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1. RESUMEN 
 

H. paragallinarum (Hpg) es el agente causal de la Coriza Infecciosa (CI), una 

enfermedad aguda que afecta el tracto respiratorio superior de gallinas y pollos, la 

cual genera pérdidas significativas a la avicultura. Hpg expresa varios factores de 

virulencia involucrados en su patogenicidad. Entre los más estudiados 

encontramos la cápsula y la haemaglutinina y recientemente se han descrito 

proteínas secretadas inmungénicas, que incluyen proteínas de 110 y 120 kDa; 

siendo la primera un probable miembro de la familia de proteínas RTX. Las 

proteínas RTX son consideradas como los factores de virulencia más importantes 

de diversos microorganismos patógenos. La expresión de este tipo de proteínas 

está controlada estrictamente por diversas señales ambientales. En el presente 

trabajo se determinaron los factores que afectan la expresión de proteínas de 110-

120 kDa secretadas por Hpg. De los diferentes medios de cultivo probados, BHI 

fue en el que se obtuvo el mayor crecimiento bacteriano y la mejor expresión de 

estas proteínas. Sulfato de amonio (NH4 (SO4)) al 50 % de saturación o MeOH al 

100% (v/v) fueron los agentes precipitantes que permitieron una mayor 

recuperación de las proteínas. La adición de CaCl2 5mM, MgSO4 1mM, MnSO4 

1mM o citrato de amonio férrico 0.125 mM al medio de cultivo favorecieron la 

expresión de las proteínas de 110 y 120 kDa. Mientras que CuSO4 1mM 

disminuyó su expresión. ZnCl2 1mM no permitió el crecimiento bacteriano 

haciendo indetectable la expresión de las proteínas secretadas por Hpg. La 

expresión de las proteínas de 110-120 kDa no fue afectada por diferentes 

concentraciones de NAD en el medio de cultivo (5,10 y 20 µg/ml) y pH de 7.5 fue 

el óptimo para su expresión. Finalmente la temperatura óptima de crecimiento y de 

expresión de las proteínas de 110-120 kDa fue 37 °C.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Haemophilus paragallinarum es una bacteria Gram-negativa que pertenece a la 

familia Pasteurellaceae, la cual agrupa microorganismos patógenos para 

diferentes especies animales, incluido el hombre. Algunos de estos 

microorganismos están distribuidos mundialmente generando enfermedades que 

ocasionan grandes pérdidas económicas (Jacques-Mikael, 2002).  
En los primeros trabajos reportados, este patógeno fue identificado como H. 

gallinarum, un organismo que requería de los factores X (hemina) y V (Nicotinamida 

Adenin Dinucleotido: NAD) para su crecimiento in vitro (Eliot, y Lewis, 1934). Sin 

embargo, de los 1960s a los 1980s, todos los aislamientos del agente causal de CI 

requirieron solamente NAD por lo que fue renombrado como H. paragallinarum (Blackall y 

Yamamoto, 1989). Actualmente se han aislado cepas independientes de este factor en 

Sudáfrica (Mouahid et al., 1992 y Bragg et al., 2002) y en México (García et al, 2002). Así, 

este microorganismo puede ser tanto dependiente como independiente del factor V. Se ha 

demostrado que la independencia a este factor de crecimiento es gracias a la información 

contenida en un plásmido, ya que al extraer plásmido crudo de cepas de Hpg NAD-

independientes aisladas de Sudáfrica y utilizarlo para transformar cepas de referencia 

NAD-dependientes, estas bacterias fueron capaces de crecer en ausencia de NAD (Bragg 

et al., 1993). Sin embargo, este plásmido aún no ha sido caracterizado. 

 
2.1.Coriza Infecciosa  

H. paragallinarum (Hpg) es el agente causal de la Coriza Infecciosa (CI), una 

enfermedad aguda que ocurre mundialmente afectando el tracto respiratorio 

superior de gallinas y pollos (Gallus gallus), provocando grandes perdidas a la 

avicultura y particularmente en granjas de edad múltiple (Kume et al., 1984 y 

Blackall, et al., 1997), ya que produce retardo en el crecimiento de aves jóvenes,  

pérdida de peso en individuos adultos y una baja en la producción de huevo de 

hasta un 40%, aumentando significativamente el número de aves de desecho 

(Blackall, 1999). 
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2.1.1. Transmisión, morbilidad y mortandad   

Esta bacteria infecta al ave por vía respiratoria y luego de un corto período de 

incubación, que varía entre 1 a 3 días, produce una enfermedad que se manifiesta 

por inflamación catarral de los senos paranasales. Dado que esta bacteria 

sobrevive únicamente durante unas 5 h fuera del ave, el contagio sólo se produce 

a través de los animales infectados, que ya han padecido la enfermedad y que 

permanecen como portadores en la granja durante tiempo prolongado. En la forma 

no complicada las lesiones generalmente quedan confinadas al tracto respiratorio 

superior persistiendo los síntomas clínicos por 3 a 7 días  y luego se produce su 

remisión. Los cambios patológicos que se desencadenan a partir de las 20 horas 

post-infección (PI) alcanzan su máxima severidad a los 7-10 días PI y finalizan a 

los 14-21 días PI (Blackall et al., 1997).  

 La CI se caracteriza por una baja mortalidad y una alta morbilidad. En 

gallinas ponedoras causa alta morbilidad, baja o nula mortalidad y una importante 

pérdida en la producción de huevos, la que generalmente oscila entre un 10% y un 

40%. La mortalidad puede aumentar por la presencia de otros microorganismos o 

virus (Blackall, 1999).  

 

2.1.2. Signos clínicos 

H. paragallinarum infecta por vía respiratoria quedando adherida a las células 

epiteliales traqueales de las aves y luego de un corto período de incubación, que 

varía entre 1 a 3 días, produce una enfermedad que se manifiesta por descarga 

nasal, estornudo, inflamación facial, lagrimación (Fig. 1), anorexia y diarrea, por lo 

que disminuye el consumo de agua y alimento (Blackall, 1997). Es probable que la 

distribución tisular de Hpg en el proceso de infección y colonización del tracto 

respiratorio de los pollos sea limitada, gracias a una β-defensina epitelial llamada 

gallinacina-3, la cual contribuye a la inmunidad innata mediante propiedades 

antimicrobianas propias de las células epiteliales y secreciones traqueales (Zhao 

et al., 2001). 

 3



 

 

 

A                                   B                            C 

Fig. 1. Pollos infectados experimentalmente con Hpg. 
 A: catarro agudo con inflamación de pasaje nasal y sinusitis. 

 B: descarga nasal y conjuntivitis. C: edema facial severo. 
 

Esta enfermedad se caracteriza por ser de corta duración (dos semanas) y de 

curación espontánea (Terzolo, 2000); sin embargo, puede complicarse por la 

presencia de otros patógenos como Mycoplama gallisepticum, M. synoviae, 

Pasteurella spp., Salmonella spp., y por el virus de la bronquitis, complicando su 

erradicación (Sandoval et al., 1994). El diagnóstico microbiológico de la CI puede 

dificultarse por la presencia de otros microorganismos como Ornithobacterium 

rhinotracheale, Pasteurella avium y  P. volantium (Blackall, 1999, Blackall, et al., 

1997, Sandoval y Terzolo, 1996, Terzolo, et al., 1993). 
 
2.1.3. Prevención y control. 

La estrategia más eficaz en la prevención de la CI es la vacunación de parvadas 

susceptibles. Se ha reconocido ampliamente que los tres serogrupos de Kume 

representan tres inmunovariedades y que no existe protección cruzada entre las 

serovariedades de estos serogrupos (Blackall, 1999). Sin embargo, se ha 

observado cierta protección cruzada entre las serovariedades de los tres 

serogrupos. Actualmente se emplean bacterinas comerciales bivalentes 

(serovariedades A-1 y C-1) y trivalentes (A-1, B-1 y C-2) contra la CI. Además 

existe la necesidad de utilizar bacterinas trivalentes en todos los lugares donde se 

han aislado cepas regionales de la serovariedad B (Soriano 2004). 

Para el control de la CI también se han empleado varios quimioterapéuticos 

como: estreptomicina (Bornstein y Samberg, 1954), espectinomicina, asi como 

combinaciones de: estreptomicina-espectinomicina (Hanley, Davis y Sunks, 1968), 
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sulfacloropiridazina-trimetroprim (Sumabo y Ocampo, 1987), y sulfadimetoxina-

trimetroprin (Sakai y Nagao, 1987).  

 
2.2. Descripción del microorganismo 
H. paragallinarum es una bacteria Gram negativa no esporulada, pleomórfica que 

presenta morfología cocobacilar con tendencia a formar cadenas cortas y algunos 

filamentos. El microorganismo mide 1-3 µm de longitud y 0.4-0.8µm de ancho. Es 

anaerobia facultativa y sufre degeneración en 48-60 h, presentado formas 

indefinidas y fragmentadas. Esta bacteria es descrita como inmóvil; sin embargo, 

recientemente se demostró que Hpg bajo ciertas condiciones de cultivo presenta 

motilidad (Serrano-Vázquez, 2004). 
 
