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2. INTRODUCCION

Los miembros de la familia Pasteurellaceae son bacterias pequefas
Gram negativas que pueden colonizar superficies mucosas de los tractos
respiratorio y genital de diferentes especies animales, incluido el humano.
Durante mucho tiempo esta familia bacteriana solo consistio de tres géneros:
Haemophilus, Actinobacillus, y Pasteurella, pero recientemente se le han
agregado otros dos: Mannheimia y Gallibacterium (Jacques y Mikael , 2002).

La familia Pasteurellaceae incluye un nimero grande de patdgenos
humanos importantes, como H. influenzae, H. ducreyi y A.
actinomycetemcomitans y diferentes patdégenos animales. Algunos de estos
patdégenos infectan diferentes especies animales, causando enfermedades
econdmicamente significativas para la industria pecuaria (Jacques y Mikael,
2002).

La coriza infecciosa es una enfermedad aguda del tracto respiratorio de
las gallinas causada por H. paragallinarum, que afecta principalmente el pasaje

nasal de las aves (Blackall y Yamamoto, 1998).

La enfermedad ocurre mundialmente y su impacto econémico radica en
las pérdidas que ocasiona a la avicultura por el retardo en el crecimiento de
pollos de engorda y en la baja en la postura que puede alcanzar hasta el 50%,
principalmente en granjas de aves de edades mdltiples (Blackall y Yamamoto,
1998).

La coriza infecciosa se caracteriza usualmente por una baja mortalidad y
una alta morbilidad. Todas las edades son susceptibles a contraer la
enfermedad, pero ésta es menos severa en aves jovenes; siendo las aves

maduras las mas susceptibles (Blackall, 1999).

En 1930 se realiz6 por primera vez un aislamiento de H. paragallinarum

a partir de pollos (Bragg y col. 1993). Este agente causal de la coriza infecciosa



fue clasificado como H. gallinarum por Elliot y Lewis debido al requerimiento del
factor X (hemina) y V (nicotinamida adenin dinucle6tido NAD) para su
crecimiento in vitro (Blackall y Yamamoto, 1998, Hofstad, 1964, Glisson,
1998). Page en 1962 reportd que todas las cepas aisladas de casos de coriza
infecciosa requerian solamente del factor V para su crecimiento (Bragg y col.
1993). En base a esto, Blackall y Yamamoto decidieron renombrar a H.
gallinarum como H. paragallinarum (Blackall y Yamamoto, 1998, Bragg y
Verschoor, 1993).

A pesar de su importancia, H. paragallinarum ha sido poco estudiado en
cuanto a los mecanismos por los cuales produce esta enfermedad. Distintos
factores de virulencia han sido asociados a la patogenicidad de H.
paragallinarum entre los cuales destacan los antigenos: L, HL, HS y una
hemaglutinina. La hemaglutinina ha sido considerada el principal factor de
virulencia con gue cuenta esta bacteria y anticuerpos contra ella se consideran
protectores (Yamaguchi y col, 1993). Esta bacteria patbgena es capaz de
adherirse a las células del epitelio respiratorio y este proceso tiene relacion con
la hemoaglutinacion, ya que los eritrocitos y las células del epitelio respiratorio

comparten antl'genos comunes.

La capsula también desempefa una funcién importante en la virulencia
de la bacteria, ya que se ha demostrado que los microorganismos capsulados
forman colonias iridiscentes y son virulentas, mientras que las no capsuladas
forman colonias no iridiscentes y son avirulentas. La cdpsula también esta
involucrada en la adherencia a los cilios del tracto respiratorio de las aves,
(Bragg y col. 1993).

Ademas de la hemaglutinina y la capsula se han descrito otros antigenos
de H. paragallinarum; entre ellos se encuentran: polisacaridos, lipopolisacaridos

y proteinas de membrana externa. (Bragg y col, 1997).



2.1 ETIOLOGIA

El género Haemophilus ha sido tradicionalmente definido como bacterias
Gram negativas que requieren uno o dos factores de crecimiento: hemina
(factor X) y nicotin-adenin-dinucle6tido (NAD o factor V). También pueden
requerir otros factores de crecimiento, razon por la que generalmente se
utilizan medios enriquecidos para su cultivo y por la que se les denomina
bacterias exigentes. La demostracion del requerimiento de los factores Xy V no
es una prueba definitiva de identificacion de Haemophilus, ya que otras
especies como Actinobacillus y Pasteurella también pueden manifestar
dependencia. (Bragg y Verschoor 1993, Hofstand, 1964). En la figura 1lse
observa que H. influenzae requiere los factores V y X para crecer. Dentro de
este género H. paragallinarum es el agente etiolégico de la coriza infecciosa
(Blackall, 1989, Blackall y col. 1998).

