterianas se ha demostrado
que bacterias flageladas son mas facilmente eliminadas que aquellas no
flageladas

Las flagelinas de patégenos Gram-negativos ademas de ser muy
inmunogénicas, tienen propiedades inmunomoduladoras. Se ha demostrado
que las flagelinas de S. typhimurium y E. coli dirigen la expresion de la citosina
proinflamatoria IL-8 en cultivos celulares de epitelio intestinal, mutantes
flagelares no son capaces de causar esta fuerte respuesta inmune (Dibb-Fuller
y col., 1999; Gewirtz y col.,, 2001). La inyeccion de flagelina purificada en
ratones y ratas lleva a la liberacidon de citosinas inflamatorias y provoca
sintomas similares al shock endotdxico independientes de las reacciones por
LPS vy el receptor Toll-like 4 (TLR-4). Posteriormente se demostré6 que esos
efectos eran mediados por TLR-5 (Hayashi y col. 2001). Es por ello que la
flagelina es considerada como una de las principales sefales de dafio que
actuan en la induccién de la inmunidad innata contra patégenos Gram-
negativos en el hospedero (Josenhans y Suerbaum, 2002).

Considerando todas las funciones en las cuales esta involucrado el
flagelo, se puede concluir que éste podria ser muy importante para la
patogenicidad de P. multocida, junto con los demas factores de virulencia que
posee esta bacteria. La participacion del flagelo en diferentes procesos
patogénicos llevados a cabo por P. multocida tales como la adhesion, la
invasion celular, formacion de biofilms, etc. dentro de su hospedero son

eventos que esperan ser estudiados.



56

11 CONCLUSIONES

e Se demostro la motilidad in vitro de P. multocida. En base a los
resultados obtenidos se puede concluir que P. multocida, contrariamente
como se ha descrito en la literatura, es capaz de presentar movilidad in
vitro y probablemente de igual forma lo haga in vivo, bajo condiciones

microambientales de su hospedero que estimulen dicho movimiento.

e La motilidad caracterizada para P. multocida en este trabajo es afectada
por el pH del medio, la temperatura del ambiente, y presenta un
requerimiento de dextrosa, fosfato y cloruro de sodio a las

concentraciones de 27 mM, 1.4mMy 170 mM respectivamente.

e P. multocida expresa flagelos polares (aproximadamente 15 um de
longitud y diametro de 10-20 nm) constituidos por una proteina

monomérica de 38 kDa.

e Se logré amplificar un fragmento de 990 pb (fliC) a partir del genoma de

diferentes aislados de P. multocida.

e La flagelina de P. multocida muestra una alta identidad (95%) a las
secuencias de flagelinas reportadas para otros microorganismos incluida

la de A. pleuropneumoniae.

e Este es el primer trabajo donde se demuestra la movilidad vy la
presencia de un gen fliC en P. multocida. Estos resultados amplian en
gran medida el conocimiento sobre este patdégeno 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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12 PERSPECTIVAS

e Clonar el fragmento amplificado para lograr la sobreexpresion y

purificacion de la flagelina

e Determinar la participacion en patogénesis del flagelo de P. multocida a

través de ensayos de adhesion, colonizacion e invasion a células.

e Obtener anticuerpos policlonales contra la flagelina de P. multocida los

cuales seran utiles para apoyar los ensayos anteriores.

e Determinar si esta flagelina pudiese ser utilizada como herramienta de

diagndstico.

e Determinar su posible utilidad como un componente vacunal.

e Demostrar su participacion en virulencia con el uso de mutantes.
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