2.2.1. Requerimientos de crecimiento y medios de cultivo 

Algunos aislamientos requiere la presencia de NAD para su crecimiento, ya sea en 

forma reducida (NADH) en concentraciones de 1.56-25 µg/ml (Rimler, et al., 1977)  

o en forma oxidada (20-100 µg/ml) (Sato S., y Shifrine M., 1965), otras cepas son 

NAD-independientes (Mouahid et al., 1992 y Bragg et al., 2002, García et al, 

2002). Durante el crecimiento en placa el NAD puede ser  aportado por una cepa 

nodriza (Staphilococcus spp.) cultivada en forma transversal al cultivo de Hpg (Fig. 

2). El cloruro de sodio (NaCl) en concentraciones de 1-1.5%, es necesario para el 

crecimiento de esta bacteria (Glisson, 1998); el suero de pollo (1%) favorece su 

crecimiento (Hinz, 1973).  

Este patógeno puede crecer bajo condiciones de microaerobiosis o 

anaerobiosis, con 5-10% de CO2 (Rimler, et al., 1976), el pH óptimo para su 

crecimiento varia entre 6.9 a 7.6. Algunos de los cultivos que se han empleado 

para su crecimiento son Infusión Cerebro-Corazón (BHI), Caldo Soya Tripticaseína 

(TSB), Infusión de Carne de Pollo (CMI), medio de mantenimiento (HMM) (Blackall 

y Yamamoto 1998), agar de Casman (Rimler et al., 1976), agar medio de prueba 

(TMA) (Rimler et al., 1979) y agar Columbia (Terzolo et al., 1993). La mínima y 

máxima temperatura para su crecimiento son 25º y 45ºC respectivamente; sin 
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embargo, los organismos son crecidos normalmente a 37-38ºC (Blackall et al., 

1997).         
2.2.2.  Morfología colonial  

Los aislamientos de Hpg NAD-dependientes forman colonias pequeñas en forma 

de gotas de rocío de 0.3 mm de diámetro, contiguas a la cepa nodriza, y más 

pequeñas conforme se encuentran más alejadas de ella (Fig. 2). Las colonias se 

presentan de forma circular, convexa, de superficie lisa, y no produce hemólisis en 

agar sangre (Fig. 3). Las colonias de cepas NAD-independientes miden entre 1-2 

mm. En cultivos jóvenes de 8 a 24 h. de incubación, la cápsula puede ser 

demostrada en cepas virulentas y las cepas cultivas en medios transparentes 

presentan iridiscencia (Blackall et al., 1997). 

  
Fig. 2. Fenómeno de satelitismo de Hpg 

 con cepa nodriza de Staphylococcus (estriado). 

 

 
Fig. 3. Morfología colonial de Hpg en agar sangre.  
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2.2.3. Propiedades fisiológicas 

Esta bacteria presenta un metabolismo quimiorganotrófico mesofílico y contiene 

dimetilmenaquinona y ubiquinona como componentes de la cadena respiratoria 

(Hollander R., y Mannheim W., 1975). Puede diferenciarse bioquímicamente de 

otros microorganismos por su incapacidad de producir formazán a partir de 

clorhidrato de 3,3,5-trifenil-tetrazolio (TTC) (Terzolo, et al., 1993). Produce ácido a 

partir de manosa y glucosa (Blackall, 1983), fermenta esta última sin la producción 

de gas, reduce nitratos a nitritos, es indol y oxidasa negativa, presenta fosfatasa 

alcalina, y no hidroliza gelatina ni urea (Blackall y Yamamoto, 1998). La principal 

característica que diferencia los aislamientos de Hpg NAD-independientes de los 

NAD-dependientes es que no presentan actividad β-galactosidasa y no fermentan 

maltosa. Otros carbohidratos utilizados por Hpg en comparación con otros 

microorganismos se muestran en la tabla 1. 

 

Tabla 1. Características para diferenciar H. paragallinarum de otras bacterias. 

Microorganismo 

Característica 

H. pragallinarum O. rhinotracheale P. avium P. volantium 

Catalasa - -a + + 

Pigmento - - + + 

Microaerofilia + + - - 

β-galactosidasa +b + - + 

Arabinosa - - - - 

Galactosa - + + + 

Maltosa +b + - + 

Manitol + - - + 

Sorbitol V - - V 

Sacarosa V - + + 

Trehalosa - - + + 

-a: el 90% de las cepas de O. rhinotracheale son catalasa negativa 

+b: H paragallinarum NAD-independientes son negativos a la prueba de β-galactosidasa y fermentan la 

maltosa. 

V: variable 
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2.2.4. Susceptibilidad antimicrobiana 
En aislamientos procedentes de todo el mundo se ha detectado sensibilidad a ampicilina, 

eritromicina y penicilina, y se ha reportado susceptibilidad variable a la neomicina, 

estreptomicina y tetraciclina, permitiendo reconocer cinco biovariedades en base a los 

patrones de susceptibilidad a estos antibióticos (Blackall et al., 1989). En un estudio 

realizado en México usando 40 aislamientos,  se identificaron las cinco biovariantes antes 

mencionadas (Fernández, et al., 2000). 

 
2.3. Serotipificación 

La primera clasificación serológica de Hpg fue realizada en los Estados Unidos por 

Page (1962), quien utilizó una prueba de aglutinación en placa reconociendo tres 

serogrupos (A, B y C). Posteriormente Kume et al., (1983) realizaron la 

caracterización serológica de 17 aislamientos procedentes de varias partes del 

mundo, mediante pruebas de inhibición de hemoaglutinación (HI), identificando 

tres serogrupos (I, II y III) distribuidos en siete serovariedades hemoaglutinantes (I: 

HA-1 a HA-3; II: HA-4 a HA-6; y III: HA-7). Posteriormente Eaves et a., (1989), 

identificaron la hemoaglutinina HA-8 y Blackall et al., (1990) la hemoaglutinina HA-

9; ambas hemaglutininas se indentificarion en aislamientos hechos en Australia. 

Subsecuentemente Blackall et al., (1990) basándose en la estrecha relación 

existente entre las serovariedades de Page y los serogrupos de Kume, 

modificaron la nomenclatura, ya que los serogrupos I, II y III de Kume 

corresponden a los serogrupos  A, C y B de Page; quedando de la siguiente 

manera: serogrupo I: A-1 a A-4; serogrupo III: B-1; y serogrupo II: C-1 a C-4.  

De acuerdo con esta clasificación en nuestro país se han reportado las 

serovariedades A-1, A-2, B-1 y C-2 en Jalisco; A-1 y A-2 en el Estado de México; 

B-1 y C-2 en Puebla; A-2 en Michoacán; A-1 y C-2 en Morelos y B-1 en Sonora. 

De las diferentes serovariedades reportadas en México, C-2 ha sido la más 

frecuentemente aislada, principalmente en Morelos. Cabe mencionar que 

existieron seis aislamientos que no fueron tipificados, lo que puede significar la 

existencia de nuevos serovares (Soriano et al., 2001). En México se están 

utilizando vacunas bi- y trivalentes contra la CI, las cuales incluyen dos o tres de 
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los serovares de Page. Sin embargo, Hpg se ha aislado de aves que habían sido 

vacunadas contra la CI (Fernández et al., 2000). Este fracaso puede ser debido a 

la presencia de serovares inusuales que no son incluidos en las vacunas contra la 

enfermedad (Soriano et al., 2001). 

2.4. Estructura antigénica 

La hemoaglutinina es considerada la principal estructura antigénica para H. 

paragallinarum, y la capacidad hemoaglutinante en aislamientos de Hpg fue 

descrita por vez primera por Kato et al., (1965). La hemoaglutinina es una proteína 

que al ser inoculada en pollos les provoca una respuesta inmunogénica con 

producción de  anticuerpos que inhiben la hemoaglutinación (Sawata et al., 1980).  

Se considera que la adherencia bacteriana a las células epiteliales es el primer 

paso en el proceso de infección de las superficies mucosas. Las adhesinas son las 

estructuras bacterianas que median la adherencia a estructuras celulares 

complementarias llamadas receptores (Jacques y Paradis, 1998). Fernández et 

al., (2000), evidenciaron que los antígenos hemoaglutinantes de Hpg actúan como 

adhesinas y que existen ligandos o receptores específicos en la superficie de las 

células epiteliales del tracto respiratorio superior de las aves, siendo su receptor 

celular principalmente de tipo  D-manosa. Por lo que se dice que estas células 

poseen receptores específicos para Hpg y que los anticuerpos homólogos son 

capaces de inhibir la adherencia actuando como neutralizantes de las adhesinas 

(Fernández et al., 2001).  

También se ha descrito un antígeno termoestable de tipo común y un 

antígeno termolábil de tipo específico en cepas de serogrupo A y B (Hinz, 1973). 