Fig 1. Crecimiento de Haemophilus influenzae,

dependiente de los factores V y X en medio de
cultivo TSB.

Otras tres especies bacterianas de la gallina domeéstica, antes
integrantes del género Haemophilus y descritas en conjunto como H. avium, se
encuentran actualmente ubicadas dentro del género Pasteurella: P. avium y P.
volantium y "Pasteurella especie A". Las dos primeras son completamente

patdgenas mientras que la ultima se ha descrito como poco virulenta para el



tracto respiratorio de la gallina, aunque ninguna de ellas es causante de coriza
(Blackall, 1989).

Originalmente la bacteria considerada el agente causal de la coriza
infecciosa se denomind H. gallinarum y errbneamente se demostré que
requeria ambos factores de crecimiento. Ello fue debido a que los antiguos
medios de cultivo disponibles para las pruebas tenian serias deficiencias.
(Blackall, 1989, Blackall y Terzolo, 1995). Los métodos mas habituales de
identificacion presuntiva de H. paragallinarum se basan en determinar la
dependencia de los factores X y V mediante la utilizacion de discos
impregnados con estas substancias; sin embargo, se han demostrado errores
en la identificacion debido a la posibilidad de arrastrar esos mismos factores a
partir de los medios iniciales de crecimiento, que los pueden contener en

abundancia.

El modo mas fiable para determinar el requerimiento del factor X es
mediante la prueba de la porfirina (Blackall y Yamamoto, 1997). H.
paragallinarum es realmente un hemdfilo atipico. De hecho existe evidencia
taxondmica de que esta especie bacteriana se encuentra mas estrechamente
relacionada con el género Actinobacillus que con el género Haemophilus
(Blackall, 1989).

El concepto taxondmico que hasta ahora se sustentaba para definir el
género Haemophilus ha sido bruscamente cambiado en la literatura
internacional cuando en Sudafrica se describieron brotes de coriza infecciosa
causados por cepas de H. paragallinarum NAD independientes que son
taxonémicamente muy similares a las cepas clasicas (Moauahid y col. 1992,
Bragg y Verschoor, 1997, Bragg, 2002). Estas bacterias adquieren la capacidad
de sintetizar el NAD al captar el DNA de un plasmido por transformacién. Este
plasmido puede ademas difundirse por transformacion entre distintas cepas de
H. paragallinarum y posiblemente también entre cepas de otras especies NAD
dependientes de las aves. Es importante mencionar que en este pais se
describieron también cepas NAD independientes de H. influenzae de origen
humano. Bragg y col., reportaron el aislamiento de un plasmido, con el que

transformaron una cepa de H. paragallinarum dependiente de NAD en



independiente, lo que demostr6 que la capacidad de sintetizar NAD se
encontrada codificada en el plasmido (Bragg y Verschoor, 1993). En la
actualidad en México se han reportado también cepas independientes de NAD
(Garcia y col. 2003).

2.2 DESCRIPCION DEL GENERO.

Los miembros del género Haemophilus son pardsitos obligados que
constituyen parte de la flora normal del tracto respiratorio de los humanos y
muchas especies de animales. H. paragallinarum puede observarse como
cocobacilos cortos (1.5 um de largo) que a veces se presentan en pares o
cadenas cortas. En cultivo, la morfologia microscépica depende de la edad y
del medio. Después de 6 a 8 horas en medio enriquecido, predominan las
formas cocobacilares pequefias. Posteriormente se observan bacilos
alargados, bacterias lisadas y formas muy pleomérficas. Su temperatura de
crecimiento esta en el rango de 25 a 45 °C, siendo el rango 6ptimo entre los 37
— 38 °C (Jawetz, 2002).

H. paragallinarum es una bacteria Gram-negativa pleomorfica, inmoévil y
anaerobia facultativa (Blackall y col. 1997, Hofstad 1964, Holt y col. 1994).
Tiene coloracién bipolar ya sea cuando se encuentra en las fosas paranasales
de las aves infectadas o en un medio de cultivo, mide aproximadamente de 0.4

a 0.8 um de ancho y de 1.5 a 3 um de largo (Blackall y col. 1997). Figura 2.




Figura. 2 Tinciéon de Gram de H. paragallinarum.

La identificacion de los microorganismos del género Haemophillus
depende en parte de la demostracion de la necesidad de los factores X y V
para su crecimiento. La fermentacion de carbohidratos es escasa e irregular
(Bragg, 2002).

Las cepas virulentas forman colonias pequefias redondas, lisas,
convexas con bordes regulares, semiopacas (Bragg y Verschoor, 1997,
Negrete-E.1989, Yamamoto,1980), mientras que las cepas no virulentas crecen
como colonias planas, rugosas de bordes irregulares o en ocasiones muy bien
marcadas con fuerte iridiscencia. También se pueden presentar colonias de
formas intermedias, ligeramente convexas, con apariencia entre lisa y rugosa,
con bordes moderadamente irregulares (Sawata y Nakai, 1984). Esta bacteria

se caracteriza por no ser hemolitica.