Estudios sobre las propiedades morfológicas y serológicas de Hpg han revelado 

estructuras antigénicas complejas, las cuales fueron clasificadas por la prueba de 

aglutinación como antígenos termolábiles L1, L2 y L3 (destruyéndose a 65 º C por 

30 min) y sensibles a tripsina. Además, se han encontrado  un antígeno termolábil 

(HL) y uno termoestable (HS) resistentes a tripsina (Sawata et al., 1979). 

Otro antígeno con el que cuenta esta bacteria es la cápsula, la cual ha sido 

asociada con la colonización bacteriana ya que la protege contra los mecanismos 
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de defensa del huésped (Sawata et al., 1984). Se sugiere que la cápsula también 

puede estar involucrada con la adhesión a los cilios del tracto respiratorio de las 

aves, siendo el primer paso para la infección mediada por Hpg (Sawata et al., 

1985). 

Recientemente se ha determinado la presencia de hemocina en Hpg, una 

bacteriocina que puede estar jugando un rol importante en la colonización de los 

senos respiratorios de los pollos, ya que aislamientos de Pasteurella avium, P. 

volantium y P. especie A, consideradas bacterias gram-negativas no patógenas y 

que se encuentran en el tracto respiratorio superior de pollos, fueron sensibles a 

esta hemocina, por lo cual Hpg puede inhibir el crecimiento de estas bacterias 

(Terry et al., 2003). El mecanismo de acción de esta hemocina es desconocido.  

En otros microorganismos como H. influenzae esta hemocina causa elongación de 

células sensibles e inhibición de la síntesis de DNA pero no de RNA ni de 

proteínas (Streker el al., 1981).  

2.5. Secreción de proteínas    
La interacción de patógenos con sus células hospederas es mediada por factores 

que se encuentran localizados sobre la superficie bacteriana o son secretados al 

especio extracelular. Las bacterias secretan un gran número de proteínas entre las 

que se incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidrolíticas que se 

requieren en diferentes aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por ejemplo, 

en la biogénesis de organelos, adquisición de nutrientes y la expresión de factores 

de virulencia (González-Pedrajo y Dreyfus, 2003). 
Las proteínas antigénicas secretadas por Hpg no han sido extensamente 

estudiadas. Recientemente se han identificado proteasas secretadas por Hpg, las 

cuales son enzimas degradativas que se encargan de catalizar la hidrólisis total o 

parcial de proteínas. Estas  proteasas presentan reactividad cruzada con un suero 

policlonal dirigido contra metaloproteasas purificadas de Actinobacillus 

pleuropneumoniae serotipo 1 (Rivero-García, 2004). Otro tipo de proteínas 

secretadas que se han detectado en Hpg se encuentran en el rango de 110-120 

kDa, las cuales fueron reconocidas por suero de cerdos convalecientes de 

pleuroneumonía y por un suero policlonal de conejos específico para la toxina ApxI 
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de A. pleuropneumoniae y la leucotoxina de Mannheimia haemolytica, sugiriendo 

la posible presencia de toxinas RTX en Hpg. La presencia de genes potenciales 

para toxinas RTX en Haemophilus spp fue descrita por Kuhnert et al., (1997) y en 

base al peso molecular, la inmunoreacción cruzada y la forma en que fueron 

obtenidas las proteínas, es posible que se trate de toxinas RTX. Estas podrían ser 

citotoxinas ya que Hpg no es hemolítico (Mena-Rojas, et al., 2004). 

 2.5.1. Toxinas 

Las toxinas bacterianas participan en un gran número de mecanismos que alteran 

los procesos metabólicos críticos dentro de la célula huésped. En general, las 

toxinas dañan las membranas de la célula o modifican proteínas que son 

importantes para mantener la fisiología de la célula.  Algunas toxinas bacterianas 

ejercen sus efectos sobre las células eucariontes únicamente después de 

introducirse en la célula. Otras ejercen sus efectos localizándose en la superficie 

de la célula eucarionte, tal como las toxinas formadoras de poros (Payne, 2003).  

2.5.2. Toxinas RTX (repeats in toxin) 

Este tipo de proteínas constituye una familia de toxinas con alto peso molecular 

(100-120 kDa) que se encuentran presentes en una gran variedad de bacterias 

Gram-negativas (Coote, 1992). Estas toxinas RTX son capaces de formar canales 

permeables a iones en membrana de fagocítos y otras células blanco,  

produciéndoles un desequilibrio osmótico y muerte celular, lo que permite al 

patógeno evadir la primera línea de defensa del huésped (Lalonde, et al., 1989). 

Existen dos modelos para explicar el mecanismo por el cual las RTX inducen 

la muerte celular, el primero propone que la toxina en altas concentraciones se 

inserta en la membrana celular y causa lisis celular, y en baja concentración 

provoca apoptosis (Korostoff, et al., 1998; Menestrita, et al., 1995; Soloaga, et al., 

1999). El segundo modelo postula que la toxina no pasa completamente a través 

de la membrana celular, sino que permanece en la parte externa; y por 

desplazamiento de moléculas lipídicas en la membrana externa causa muerte 

celular por presión lateral; subsecuentemente provoca colapso de la monocapa 

(Soloaga, et al., 1999). Las RTX también pueden producir excesivamente 
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radicales de oxígeno, dañando a las células del huésped (Jacques y Mikael, 

2002). 

 Otra característica común de esta familia de toxinas es una secuencia de 

repetidos ricos en glicina cerca del extremo amino terminal; estos repetidos son 

responsables de la unión divalente del ión calcio, el cual es requerido para la 

activación de algunas toxinas (Coote, 1992). Todas estas toxinas son secretadas 

de la célula bacteriana por la vía de secreción tipo I (Boehm, et al., 1990; Welch, 

1991; Kachlany et al,,2000) y se ha demostrado que algunas de ellas requieren 

Ca2+ para la formación de poros en la membrana celular, pero también se ha 

propuesto que la síntesis de ApxI de A. pleuropneumoniae es regulada por los 

niveles libres de Ca2+ y se sugiere que este efecto puede ser a nivel 

transcripcional (Frey y Nicolet, 1988; Frey et al., 1990). 

Las toxinas RTX pueden presentar actividades citolíticas, citotóxicas, de 

proteasas y de lipasas. Además, presentan una organización genética común, la 

cual consiste en un operón de cuatro genes designados C, A, B y D en orden 

transcripcional; el gen A codifica para una protoxina inactiva  que es activada por 

el producto codificado por el gene C (Jacques y Mikael, 2002); el producto de este 

último gen acetila un ácido graso de la protoxina (Stanley et al., 1994;  Issartel, et 

al., 1991). Los genes B y D codifican para productos involucrados en la secreción 

de la proteína (Jacques y Mikael, 2002) (Fig. 4). 

 

 
Fig. 4. Organización genética y estructural de las toxinas RTX  

(Frey y Kuhnert, 2002). 
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Estas toxinas se dividen en dos categorías, basándose en la especificidad que 

presentan por los tipos de células blanco. Las hemolisinas RTX, tal como la α-

hemolisina (HlyA) de E. coli  (Cavalieri, Bohach, Snyder,  1984) y la toxina ApxIA 

de A. pleuropneumoniae (Frey et al., 1991), las cuales lisan a una gran variedad 

de células blanco en diversos grupos animales; incluyendo eritrocitos, fibroblastos 

de embrión de pollo, y granulocitos de conejo y ratón (Welch, et al., 1995). La otra 

categoría de proteínas RTX incluye toxinas con una alta especificidad de células 

blanco como las leucotoxinas de A. actonomycetemcomitans (LtxA) y de M. 

(Pasteurella) haemolytica (LktA) (Kachlandy et al., 2000), ésta última lisa 

únicamente leucocitos de rumiantes (Kaehler, et al., 1980).  

Unas de las toxinas mejor estudiadas son las producidas por A. 

pleuropneumoniae (Apx I a Apx IV), y existen evidencias considerables sobre su 

contribución a la virulencia de este patógeno (Frey, 1995). Se ha observado que la 

actividad transcripcional del operón de la toxina ApxI puede ser aumentada hasta 

diez veces por la adición de calcio al medio de cultivo a concentraciones similares 

a las encontradas en el suero (Frey et al., 1994; Gygi et al., 1992). Por otro lado el 

hierro ha sido reportado como represor de la producción de la toxina ApxII a 

concentraciones de 100 y 500 µM (Maudsley y Kadis, 1986). 

 
2.5.3. Importancia de las toxinas RTX como factores de virulencia. 

In vivo, las toxinas RTX inducen la liberación de mediadores inflamatorios o 

ejercen efectos citotóxicos y citolíticos principalmente sobre células del sistema 

inmune;  también provocan necrosis, apoptosis, e inflamación. En algunos trabajos 

se ha propuesto que las toxinas RTX actúan en sinergia con lipopolisacáridos 

(Czuprynski y Welch, 1995). 

 Por su parte A. pleuropneumoniae, agente causal de la pleuropneumonia en 

cerdos, secreta toxinas RTX que son responsables de hemolizar eritrocitos y lisar 

macrófagos alveolares y leucocitos polimorfonucleares (Cruijsen et al., 1992 y 

Kamp et al., 1987). La toxina ApxI es fuertemente hemolítica y citotoxica; ApxII es 

débilmente hemolítica  y moderadamente citotóxica; mientras que ApxIII no es 
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hemolítica pero es fuertemente citotóxica (Frey et al., 1993 y Kamp et al., 1991).  

Estas toxinas son consideradas factores de virulencia muy importantes en el 

proceso infeccioso causado por A. pleuropneumoniae ya que mutantes de los 

serotipos 1 y 5 que han perdido la capacidad de sintetizar ApxI y ApxII, no 

producen la muerte de macrófagos o neutrófilos (Gygi et al., 1990) ni causan 

enfermedad o lesiones pulmonares en cerdos (Gygi et al., 1990 y Tascón et al., 

1994).   

 Otra bacteria Gram negativa que produce este tipo de toxinas es A. 

actinomycetemcomitans, patógeno que está implicada en numerosas 

enfermedades humanas incluyendo endocarditis, meningitis, osteomielitis y 

periodontitis (Slots et al., 1980; Zimbon, 1985). Se ha demostrado que la 

leucotoxina (Ltx) secretada por esta bacteria  puede producir poros en la bicapa 

lipidica, de tal modo que provoca muerte selectiva de monocitos y 

polimorfonucleados (PMN) (Taichmant et al., 1980 y Tsaí et al., 1979). Además se 

ha mostrado que la Ltx purificada puede inducir necrosis y apoptosis en linfocitos 

T humanos en cultivo, ya que se observa fragmentación de DNA en estas células 

(un signo clásico de apoptosis). La fragmentación de DNA se observa después de 

16 h de incubación y la máxima fragmentación ocurre con una concentración de 

100 ng de Lkt /ml (Mangan et al., 1991). Además de ser una proteína formadora 

de poros, se ha observado que une Ca2+, por lo que puede inducir cambios 

citosólicos en las concentraciones de este catión, y consecuentemente alterar el 

potencial de membrana, haciendo susceptible a la célula (Iwase et al., 1990). 

Por otro lado, Maheswaran et al., (1992) observaron que el sobrenadante de 

cultivos que contenían leucotoxina LktA, producen lisis de neutrófilos, mediada por 

la generación de radicales libres de oxígeno. Este efecto depende de la dosis, ya 

que bajas concentraciones provocan la lisis de neutrófilos por rompimiento 

oxidativo, liberando gránulos contenidos en estas células y cuando se incrementa 

la concentración de radicales, las células son estimuladas a experimentar 

apoptosis. En altas concentración la leucotoxina daña membranas celulares 

debido a la formación de poros con la subsiguiente necrosis de las células blancas 

(Narayanan et al., 2001).  
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2.5.4. Expresión de toxinas RTX 

Es claro que la expresión de proteínas puede estar regulada por las condiciones 

de un medio definido. Las toxinas RTX presentan una secuencia de repetidos ricos 

en glicina cerca del amino terminal, la cual es importante para hacer eficiente la 

unión de iones Ca2+ (Boehm et al., 1990), y juegan un papel crucial en los niveles 

de Ca2+ que son requeridos para la máxima actividad hemolítica de algunas 

proteínas (Ludwing et al., 1988).  La perdida de tales repeticiones en el caso de la 

α-hemolisina de E. coli conduce a reducción de capacidad para unir Ca2+ y una 

menor actividad (Boehm et al., 1990). Esta actividad puede ser parcialmente 

restaurada por la adición de altas concentraciones de calcio (30 mM) (Ludwing et 

al., 1988). El Ca2+ está involucrado también en la actividad biológica de una 

hemolisina de 104 kDa de A. preuropneumoniae serotipo 1 (Devenish y Rosendal, 

1990). Y se ha reportado que esta actividad se incrementa al ser suplementado el 

medio de cultivo con CaCl2 10 mM (Tarigan et al., 1996, Umelalim et al., 1992).  
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3. ANTECEDENTES 
Las bacterias patógenas sintetizan toxinas y otros factores de virulencia cuando se 

encuentran en sus huéspedes; sin embargo, muchos de los genes que codifican 

para estas proteínas pueden ser reprimidos o expresados a su nivel más bajo 

cuando las bacterias se crecen en condiciones de laboratorio. Existen numerosas 

diferencias entre las condiciones en el ambiente del hospedero y las condiciones 

fuera de éste las cuales podrían influir en la expresión de genes de virulencia. 

Estas variables incluyen a la temperatura, osmolaridad, disponibilidad de 

nutrientes, concentración de iones, etc. (Payne,  2003). 

En algunos estudios se ha confirmado que existe una relación entre la fase 

de crecimiento bacteriano y la secreción de algunas proteínas (Maudsley y Kadis, 

1986). Bragg et al., (1996) estudiaron el efecto de diferentes condiciones de 

crecimiento tales como el tiempo de incubación, la cantidad de inóculo utilizado 

para el crecimiento, niveles de NAD o NaCl y el pH del medio Casman, sobre la 

expresión de antígenos de Hpg los cuales fueron reconocidos por un panel de 

anticuerpos monoclonales. Observaron que los cambios en los patrones de 

antígenos producidos por diferentes cepas de Hpg, parecen estar causados por 

las diferentes condiciones de crecimiento seleccionadas. 

En M. haemolytica A1 se ha determinado que la producción de la leucotoxina 

Lkt es influida por la densidad celular del medio inoculado, corroborando que la 

producción de Lktx inicia durante la etapa final de la fase lag, y siendo su máxima 

producción en la fase logarítmica, con un decline importante durante la fase 

estacionaria; definiendo ventajas prácticas para cuando se requiera obtener la 

toxina con el fin de usarla como vacuna (Odendaal y Plessies, 2000). Jarma y 

Regassa (2004) han observado que la expresión y actividad hemolítica de toxinas 

ApxI y ApxII se incrementa entre la fase exponencial  y la primera etapa de la fase 

estacionaria, después de este tiempo de incubación las toxinas disminuyen en 

expresión y actividad. 

En otros microorganismos, como Serpulina (Treponema) hyodysenteriae se 

ha observado que la adición de ZnSO4 o CuSO4 causa la completa inhibición de la 
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actividad de una hemolisina, la cual es considerada un importante factor de 

virulencia en la patogénesis de la disentería en cerdos (Dupont et al., 1993).  

Tarigan et al., (1996), caracterizaron una toxina RTX hemolítica  producida 

por A. pleuropneumoniae aislado en Australia. La actividad hemolítica fue 

indetectable en el sobrenadante de cultivo cuando el medio no era suplementado 

con Ca2+ (10 mM) o cuando el Ca2+ en el medio era quelado con EGTA (2.2 mM).  

 Por otro lado, también se ha relacionado el pH del medio con la secreción y 

actividad de toxinas. Kachlany et al., (2000) al estudiar una leucotoxina RTX 

secretada por A. actinomycetemcomitans, observaron que la cantidad de toxina 

secretada  era afectada por el pH del medio. Amoako et al., (1994) observaron que  

la actividad de una hemolisina producida por Fusobacterium necrophorum fue 

máxima a pH 7.4, disminuyendo conforme el pH se alejaba de este valor.  Sun y 

Clinkenbeard (1998) optimizaron un medio de cultivo libre de suero para la 

producción de una leucotoxina (Lkt) de P. haemolytica,  observando que el medio 

suplementado con 0.36 mM FeCl3 o 1.0 mM de MgSO4 incrementaba la actividad 

específica de la Lkt. 

 
3.1 Antecedente directo 
Mena-Rojas et al., (2004) describieron la presencia de proteínas antigénicas en el 

rango de 25 a 120 kDa secretadas por Hpg durante su crecimiento en BHI, TSB o  

Luria-Bertani glucosa fosfato sin la adición de suero. Algunas de esas proteínas 

fueron reconocidas por suero de pollos infectados experimentalmente con Hpg. En 

particular, una proteína de 110 kDa fue reconocida por un pool de sueros de 

cerdos convalecientes naturalmente infectados con A. pleuropneumoniae, y 

también por un suero policlonal dirigido contra la ApxI, así como también contra la 

leucotoxina de M. haemolytica, sugiriendo la presencia de una proteína parecida a 

las RTX en Hpg, pudiendo ser un importante inmunógeno en el control de la CI. 
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4. JUSTIFICACIÓN  

En trabajos antes mencionados se ha observado que la producción de ciertas 

proteínas es afectada por la composición del medio de cultivo y dado que las 

proteínas secretadas por Hpg no han sido ampliamente estudiadas, y en particular  

posibles toxinas RTX,  el propósito de este trabajo fue conocer los factores que 

afectan la expresión de proteínas de 110-120 kDa secretadas por Hpg. Conocer 

las condiciones que afectan la expresión de factores de virulencia nos da 

información sobre el comportamiento de este patógeno al infectar a su huésped, 

además nos permite determinar las condiciones optimas de su obtención, para 

obtener cantidades importantes de proteína que nos permitan caracterizarla más 

ampliamente y evaluar la posibilidad de incluirla como componente de una vacuna.  
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5. OBJETIVOS. 
 