En caso de cultivarse este microorganismo en placas de agar sin NAD
las colonias de H. paragallinarum crecen cerca de los bordes de una cepa
nodriza que puede ser Staphylococcus aureus o S. epidermis, esto se debe a
que estas cepas son capaces de proporcionar el NAD para el crecimiento de
este microorganismo, sin embargo la cantidad liberada de NAD varia entre
cepay cepa. A este fendmeno se le conoce como “fendmeno satélite”

2.3. PATOGENESIS

H. paragallinarum infecta al ave por via respiratoria después de un corto
periodo de incubacién, que varia entre 1y 3 dias, produce una enfermedad que
se manifiesta por inflamacién catarral de los senos paranasales. Esta bacteria
sobrevive Unicamente durante 5h fuera del organismo del ave (Blackall, 1998),
el contagio s6lo se produce a través de animales infectados, que ya han
presentado la enfermedad, ya que permanecen como portadores de la bacteria

en la granja durante un tiempo prolongado (Blackall y col. 1997).



Los sintomas clinicos persisten por 3 a 7 dias y luego se produce su
remision. Los cambios patoldgicos que se desencadenan a partir de las 20 h
post-infeccion alcanzan su méaxima severidad a los 7-10 dias post-infeccion y la
reparacion subsecuente recién finaliza a los 14-21 dias de la post-infeccion
(Blackall y col. 1997). .

En las gallinas ponedoras causa alta morbilidad, baja o nula mortalidad y
una importante pérdida en la produccion de huevos, la que generalmente oscila
entre un 10% y un 40%. (Blackall y col. 1997). Blackall en 1999 mencioné que
una cepa altamente toxigénica de H. paragallinarum puede causar una alta
mortalidad. En pollos parrilleros puede causar un cuadro similar al descrito
como cabeza hinchada (Blagg y col. 1993, Sandoval y col. 1994). En varias
ocasiones cuando las lesiones se encuentran en franca remision y H.
paragallinarum ya no puede aislarse del tracto respiratorio, produce a
continuacion una sinusitis muy severa, con perdida del globo ocular y
reemplazo de su contenido por masas caseosas. Sandoval y col. en 1994
reportaron que P. gallinarum es el agente oportunista mas comun en gallinas
ponedoras, mientras que en aves jovenes la bacteria mas frecuentemente
asociada a casos de coriza infecciosa es Escherichia coli (Sandoval y col.
1994).

2.4. SINTOMAS CLINICOS

La coriza infecciosa se ha descrito como una enfermedad solo
importante para las gallinas en postura. Sin embargo esta enfermedad ocurre
tanto en pollos parrilleros y gallinas en recria como gallinas ponedoras y en
reproduccion (Blackall y Yamamoto, 1998). Los sintomas principales consisten
en ruidos que denuncian la presencia de mucosidad en las vias respiratorias
altas y estornudos en algunos animales, y los signos clinicos mas comunes son
descarga nasal, lagrimeo, anorexia, tumefaccién facial, conjuntivitis con
tumefaccion en los parpados los cuales se pueden pegar y se origina un

edema facial, disnea, postracion y diarrea (Blackall y col. 1997, Blackall, 1999).



Se han descrito casos mas severos, aunque menos frecuentes, caracterizados
por celulitis fibrinopurulenta de la cabeza, se produce inflamacién catarral
aguda de las membranas mucosas del pasaje nasal y los senos infraorbitarios,
puede haber edema subcutaneo, neumonia y aerosaculitis (Blackall y col.
1997).

En casos de coriza no complicada generalmente se produce una alta
morbilidad y baja o nula mortalidad, sin embargo, si la cepa infectante es muy
patdogena o si hay una relacibn o asociacion con otros agentes infecciosos
puede ocurrir una alta mortalidad. En paises como en Argentina. India,
Marruecos y Sudéfrica, se han reportado casos de coriza infecciosa con alta
mortalidad debida Unicamente a H. paragallinarum (Blackall, 1999, Sandoval y
col. 1994).

2.4.1 CORIZA INFECCIOSA COMPLICADA.

Se denomina “coriza infecciosa complicada”, cuando H. paragallinarum
se llega a asociar con otros agentes, esto produce una alteracion grave a la
enfermedad. Entre los agentes bacterianos mas comunes deben mencionarse
E. coli, P. gallinarum y Mycoplasma gallisepticum y menos frecuente P.
haemolytica, P. multocida y Salmonella entérica (Blackall, 1999, Sandoval y col.
1994). Vandamme y col. describieron una nueva especie denominada
Ornithobacterium rhinotracheale, como un agente asociado a la coriza
infecciosa y con capacidad patégena para producir infecciones respiratorias en
gallinas ponedoras y pollos parilleros (Blackall, 1999, Vandamme vy col, 1994).

2.4.2. TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

Los huéspedes naturales de H. paragallinarum son los pollos y las
gallinas, todas las edades son susceptibles a contraer la enfermedad, pero ésta
€S menos severa en las aves jovenes. Esta patologia puede afectar a otras
aves como las codornices y no es transmitida para otra especie de animales
(Blackall y col. 1997, Hofstad, 1964).



La enfermedad parece presentarse con mas frecuencia en las épocas
frias del afio y afecta principalmente a aves de granjas con diversas edades. El
hombre no presenta esta enfermedad pero puede ser un vehiculo de
transmision de la coriza infecciosa para las gallinas, ya que la manipulacién de
las gallinas enfermas o muertas permite la transmisién de microorganismo; sin
embargo, la enfermedad es transmitida principalmente por aerosoles o por

contacto entre un ave enferma y una sana (Blackall y col. 1997).

2.5. PATOLOGIA

H. paragallinarum produce inflamacion catarral aguda de las membranas
mucosas de la nariz y senos infraorbitarios. Frecuentemente se produce edema
subcutaneo de la cabeza, barbillones y conjuntivitis catarral (fig. 3). Los
cambios en la mucosa de la cavidad nasal, senos y traquea consisten en
descamacion, edema e hiperemia con infiltracion de heteréfilos, mastocitos y
macrofagos en la lamina propia. Cuando se afecta el tracto respiratorio inferior
se produce bronconeumonia catarral aguda con presencia de heterofilos y
restos celulares que ocupan la luz de los bronquiolos secundarios y terciarios.
Las células epiteliales de los capilares se encuentran inflamadas e
hiperplasicas. Los alvéolos tienen inflamacion catarral caracterizada por
tumefacciones e hiperplasia celular con abundante infiltracion de heterdfilos.
Los productos de la inflamacion de los mastocitos, heterofilos y macréfagos
pueden ser los responsables de los severos cambios vasculares y dafio celular

en la coriza infecciosa. (Blackall y col. 1997).
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Fig. 3 Pollos infectados con H. paragallinarum. A) Edema facial severo, B) Descarga nasal, C)

conjuntivitis con ligera tumefaccion.

2.6. ANTIGENOS DE H. PARAGALLINARUM

En la actualidad se reconocen tres tipos de antigenos: L (sensible al
calor y a la tripsina), HL (sensible al calor y resistente a la tripsina) y HS
(estable al calor y resistente a la tripsina). El antigeno L existe en tres formas
(L1, L2 y L3). Los antigenos L1 y L2 son respectivamente responsables de la
especificidad de serovariedades de Page A y C. El resto de los antigenos (L3,
HL y HS) son comunes a todas las cepas (Blackall y col. 1994). El antigeno

mas importante de las cepas patégenas es el antigeno hemoaglutinante.

Se dice que una cepa de H. paragallinarum es patdgena cuando es
capaz de adherirse a las células que tapizan el epitelio respiratorio. El requisito
de adherencia al tracto respiratorio tiene estrecha relacibn con la
hemoaglutinacion. Esto se debe a que los eritrocitos y las células del epitelio
respiratorio comparten antigenos comunes. De hecho, las cepas que pierden
su capacidad de hemoaglutinar también dejan de ser patdgenas (Blackall y col.
1994)



Ademas del antigeno hemoaglutinante se han descrito otros antigenos
de H. paragallinarum que también inducen proteccion en las aves inmunizadas.
Entre ellos cabe mencionar la capsula, polisacaridos, lipopolisacaridos y
proteinas de membrana externa (Blackall y col. 1994).