General. 

 
o Determinar los factores bioquímicos y ambientales que afectan la expresión 

de proteínas de 110-120 KDa secretadas por Hpg. 
 

Particulares. 
 

o Evaluar la relación entre el tiempo de incubación y la expresión de proteínas 

de 110-120 kDa. 

 

o Evaluar diferentes métodos de precipitación de proteínas 

 

 

o Determinar si la presencia de iones metálicos (Ca2+, Mg2+, Mn2+, Cu2+, Zn2+; 

Fe2+), agentes quelantes (Dipyridyl y EGTA) y niveles de NAD en el medio de 

cultivo afectan la expresión de estas proteínas. 

 

o Determinar el efecto del pH sobre la expresión de las proteínas de 110-120 

KDa. 

 

 

o Analizar la expresión de estas proteínas a diferentes temperaturas de 

incubación.   
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
6.1. Cepas bacterianas 
Se trabajó con una cepa de campo de Hpg (cepa Hpa6) aislada de aves con 

signos clínicos de CI, proporcionada por el laboratorio Biotecnología veterinaria 

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

 
6.2. Curva de crecimiento de Hpg 
Los medios que se utilizaron fueron BHI, TSB y LB-GP (Luria Bertani 

suplementado con glucosa y fosfato) con los cuales se preparó un precultivo 

inoculándolos con Hpg, los cultivos se suplementaron con NAD 0.001%, y se 

incubaron 24 h a 37º C en agitación. El cultivo se resembró en agar  para 

determinar su pureza, en donde el NAD necesario para su crecimiento fue 

proporcionado por una estría de S. aureus, como cepa nodriza (Mena-Rojas et al, 

2004). 

 Este precultivo se utilizó para inocular al 1% los medios de cultivos (BHI, 

TSA y LB-GP) respectivamente, los cuales se suplementaron igualmente con NAD 

y se incubaron en agitación  a 37º C. A partir de ese momento se midió la 

densidad óptica  (a 600nm y previamente calibrado con el blanco respectivo) y se 

tomó una muestra cada hora durante diez horas. Las muestras obtenidas fueron 

procesadas para obtener las proteínas secretadas.  

 
6.3. Obtención de Proteínas 
Los cultivos fueron centrifugados (12,000 rpm x 15 min) para separar las células y 

las proteínas del sobrenadante se concentraron añadiendo (NH4)2SO4 al 70%, 

dejando precipitar toda la noche a 4º C (Mena, 2003). Después, las muestras se 

centrifugaron nuevamente y la pastilla se resuspendió en un volumen mínimo de 

buffer TRIS HCl pH 7.5. Posteriormente, previo a su separación en geles de 

poliacrilamida SDS 10%, las muestras se hirvieron durante 5 min en presencia de 

β-mercaptoetanol al 5%. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie,  y se 

destiñeron con ácido acético al 10%. 
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Habiendo determinado el medio más apropiado para la expresión de estas 

proteínas (BHI) así como el tiempo de incubación óptimo (5 h) a 37°C en agitación,  

se establecieron estas condiciones como óptimas para determinar el efecto de las 

diferentes variables  en la expresión de las proteínas de 110-120 kDa de Hpg. 

Además en los siguientes ensayos las proteínas fueron cuantificadas por el 

método de Bradford (1976) antes de la electroforesis, con el fin de colocar 

cantidades similares en los pozos y poder hacer un análisis comparativo. 

 
6.4. Métodos de precipitación 
Para poder establecer el método más adecuado para concentrar las proteínas de 

interés, se probaron como agentes precipitantes (NH4)2 SO4 al 70% (Mena, 2003) y 

50% (Frey, et al., 1992), metanol 100% (v/v) (Mena, 2003) y etanol 200% (v/v) 

(Kachlany, et al., 2000). Para ello el sobrenadante de cultivo libre de células se 

dejó precipitando toda la noche a 4° C utilizando los diferentes métodos 

mencionados. 

 
6.5. Efecto de iones divalentes y agentes quelantes.  
El medio BHI fue utilizado para probar el efecto de diferentes iones metálicos y 

otros componentes sobre la expresión de las proteínas de interés. Para comparar 

el efecto de altas y bajas concentraciones de calcio, el medio fue suplementado 

con Ca2+ por la adición de CaCl2  en diferentes concentraciones: 3mM (Frey y 

Nicolet, 1988), 5mM (Umelalim et al., 1992) y 10mM (Frey y Nicolet, 1988 yTarigan 

et al., 1996). Para generar un medio con baja concentración de calcio se utilizó el 

agente quelante EGTA 1mM, (Tarigan et al., 1996).   

Otros iones metálicos que también se utilizaron para ver su efecto en la 

expresión de las proteínas de 110-120 kDa secretadas por Hpg fueron MgSO4, 

MnSO4, CuSo4, y ZnCl2 1mM (Dupont et al., 1994). 

También se determinó el efecto de concentraciones bajas y altas de hierro, y 

para ello el medio fue suplementado con citrato de amonio férrico 0.125mM (Zhao 

et al., 1995), mientras que el medio con baja concentración de hierro fue obtenido 
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suplementando con un agente quelante específico de hierro, Dipyridyl 0.2 mM  

(Paustian et al., 2001)  
Para determinar el efecto de diferentes concentraciones de NAD, el medio de 

cultivo fue complementado con 5 µg/ml de NAD, el cual se consideró como un 

medio con baja concentración de NAD, mientras que el medio con una 

concentración alta fue suplementado con 20 µg/ml. El medio control fue 

suplementado con 10 µg/ml de NAD. 

 

6.6. Niveles de pH  
El pH del medio BHI fue ajustado, antes de esterilizarlo, por la adición de HCl o 

NaOH, a los valores de 5.8, 6.5, 6.8, 7.5, 8.5, 8.8, 9.8 todos ±0.05, (Amoako et al., 

1994, Bragg et al., 1996, Sun et al., 1998 y Kachlany et al., 2000). El pH que se 

manejó como control fue de 7.8 ±0.05  ya que fue el registrado en el medio de BHI 

antes de esterilizarlo. Luego de incubar los medios las muestras se procesaron 

como se mencionó arriba. 

 

6.7. Efecto de diferentes temperaturas 

Para determinar el efecto de la temperatura de incubación en la expresión de las 

proteínas de 110-120, los cultivos fueron incubados a 30, 35, 37, 40, o 42°C (Tan 

et al., 1992). Posterior a la incubación, las muestras se procesaron como se 

mencionó anteriormente. 
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7. RESULTADOS 
7.1. Curva de Crecimiento 
H. paragallinarum fue cultivado en los caldos TSB,  BHI y LB-GP suplementados con 

NAD, los cuales se incubaron durante diez horas, y en intervalos de una hora se 

midió la densidad óptica. En BHI el crecimiento comenzó a las dos horas de 

incubación, y tuvo su máximo a las ocho horas  logrando llegar a una clara fase 

estacionaria entre las ocho y las diez horas y alcanzando una densidad óptica de 

alrededor de 1.0. Este medio fue donde se obtuvo el mayor crecimiento en 

comparación con los otros dos utilizados. El crecimiento en TSB comenzó a las tres 

horas de incubación, registrándose el mayor crecimiento a las diez horas 

postinoculación, donde se observa el comienzo de una fase estacionaria; en este 

medio la D.O. alcanzada fue de aproximadamente 0.85. En LB-GP el crecimiento fue 

bastante lento y fue el menor (D.O. 0.4) en comparación con los otros medios de 

cultivo (Fig. 5). 
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Fig. 5. Curva de crecimiento de Hpg en diferentes medios de cultivo. 
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7.2. Proteínas de 110-120 kDa secretadas por Hpg  

Los diferentes medios de cultivo utilizados para crecer Hpg (BHI, TSB y LB-GP) se 

incubaron durante diez horas y en intervalos de una hora se tomaron muestras de 

cada uno para la obtención de las proteínas secretadas. Por medio de SDS-PAGE 

10% se pudo observar que la expresión de las proteínas de 110-120 kDa en BHI 

comienza a las tres horas postinoculación (PI), mientras que su máxima expresión 

fue entre las cinco y seis horas PI (Fig. 6). Al comparar el crecimiento bacteriano y la 

expresión de las proteínas secretadas de 110-120 kDa podemos observar que el 

tiempo en donde se obtiene la mayor expresión de las proteínas es donde el 

crecimiento bacteriano se encuentra en plena fase exponencial, y a partir de ese 

momento la presencia de las proteínas disminuye notablemente, correspondiendo 

esto al momento en que el crecimiento bacteriano comienza una clara fase 

estacionaria (Fig. 5). 

 

 

Fig. 6. Proteínas secretadas por Hpg en BHI a diferentes tiempos 

 de incubación. Carril 1: 3 h de incubación; 2: 4 h; 3: 5 h;, 4: 6 h;  

5: 7 h; 6: 8 h; 7: 9 h, y 8: 10 h.  

 

En el caso de TSB la presencia de las proteínas de 110-120 kDa comenzó a 

observarse a las cuatro horas PI, a partir de las cinco y hasta las diez horas de 

incubación la expresión de las proteínas permanece estable (Fig. 7). En este medio 
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también se pudo observar una relación entre la expresión de las proteínas y el 

crecimiento bacteriano, ya que el crecimiento en este medio fue menor y más lento 

coincidiendo con la menor expresión de las proteínas en comparación con el medio 

BHI. El patrón de proteínas secretadas en este medio incluye bandas que por el 

momento no nos interesa estudiar, por lo que fue descartado para los ensayos que 

se realizaron posteriormente. 

 

Fig. 7. Proteínas secretadas por Hpg en TSB a diferentes 

 tiempos de incubación. Carril 1: 4 h de incubación; 

 2: 5 h;  3: 6 h; 4: 7 h; 5: 8 h; 6: 9 h;  7: 10 h. 
 

El medio LB-GP fue donde se obtuvo el menor crecimiento bacteriano y la menor 

expresión de las proteínas de 110-120 kDa en comparación con BHI y TSB.  La 

expresión de estas proteínas se observa a partir de las seis horas PI siendo entre las 

nueve y diez donde se obtiene la mayor expresión de las proteínas en este medio, 

aunque no alcanza los niveles obtenidos en los otros. El patrón de proteínas 

obtenido en este medio, al igual que el observado en TSB, incluye bandas que por el 

momento no nos interesan (Fig. 8). 
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Fig. 8. Proteínas secretadas por Hpg en LB-GP a diferentes 

 tiempos de incubación. Carril 1: 5 h de incubación; 2: 6 h;  

3: 7 h; 4: 8 h; 5: 9 h; 6:10 h. 

 

Ya que BHI fue donde se obtuvo la mayor expresión de las proteínas de 110-

120kDa, se eligió este medio para realizar los ensayos posteriores. El tiempo de 

incubación que se estableció como óptimo para la obtención de las proteínas fue de 

cinco horas. 
 

7.3. Método de precipitación 

Para concentrar las proteínas de 110-120 kDa, los métodos de precipitación 

utilizados fueron MetOH 100% (v/v), EtOH 200% (v/v), (NH4)2SO4 70% y 50% de 

saturación. Los patrones de proteínas obtenidos con los diferentes agentes 

precipitantes no presentan grandes diferencias, aunque las proteínas de 110-120 

kDa precipitadas con etanol y con sulfato de amonio al 70 % de saturación se 

observan menos concentradas que cuando se usó sulfato de amonio al 50% o 

metanol como agentes precipitantes. La concentración de proteínas de 110-120 kDa 

obtenidas al precipitar con sulfato de amonio al 50% o metanol 100% (v/v) es muy 

parecida, por lo que se decidió trabajar con sulfato de amonio ya que es mucho más 

cómodo (Fig. 9).  
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Fig. 9. Proteínas secretadas por Hpg obtenidas con diferentes  

agentes precipitantes. Carril 1: (NH4)2SO4 50%; 2: (NH4)2SO4 70%; 

 3: EtOH 200% v/v; 4: MetOH 100 % v/v.  

 

7.4. Efecto de diferentes iones divalentes y agentes quelantes. 

La presencia de algunos suplementos en el medio de cultivo favoreció la expresión 

de las proteínas de 110-120kDa secretadas por Hpg, mientras que otros la 

disminuyeron.  

 Cuando el medio de cultivo fue suplementado con CaCl2 en diferentes 

concentraciones (3mM, 5mM y 10mM), se pudo observar que la expresión de las 

proteínas de 110-120 kDa secretadas por Hpg fue favorecida en el medio 

suplementado con CaCl2 5mM en comparación con un medio control sin calcio (Fig. 

10). La presencia de CaCl2 3mM parece no afectar la expresión de las proteínas; sin 

embargo a una concentración de CaCl2 10mM la expresión de estas proteínas 

disminuye notablemente (Fig. 10). 
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Fig. 10. Efecto del Ca+2 en la expresión de  

las proteínas de 110-120kDa secretadas por Hpg. Carril 1:  

control; 2: CaCl2 3mM; 3: CaCl2 5mM, 4:CaCl2 10mM. 

 

La presencia de un agente quelante específico para Ca+2 como EGTA 1mM en el 

medio, disminuyó fuertemente la expresión de las proteínas de 110-120kDa secretadas 

por Hpg, haciendo evidente la importancia de este catión divalente para la expresión de 

estas proteínas (Fig. 11). Mientras que citrato de amonio férrico a una concentración 

0.125mM favoreció la expresión de las proteínas de 110-120 kDa secretadas por Hpg, 

la presencia de un agente quelante específico de hierro como dipyridyl 0.2 mM, 

disminuyó fuertemente la expresión de estas proteínas, ya que se observan en mucho 

menor cantidad.  

Además de observar que los iones hierro y calcio favorecieron la expresión de las 

proteínas de 110-120 kDa, y que cuando los iones fueron quelados estas proteínas  

disminuyeron; se observó que en presencia de EGTA existía la expresión diferencial de 

bandas de aproximadamente 100, 81.4, 55.1 y 32.1 kDa (Fig. 11, carril 2), mientras que 

sólo las últimas 3 estaban presentes en cultivos suplementados con dipyridyl (Fig. 11, 

carril 4). Estas proteínas no se observaron en cultivos crecidos en ausencia de alguno 

de estos agentes quelantes (Fig. 11, carril 5). 
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Fig. 11. Efecto de agentes quelantes sobre la expresión de proteínas 

 secretadas por Hpg.  Carril 1: citrato de amonio férrico 0.125 mM;  

2:dipyridyl 0.2 mM; 3: CaCl2 5mM; 4: EGTA 1mM; 5: control. 

 

Otros iones utilizados para determinar su efecto en la expresión de las proteínas de 

110-120kDa fueron MgSO4, MnSO4, CuSO4 y ZnCl2 todos a una concentración 1 mM. 

La presencia de Mg2+ o Mn2+ favoreció la expresión de las proteínas de manera similar 

a como se observó cuando el medio se suplemento con CaCl2. Cuando el medio se 

suplementó con CuSO4 se observó una disminución en la expresión de estas proteínas 

(Fig. 12). La presencia de ZnCl2 en el medio de cultivo disminuyó totalmente la 

expresión de proteínas secretadas por Hpg (dato no mostrado). 

 
Fig. 12. Efecto de iones divalentes en la expresión de las proteínas de 110-120kDa  

secretadas por Hpg. Carril 1: control; 2: MgSO4 1mM; 3: MnSO4 1mM; 4: CuSO4 1mM. 
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Las diferentes concentraciones de NAD utilizadas parecen no afectar la expresión de 

las proteínas de 110-120 kDa, ya que la intensidad de las bandas en las tres 

condiciones no varió; tanto niveles altos como bajos de NAD no produjeron un cambio 

en comparación con un medio con NAD al 0.001%, concentración usualmente utilizada 

para el crecimiento de Hpg (Fig. 13).  

 

 
Fig.13. Efecto de diferentes concentraciones de NAD en 

la expresión de proteínas de 110-120kDa. Carril 1: 10 µg/ml; 

2: 5 µg/ml (concentración baja) y 3: 20 µg/ml (concentración alta). 
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7.5. Efecto del pH 
La expresión de las proteínas de 110-120 fue afectada por el pH del medio. Estas 

proteínas pueden producirse en el intervalo de pH de 6.8 a 8.8 (Fig. 14), y su 

expresión fue escasa a pH por debajo de 6.8 o por arriba de 8.8. A un pH de 7.5 o 

de 8.5 se observó la misma intensidad de las bandas de 110-120; siendo óptima a 

pH de 7.5. Sin embargo a pHs de 6.8, 7.8 y 8.8 se apreció una expresión 

diferencial en estas bandas, siendo la banda de 110 kDa la que se expresó 

mayoritariamente. A pH 7.8 es donde existió una óptima expresión de la proteína 

de 110 kDa. 
 

Fig. 14. Efecto de pH en la expresión de proteínas de 110-120 kDa  

secretadas por Hpg . Carril 1: 6.8 ±0.05; 2: 7.5 ±0.05; 3:  

7.8 ±0.05; 4: 8.5 ±0.05; 5: 8.8 ±0.05. 