2.6.1. SEROTIPIFICACION Y SEROVARIEDADES DE H. paragallinarum

El primer estudio serolégico de H. paragallinarum lo realizé Page, quien
mediante pruebas de aglutinacion en placa describio tres serovariedades: A, B
y C. Otros autores describieron distintos tipos de serotipificacion que
posteriormente se equipararon al original de Page. Sawata y col. en 1984
mostraron que a diferencia del serotipo 1, los microorganismos del serotipo 2 y
el serotipo C no tratados carecen de actividad hemaglutinante. Kume y col.
(Blackall y col. 1997, Eaves y col. 1989), propusieron una clasificacion
seroldgica alternativa basada en la prueba de inhibicion de la hemaglutination.
Mediante esta técnica, los serogrupos de Page A, C, y B, fueron clasificados en
serogrupos LILIII, reconociéndose 7 serovares dentro de esos tres serogrupos.
Actualmente las tres serovariedades de Page pueden ser reconocidas por
pruebas de inhibicibn de la hemoaglutinacion. Existen dos pruebas de
hemaglutinacion que utilizan cepas de referencia con hemoaglutinante de cada
una de las tres serovariedades de Page y eritrocitos de pollo fijados con
glutaraldehido. Las cepas de la serovariedad A son generalmente muy
hemoaglutinantes mientras que las cepas de las serovariedades B y C
necesitan tratamientos previos de los antigenos antes de realizar la prueba
hemaglutinante. Para ello se utilizan tratamientos con hialuronidasa o también
sonicacién combinada con tiocianato de potasio (Blackall, 1995, Blackall y col.
1998). La prueba de HI descrita por Blackall y col. es la mas utilizada y detecta
las tres serovariedades de Page, mientras que la de Kume y col. permite la
deteccidon de 4 subtipos dentro de cada una de las serovariedades A y C de
Page ( Blackall, 1999, Blackall, 1995, Blackall y col. 1998). Estos subtipos se
denominan Al, A2, A3y A4y Cl, C2, C3 y C4. Esta clasificacion se realiza
mediante sueros adsorbidos aunque no se utiliza rutinariamente porque la
técnica es complicada y los subtipos no tienen relacidon con la proteccion
vacunal (Blackall, 1999).



2.6.2. H. paragallinarum SEROVARIEDAD B

Durante muchos afos se crey0 que esta serovariedad, representada por
las Unicas 2 cepas disponibles (Spross y 0222), no existia realmente sino que
estaba compuesta por un grupo de cepas variantes patdégenas y no capsuladas
de las serovariedades A o C que habian perdido su antigeno especifico de
serovariedad (Blackall y col. 1997). Por ese motivo durante varios afos la
mayoria de las vacunas contenian Unicamente a las serovariedades A y C.
Actualmente, debido a la aparicion de cepas patdgenas y capsuladas de esta
serovariedad en Argentina, Sudéfrica, Brasil y Filipinas este antiguo concepto
fue dejado de lado y actualmente no se discute que las cepas de la
serovariedad B existen como tales y deben ser incluidas en las vacunas
(Blackall, 1999, Blackall y col. 1994). Bowles y col. 1993, en un estudio
comparativo, determinaron la diversidad genética y las relaciones entre 118
cepas provenientes de seis continentes analizando la variacion de la movilidad

electroforética de 8 enzimas metabdlicas codificadas por genes cromosémicos.

Es evidente que existe diversidad antigénica entre las cepas de la
serovariedad B. Se ha demostrado que las vacunas bivalentes preparadas con
las serovariedades A y C brindan proteccion cuando las aves son desafiadas
con la cepa B Spross, aunque estas mismas vacunas son ineficaces para
proteger a las aves cuando se desafian con dos cepas B de Sudafrica
(Yamaguchi y col. 1991).

2.7. DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Se recomienda el estudio de 3 0 4 aves con sintomas agudos de coriza.
Si se seleccionan las aves luego del quinto y séptimo dia post infeccion, puede
que H. paragallinarum ya no se encuentre y sélo se obtengan bacterias
complicantes de la enfermedad. El procedimiento de toma de muestras se debe
efectuar con estricta esterilidad. Para ello, una vez sacrificada el ave, se
cauteriza la piel ubicada debajo de los o0jos, se practica una incision sobre el
seno paranasal correspondiente, se separa la piel en la incisién y se introduce
en la cavidad del seno un hisopo estéril humedecido en un caldo nutritivo o
solucion salina fisiologica tamponada a pH neutro (Blackall, 1997, Sandoval y

col. 1996). Lo mas recomendable es el cultivo antes de las 5 horas debido a la



reducida viabilidad de H. paragallinarum en los hisopados (Blackall e
Yamamoto 1998). Para la siembra del contenido de los hisopos pueden usarse
placas de agar sangre con el agregado de estrias "alimentadoras" de
Staphylococcus spp., que excretan factor V, o bien usar agar chocolate o agar
con sangre hemolisada en vez de los estafilococos (Blackall y Terzolo, 1995,
Blackall e Yamamoto, 1998, Sandoval y Terzolo, 1996). Mena (2003) aislo
Haemophilus paragallinarum en diferentes medios de cultivo (Luria Bertani LB,
Luria Bertani con glucosa LBG, Luria Bertani con fosfato LBP, Luria Bertani con
glucosa y fosfato LBGP, Caldo de Soya tripticaseina TSB, y caldo infusion
cerebro corazén BHI) suplementado con NAD, obteniendo un desarrollo
bacteriano puro. Las colonias de H. paragallinarum son mucho mas grandes y
visibles cuando se utiliza agar con sangre chocolatada o hemolisada (Sandoval
y Terzolo, 1996). El uso de medios de cultivo selectivos con antibiéticos e
incubados a 37° C durante 48 horas en una atmdsfera microaerofilica, es un
procedimiento que permite diferenciar y aislar a las bacterias puras, aun

cuando la flora bacteriana sea compleja (Terzolo y col. 1993).