 
7.6. Efecto de la temperatura. 
Las proteínas de 110-120 kDa se expresan en bacterias incubadas a temperaturas 

de 42, 40, 37, 35 y 30ºC. Sin embargo la temperatura donde se obtuvo la mejor 

expresión fue a 37ºC, ya que temperaturas tanto superiores como inferiores 

disminuyeron la expresión de estas proteínas; esta disminución se vio más 

evidente a temperaturas mayores a 37ºC (Fig. 15). 
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Fig. 15. Efecto de la temperatura de incubación en la secreción de proteínas  

de 110-120 kDa secretadas por Hpg. Carril 1: 37°C, carril 2: 42°C, 

 carril 3: 40°C, carril 4: 35°C, carril 5: 30°C. 
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8. DISCUSIÓN 
 
La relación existente entre la expresión de genes de virulencia de un 

microorganismo patógeno y los factores ambientales dentro del hospedero ha sido 

estudiada desde los 1930s, cuando las tentativas de producir toxinas en 

cantidades suficientes para caracterizarlas revelaron que el crecer a las bacterias 

en condiciones típicas de laboratorio provocaba la producción de niveles bajos de 

la toxina. Estos resultados condujeron a diseñar experimentos para identificar los 

factores que dentro del hospedero regulaban la expresión de estas toxinas 

(Payne, 2003). Existen muchas variables entre el hospedero y las condiciones de 

laboratorio que pueden influir en la expresión de genes que codifiquen para cierto 

tipo de toxinas, estas variables incluyen temperatura, osmolaridad, disponibilidad 

de nutrientes, concentraciones de hierro y otros iones etc. (Payne, 2003).  

 H. paragallinarum, agente causal de la CI, expresa varios factores de 

virulencia que están involucrados en su patogenicidad. Entre los más estudiados 

encontramos la cápsula (Sawata et al., 1985) y la haemaglutinina (Iritani et al., 

1980). Recientemente se han descrito proteínas inmunógenas de 110 y 120 kDa 

secretadas por Hpg en medios libres de suero (LB-GP, TSA y BHI) que fueron 

reconocidas por sueros inmunes de aves enfermas de CI, pero no por los de aves 

libres de patógenos específicos (ALPES). Además, la proteína de 110 kDa fue 

reconocida por suero de cerdos convalecientes de pleuroneumonía infectados con 

A. pleuroneumoniae, así como por anticuerpos contra la leucotoxina de M. 

haemolytica, sugiriendo que esta proteína de 110 kDa podría pertenecer a la 

familia de toxinas RTX (Mena, 2003).  

 Las toxinas RTX tienen una importante participación en la patogenicidad de 

muchas bacterias Gram negativas de origen clínico y veterinario (Frey y Kunhert, 

2002) tales como E. coli (Felmlee et al., 1985), M. haemolytica (Lo et al., 1987), A. 

pleuronpneumoniae (Frey et al., 1994; Schaller et al., 1999; Chang et al., 1989),  y 

A. actinomycetemcomitan (Kraig et al., 1990). La mayoría de los efectos celulares 

producidos por las toxinas RTX han sido asociados a su capacidad para formar 

poros, resultando en lesiones de membrana plasmática y lisis osmótica (Oxhamre 
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y Dahlfors, 2003). Además este tipo de toxinas pueden inducir la liberación de 

mediadores inflamatorios o ejercer efectos citotóxicos y citolíticos principalmente a 

células del sistema inmune del hospedero, asimismo pueden provocar muerte 

celular por apoptosis o necrosis (Czuprynski y Welch, 1995). 

La expresión de genes de virulencia está estrictamente regulada y responde 

a estímulos ambientales, tales como temperatura, pH, y disponibilidad de 

nutrientes etc. Tal regulación permite la expresión oportuna de proteínas 

requeridas para el crecimiento y sobrevivencia en coordinación con cambios en las 

condiciones ambientales (Scarlato et al., 1993; Mekalanos, 1992). Asimismo, la 

fase de crecimiento bacteriano puede ejercer efectos significativos en la expresión 

de ciertas toxinas (Shewen y Wilkie, 1985). La expresión de toxinas RTX al igual 

que la de muchas otras proteínas se encuentra regulada por varios factores 

ambientales. Por ejemplo, la mayor producción de una leucotoxina producida por 

M. haemolytica ocurre durante la fase logarítmica de crecimiento bacteriano, con 

una declinación importante en su producción durante la fase estacionaria. Esto 

pone de manifiesto que la secreción de esta leucotoxina es un proceso activo, que 

depende del metabolismo bacteriano en un medio de crecimiento específico,  ya 

que puede o no ser capaz de soportar y sostener las necesidades metabólicas del 

microorganismo (Shewen y Wilkie, 1985).  

Un fenómeno similar demostramos en este trabajo en cuanto a la expresión 

de las proteínas de 110 y 120kDa secretadas por H. paragallinarum, ya que la 

producción de ellas dependió de la fase de crecimiento y  del tipo de medio 

utilizado para la incubación de Hpg. BHI fue el que permitió un crecimiento 

abundante por encima del obtenido en medio TSB y LB-GP. El tiempo PI en el 

cual se obtuvo la mayor expresión de las proteínas de 110 y 120 KDa fue entre las 

5 y 6 h, que corresponde con la fase logarítmica. Bragg et al., (1997) describieron 

que el tiempo de incubación ejerce efectos significativos en los niveles de 

expresión de antígenos por Hpg, detectados con anticuerpos monoclonales, cuya 

mayor producción ocurre durante la fase logarítmica de crecimiento bacteriano. 

La síntesis de algunas toxinas bacterianas puede estar modulada por la 

concentración de ciertos cationes divalentes (Sato et al., 1978; 1973; Avigad y 
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Bernheimer, 1978). Frey y Nicolet (1988) al examinar la expresión de hemolisinas 

producidas por A. pleuropneumoniae, observaron que la expresión de la 

hemolisina de cepas serotipo 1 estaba influida por el Ca+2 exógeno, ya que 

cuando el medio de cultivo fue suplementado con Ca+2 3.25mM la expresión de la 

hemolisina se incrementó. La adición de EGTA 1 mM al medio provocó una fuerte 

disminución en la expresión de la hemolisina y en general de todas las proteínas 

secretadas por A. pleuropneumoniae las cuales no fueron visibles en gel de 

poliacrilamida. Además para determinar si la producción de esta hemolisina estaba 

inducida específicamente por Ca+2, este ión fue sustituido por MgSO4, ZnCl2, KCl, 

LiCl., RbCl o CsCl a las mismas concentraciones. El resultado fue que ninguna de 

estas sales estimuló la producción de la hemolisina.  

En este trabajo encontramos que la expresión de las proteínas de 110 y 120 

kDa secretadas por Hpg también fue afectada por la presencia de Ca+2, ya que la 

adición de CaCl2 5mM al medio de cultivo aumentó su expresión. El efecto 

estimulatorio del calcio sobre la expresión de estas proteínas se confirmó por la 

disminución en su concentración que provocó la quelación del catión por EGTA,  

de manera similar a como fue reportado por Frey y Nicolet (1988) con cultivos de 

A. pleuropneumoniae. 

   Otro nutriente esencial para el crecimiento de muchos organismo es 

el hierro, ya que participa en la cadena transportadora de electrones, en el 

proceso de respiración, catálisis enzimática y estabilidad de estructuras proteicas 

(Paustian et al., 2002). En trabajos previos se ha indicado que los niveles de Fe+2 

son importantes en la expresión de una leucotoxina (LktA) secretada por M. 

haemolytica, aunque la relación entre la disponibilidad de hierro y la síntesis de la 

LktA no fue determinada (Gentry et al., 1986). Gatewood et al., (1994) al estudiar 

las condiciones de crecimiento que influían en la expresión de la leucotoxina (LTK) 

producida por M. haemolytica, observaron que la mayor producción de ocurrió en 

un medio suplementado con FeSO4 (500-700 µg/ml). Por otro lado, Kenny et al., 

(1997) determinaron que la presencia de Fe (NO3)3 1mM en el medio de cultivo fue 

necesaria para la máxima expresión de la proteína EspB secretada por E. coli 

enteropatógena  (EPEC).  
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 Los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran que la expresión de 

las proteínas de 110 y 120 kDa fue favorecida por la presencia de Fe+2 en el 

medio (citrato de amonio férrico 0.125mM), poniendo de manifiesto la importancia 

de este ión en la expresión de estas proteínas, ya que en presencia de un agente 

quelante de hierro como dipyridyl la expresión de estas proteínas disminuyó 

fuertemente.  

Otros iones que se han descrito pueden estar involucrados en la expresión y 

actividad de ciertas toxinas son Mg+2,  Mn+2, Cu+2 y Zn+2. Sun et al., (1998) al 

optimizar un medio de cultivo para la producción de una leucotoxina secretada por 

M. haemolytica, observaron que cuando el medio RPMI-1640 era suplementado 

con MgSO4 1mM, el crecimiento bacteriano era favorecido, y consecuentemente la 

producción de la toxina se incrementaba. Este comportamiento es similar al 

observado por nosotros en Hpg, ya que cuando el medio de cultivo fue 

suplementado con MgSO4 1mM o con MnSO4 1mM la expresión de las proteínas 

de 110-120kDa secretadas por Hpg y en particular la de 110kDa se incrementó.  