La atmésfera microaerofilica puede obtenerse mediante el clasico
método de la vela, que consiste en incubar las placas en un recipiente
herméticamente cerrado con una vela que se mantiene encendida hasta que se
apaga al consumirse parte del oxigeno contenido en el recipiente o bien
usando las distintas opciones disponibles para la obtencién de atmésferas para
el aislamiento de bacterias del género Campylobacter. La identificacion de H.
paragallinarum debe ser efectuada mediante pruebas bioquimicas diferenciales
(Blackall. 1989. Blackall, 1999, Blackall y Terzolo 1995).

Las especies de Haemophilus fermentan la glucosa con formacion de
gas y son catalasa negativo (Blackall, 1999, Vandamme y col. 1994). La
diferenciacion fenotipica entre las especies debe ser realizada mediante la
acidificacion de algunos hidratos de carbono (Blackall, 1989, Blackall, 1999,
Blackall y Terzolo, 1995). No fermenta ni a la galactosa ni a la trehalosa. H.
paragallinarum NAD independientes son negativos a la prueba de la B -
galactosidasa y no fermentan a la maltosa mientras que los NAD dependientes

son siempre positivos a ambas pruebas (Blackall y col. 1997).



En 1990, en Sudéafrica fue aislada una nueva bacteria de pollos para asar, en
1994 esta bacteria se clasificO como Ornithobacterium rhinotracheale. Este
microorganismo causa signos muy parecidos a los producidos por H.
paragallinarum, la diferenciacion entre estos dos microorganismos no es dificil,
ya que H. paragallinarum muestra dependencia de NAD, mientras que O.
rhinotracheale es independiente de NAD (Blackall, 1999) Tabla 1.

Pruebas H. paragallinarum
Catalasa e
| Pigmento -
m:roaerofilia +
f—galactosidasa +°
A_rabinosa -
Galactosa -
Maltosa +°
Manitol +
Sorbitol V
Sacarosa \Y
Trehalosa -

Tablal. Pruebas bioquimicas para caracterizar H. paragallinarum.(+b: H. paragallinarum NAD
independientes son negativos a la prueba de b -galactosidasa y fermentacién de la maltosa).

2.7.1. INFECCION EXPERIMENTAL Y ENSAYOS DE PROTECCION
CRUZADA

El método de infeccibn mas adecuado es la inoculacion en el seno
infraorbitario con cultivos de H. paragallinarum. Por la via intranasal también es
posible reproducir la enfermedad pero en este caso los resultados suelen ser

variables (Sandoval y Terzolo, 1997).

Los pollos son resistentes a la infeccidon por via respiratoria, por ello se
deben emplear pollitos de méas de 7 dias de edad cuando se utiliza esa via. Los
pollos de 4-8 semanas se infectan en un 90% mientras que pollos de 13
semanas de edad o mayores son 100% susceptibles. En general, el periodo de
incubacion se acorta y el curso de la enfermedad tiende a alargarse en aves de
mayor edad (Blackall y col. 1997).

Es necesario tener modelos de reproduccion de la enfermedad para la

correcta seleccion de cepas de campo a emplear en las vacunas. Estos



modelos pueden utilizarse para conocer la difusion horizontal, patogenicidad y

capacidad septisémica de las cepas en estudio (Sandoval y Terzolo, 1996).

Para conocer la patogenicidad de las cepas, la misma dosis de indculo
se aplica a todos las aves del grupo y éstas se sacrifican entre el 5-6 dias,
realizandose entonces cultivos bacteriologicos de ambos senos infraorbitarios y
globos oculares (Sandoval y Terzolo, 1996). Este ultimo modelo se utiliza
también para evaluar vacunas en pruebas de proteccion cruzada. En estos
ensayos el porcentaje de proteccién se define como el porcentaje de aves
vacunadas que no presentan signos clinicos, que no tienen mucus en los senos
infraorbitarios y en los cuales no es posible aislar la cepa inoculada. (Terzolo y
col. 1997).

2.8. TRATAMIENTO

Varios antibiéticos en diferentes combinaciones han sido utilizados para
tratar la coriza infecciosa en los animales afectados. La oxitetraciclina,
eritromicina, quinolonas y estreptomicina solas o en combinacién con
sulfonamidas y trimetoprima son algunos de los agentes terapéuticos mas
utiizados. Sin embargo, ninguno de estos agentes es bactericida y
rapidamente se seleccionan cepas de H. paragallinarum resistentes a los

antibioticos y quimioterapicos empleados (Blackall y Terzolo, 1995).

En las granjas afectadas por la enfermedad luego del tratamiento se
mantienen aves portadoras y muchas veces son comunes las recaidas cuando
el tratamiento con las drogas impide la inmunizacion de todas las aves. Por
ello, en esta enfermedad es muy importante la prevencion, ya que los
tratamientos una vez instaurados no so6lo no logran impedir la merma en la
produccion sino que muchas veces es el mismo tratamiento el que agrava la

caida de la postura. (Blackall y col. 1997).

2.9. PROFILAXIS

La transmision de la enfermedad se da principalmente por via aérea y

por agua; el reservorio principal son las aves enfermas o aves portadoras



cronicas, aunque también se ha encontrado que faisanes y las gallinas de

Guinea pueden transmitirla.

Las aves enfermas contaminan los bebederos estaticos, contagiando a
otras aves, por lo tanto, el peligro de contagio es menor cuando los bebederos
son de corriente continua (Blackall y col. 1997, Zinsser 1983).

La coriza infecciosa puede aparecer por la introduccion de aves
infectadas, por lo que la procedencia de nuevas aves debe ser de una fuente
confiable (Blackall y col. 1997).

2.10. VACUNAS

Se han obtenido vacunas a partir de diferentes formas de preparacion de
antigenos: la propagacion via saco vitelino de embriones de pollo fue un
método utilizado a principios de 1960, las vacunas elaboradas en caldos,
principalmente en infusién de corazon de pollo y caldo Casman, estos caldos
dan mejor proteccion que los productos propagados en huevo (Blackall. 1995).

Se recomienda vacunar con un nivel minimo de antigeno de cien
millones de bacterias por dosis (1 x 10%), inoculadas por via subcutanea detras
del cuello o intramuscular en la pechuga (Blackall, 1995, Blackall y Terzolo
1995). Para pollas en recria es conveniente vacunar antes de las 20 semanas
de vida, administrando dos dosis separadas por un intervalo de 3 a 4 semanas
(Blackall y col. 1997). Si es necesario se pueden vacunar los pollos parrilleros
expuestos a brotes de coriza infecciosa con una sola dosis administrada a los
15 o 20 dias de vida, lograndose proteccién adecuada hasta la faena (Terzolo y
col. 1997). Vale la pena comentar que rutinariamente se emplean estas
vacunas solamente en las gallinas ponedoras o reproductoras, siendo todavia

poco frecuente el uso de las mismas en pollos parrilleros.

Para que esta vacuna se utilice en este tipo de aves debe ser
econdmicamente accesible y por ello se deberia investigar la proteccion en
pollos parrilleros jévenes por dosis mas bajas que las normalmente se aplican

en aves de mayor edad.

2.11. ENZIMAS PROTEOLITICAS



Las proteasas son enzimas degradativas que catalizan la hidrélisis
parcial o total de las proteinas. Estas enzimas rompen enlaces peptidicos y
degradan las proteinas a péptidos. Algunos microorganismos secretan
proteasas con una amplia especificidad de sustrato, lo que les sirve para

obtener nutrientes de diversas fuentes (Lunay col. 2001).

Algunas proteasas son consideradas como factores de virulencia, las
cuales tienen multiples funciones, tales como: destruccién de tejidos, causando
lesiones necréticas o hemorragicas; induccion de lesiones edematosas, a
través de la generacion de mediadores inflamatorios; evasion de la respuesta
inmune, a través de la degradacion de inmunoglobulinas o de componentes del
complemento; y activacion de diferentes mecanismos, tales como la cascada
de coagulacion y la generacién de bradiquinina; obtencién de nutrientes y
elementos esenciales para el desarrollo de las bacterias, como el hierro;
ademas de producir un incremento de la permeabilidad vascular y facilitar la

invasion celular (Luna y col. 2001, Negrete y col. 1994).
2.11.1. CLASIFICACION DE LAS PROTEASAS

Segun la nomenclatura del Comité Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular, las proteasas se clasifican en 4 subgrupos de 3 grupos (hidrolasas).
Sin embargo, las proteasas no cumplen facilmente con el sistema general de
nomenclatura de las enzimas, debido a su inmensa diversidad de accion y
estructura. Actualmente, las proteasas son clasificadas con base a tres criterios
mayores, (1) tipo de reaccion que catalizan, (2) la naturaleza quimica del sitio
catalizador, y (3) relacion evolutiva con la referencia para estructurar (Rao y
c0l.1998).

Las proteasas se subdividen en dos grupos principales: endopeptidasas y
exopeptidasas, dependiendo de su sitio de accidn. Las exopeptidasas rompen
el enlace peptidico proximal al extremo amino o carboxilo terminal del sustrato,
mientras que las endopeptidasas rompen enlaces peptidicos internos de la
molécula. Conforme al grupo funcional presente en su sitio activo, las
proteasas se clasifican en cuatro grupos principales, serin, aspartico, cistein y

metaloproteasas (Rao y col. 1998).