 Dupont et al., (1994)  reportaron que la presencia de Cu+2 o Zn+2 inhibíó  la 

expresión de una hemolisina secretada por Serpulina (Treponema) 

hyodysenteriae. La inhibición efectuada por el ZnSO4 dependía de la dosis, siendo 

total a concentraciones por arriba de 0.1mM. La inhibición en la actividad de esta 

proteína no dependía de la viabilidad celular, ya que las células crecidas en medio 

con ZnSO4 permanecieron viables, como se demostró por su capacidad de crecer 

al cultivarse en medio sin el catión.  

 La presencia de Cu+2 o Zn+2 en nuestros ensayos afectó la expresión de las 

proteínas de 110 y 120 kDa, puesto que cuando Hpg fue crecida en presencia de 

CuSO4 1mM  o ZnCl2 1mM se observó una disminución en la expresión de estas 

proteínas, aunque el mayor impacto  lo produjo el Zn+2. Este efecto se debió a una 

disminución en el crecimiento celular y como describimos anteriormente en Hpg la 

expresión de estas proteínas depende de la masa celular existente. Además no 

solamente disminuyó la expresión de las proteínas de 110-120 kDa, sino de las 

demás proteínas secretadas observadas normalmente. 
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Un micronutriente necesario para el crecimiento de células procariontes y  

eucariontes es el NAD, una coenzima esencial en reacciones de oxidorreducción. 

Muchas bacterias son capaces de sintetizar este factor V de crecimiento; sin 

embargo otras han perdido esta capacidad y es necesario suplementar el medio 

con NAD. Se ha demostrado que cepas de Hpg NAD-dependientes requieren para 

su crecimiento de 1.56 a 25 µg/ml de NADH (Rimler et al., 1977) o 20 a 100 µg/ml 

de NAD (Sato y Shifrine, 1965), con excepción de los aislamientos NAD-

independientes descritos en Sudáfrica (Mouahid et al, 1992) y México (García el 

al., 2003).  Los resultados obtenidos en nuestro trabajo indican que las diferentes 

concentraciones de NAD utilizadas en los ensayos no afectan la expresión de las 

proteínas de 110-120 kDa, las concentraciones empleadas (5, 10 y 20 µg/ml), se 

encuentran en el rango de las mencionadas anteriormente como necesarias para 

el crecimiento de Hpg in vitro. Estos resultados indican que Hpg puede crecerse 

óptimamente en presencia de NAD a una concentración de hasta 5 µg/ml, no 

afectando la expresión de las proteínas de 110-120 kDa,  abriendo la posibilidad 

de crecer Hpg con una concentración menor a la utilizada usualmente. Sin 

embargo es necesario corroborar estos resultados. 

           Muchos factores de virulencia expresados por bacterias patógenas 

responden a los cambios ambientales. Uno de los factores más importes es el pH, 

ya que pequeñas variaciones pueden ejercer efectos significativos tanto en el 

crecimiento bacteriano como en la expresión de proteínas involucradas en su 

patogenicidad. En algunos trabajos se ha demostrado que el pH del medio influye 

fuertemente en la regulación de ciertas toxinas, Kachlany et al., (2000) al estudiar 

la secreción de una leucotoxina RTX por A. actinomycetemcomitans  determinaron 

que el pH del medio afectaba la cantidad presente en el sobrenadante. Cuando 

esta bacteria fue crecida en cultivos con un pH inicial de 7.1 se producía la 

cantidad más alta de esta leucotoxina, mientras que cuando el pH inicial era de 

8.0, la producción se reducía. Kenny et al., (1997) obtuvieron una óptima 

expresión a un pH de 6.35 a 7.6 de la proteína EspB, secretada por EPEC; 

mientras que a pH de 6 y 8 la secreción fue muy baja.  
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La expresión de las proteínas de 110 y 120 kDa secretadas por Hpg fue 

significativamente afectada por el pH del medio. A pHs de 7.5 y 8.5 fue donde se 

obtuvo la mayor expresión de las dos proteínas, aunque a pH de 7.5 parecen estar 

mucho más concentradas; mientras que a pH de 7.8 la proteína de 110 kDa fue la 

mayormente expresada. A un pH de 6.8 y 8.8 siguen presentes las dos proteínas 

aunque mayormente la de 110 KDa, indicando una expresión diferencial  de estas 

proteínas.  

El metabolismo bacteriano representa una red de reacciones metabólicas,  

las cuales pueden estar influidas por muchos factores ambientales. Se ha 

demostrado que la composición celular de ácidos grasos, (Shaw y Ingraham, 

1965) la actividad de proteínas (Herendeen et al., 1979) y los productos finales del 

metabolismo bacteriano son afectados por la temperatura del medio (Jones et al., 

1970). Kenny et al., (1997), examinaron el efecto de la temperatura de incubación  

sobre  la expresión de la proteína EspB secretada por (EPEC), utilizaron diferentes 

temperaturas: 30, 33, 36, 39 o 42°C y mediante un análisis de proteínas 

contenidas en el sobrenadante demostraron que la máxima expresión de la 

proteína EspB fue alrededor de 36°C y fue significativamente reducida a 33 o 39, e 

indetectable a 42°C.  

Igualmente la temperatura de incubación afectó la expresión de las proteínas 

de 110 y 120 kDa secretadas por Hpg. A 37° C se obtuvo su mayor expresión, 

mientras que a temperaturas por arriba o por debajo de 37° C disminuyeron tanto 

el crecimiento como la expresión de las proteínas.  

 Las proteínas de 110 y 120 kDa secretadas por Hpg podrían estar 

participando en el daño que esta bacteria causa a su hospedero, ya que 

posiblemente se trate de toxinas RTX, las cuales desempeñan un rol importante 

en la patogénesis causada por las bacterias que las producen (Czuprynski y 

Welch, 1995;  Welch, 2001). Además estas proteínas son reconocidas por suero 

de aves enfermas de CI, lo cual indica que son producidas durante el proceso 

infeccioso causado por H. paragallinarum, asimismo son reconocidas por 

anticuerpos dirigidos contra Apx de A. pleuropneumoniae y contra la leucotoxina 

producida por M. haemolytica (Mena, 2004), evidenciando que estas proteínas son 
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inmunógenas y debido a su importancia podrían formar parte de alguna vacuna, 

ampliando la protección contra la CI. Establecer las condiciones para obtener  

cantidades considerables de estas proteínas, facilitará estudios posteriores, y nos 

permitirá conocer los factores que regulan la expresión de estas proteínas in vivo 

que pueden estar participando en la virulencia de esta bacteria.  
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9. CONCLUSIONES  
 

 El medio BHI fue donde se obtuvo el mayor crecimiento y la mejor 

expresión de las proteínas de 110 y 120 kDa. 

 La expresión óptima de estas proteínas se observó durante la fase 

logarítmica de crecimiento bacteriano. 

 La mayor recuperación de las proteínas de 110 y 120 kDa se obtuvo 

precipitando con NH4 (SO4) al 50 % de saturación o con MeOH 100% (v/v). 

 La presencia de CaCl2 5mM, MgSO4 1mM, MnSO4 1mM o Citrato de 

amonio férrico 0.125mM favorecieron la expresión de las proteínas de 110 y 

120 kDa. 

 La presencia de CuSO4 1mM disminuyó la expresión de las proteínas. El 

ZnCl2 1mM no permitió el crecimiento bacteriano haciendo indetectable la 

expresión de las proteínas secretadas por Hpg. 

 Las diferentes concentraciones de NAD utilizadas para el crecimiento de 

Hpg no afectaron la expresión de las proteínas de 110-120 kDa. 

 La expresión de las proteínas de 110 y 120 kDa se obtuvo a pHs entre 6.8 y 

8.8. A pH de 7.5 fue donde se obtuvo la mayor expresión de ambas 

proteínas, mientras que la proteína de 110 kDa fue mayormente expresada 

a pH de 7.8. 

 37 °C es la temperatura óptima de crecimiento y de expresión de las 

proteínas de 110-120 kDa.  
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10. PERSPECTIVAS 
 

 Determinar si las proteínas de 110 y 120 kDa secretadas por Hpg 

pertenecen a la familia de proteínas RTX comparando la secuencia de 

aminoácidos o nucleótidos de estas proteínas con las secuencias de  otras 

proteínas RTX ya secuenciadas. 

 

 Identificar el operón característico que codifica para este tipo de proteínas. 

 

 Clonar DNA que codifica para estas proteínas para sobreexpresarlas y 

ampliar su caracterización. 

 

 Investigar la posible participación de las proteínas de 110–120 kDa 

secretadas por Hpg en la patogenicidad causada por esta bacteria, por 

medio de estudios citotóxicos en cultivo celulares, embriones o por 

inoculación en animales de experimentación. 

 

 Generación de una mutante para comprobar los efectos anteriormente 

observados. 
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