2.11.2. MECANISMOS CATALITICO

2.11.2.1. SERIN PROTEASAS

Las serin proteasas se caracterizan por la presencia de un grupo serina
en el sitio activo. Son numerosas y muy extensas en los virus, bacterias y

eucariontes, sugiriendo que son vitales para el organismo (Rao y col. 1998).

Esta clase de proteasas comprende dos familias distintas. La familia de
la quimotripsina, que incluye las enzimas de mamiferos como quimotripsina,
tripsina o0 elastasa y la familia de la subtilisina que incluye las enzimas
bacterianas como la subtilisina de Bacillus subtilis. Las serin proteasas
muestran diferente especificidad de sustrato. Estas proteasas llevan a cabo la
hidrélisis de un sustrato a través de una reaccién de dos pasos en la que se
forma un intermediario peptidico que se une a la enzima con la pérdida del
aminoéacido o fragmento del péptido. Este paso de acilacion es seguido por un
proceso de desacilacibn que ocurre por un ataque nucleofilico sobre el
intermediario, este ataque se lleva a cabo por una molécula de agua, y da

como resultado la hidrdlisis del péptido (Luna y col. 2001).

2.11.2.2. CISTEIN PROTEASAS

Las cistein proteasas ocurren en procariontes y en eucariontes. Esta
familia incluye proteasas de plantas como papaina, actinidina, bromelina, varias
catepsinas lisosomales de mamiferos y diversas proteasas de parasitos como
Trypanosoma, Schistosoma y Amoebas (Rao y col. 1998).

Como las serin proteasas, la catélisis se realiza a través de la formacion
de un intermediario covalente e involucra un residuo de cisteina y uno de
histidina. El nucledfilo es un i6n tiolato en lugar de un grupo hidroxilo. El ién
tiolato se estabiliza a través de la formacion de un ién apareado con un grupo
imidazol de la histidina. El nucledfilo que ataca es el i6bn apareado tiolato-

imidazol en ambos pasos (Lunay col. 2001).



2.11.2.3. ASPARTICO PROTEASAS

Las aspartico proteasas, normalmente conocidas como proteasas
acidificantes, son las endopeptidasas que dependen de residuos de acido

aspartico para su actividad catalitica (Rao y col. 1998).

La mayoria de las aspartico proteasas pertenecen a la familia de la
pepsina, que incluye enzimas digestivas como la quimosina, catepsinas
lisosomales, enzimas como la renina y ciertas proteasas micéticas como la
penicilopepsina, la rhizopuspepsina y la endotiapepsina. Una segunda familia
comprende proteasas virales como la del HIV o retropepsina. Este tipo de
proteasas no ha sido descrito en bacterias (Rao y col. 1998).

En contraste con las serin y cistein proteasas, la catalisis por las
aspartico proteasas no involucra un intermediario covalente. El ataque
nucleofilico se realiza por dos transferencias simultaneas de protones: la
primera a partir de una molécula de agua en los dos grupos carboxilo y la
segunda en el oxigeno del grupo carbonilo con la ruptura del enlace CO-NH.
Esta catalisis 4cido-base recibe el nombre de mecanismo “oprima-jale” y
conduce a la formacion de un intermediario tetrahédrico no covalente neutro
(Rao y col. 1998).

2.11.2.4. METALOPROTEASAS

Las metaloproteasas son las mas diversas de todos los tipos de de
proteasas, se caracterizan por el requerimiento de un i6n metal divalente para
su actividad. Ellas incluyen enzimas de una gran variedad de origenes como:
toxinas hemorragicas de veneno de las serpientes, termolisina de las bacterias

y colagenasas de organismos grandes (Rao y col. 1998).



Se han reconocido aproximadamente 30 familias de metaloproteasas, de
las cuales 17 solo contienen endopeptidasas, 12 solo contienen exopeptidasas

y 1 contiene endopeptidasas y exopeptidasas (Rao y col. 1998).

Las metaloproteasas son una de las clases de proteinas mas viejas y
pueden estar presentes en bacterias, hongos y otros organismos. Estas
proteasas difieren ampliamente en sus secuencias y su estructura pero la gran
mayoria contiene un atomo de zinc que es cataliticamente activo. En algunos
casos el zinc puede ser reemplazado por otro metal, como el cobalto o el niquel

sin pérdida de su actividad (Luna y col. 2001).

El mecanismo catalitico conduce a la formacion de un intermediario
tetrahédrico no covalente después del atague que es llevado a cabo por una
molécula de agua que se une al zinc sobre el grupo carbonilo del enlace movil.
Posteriormente, este intermediario tetrahédrico es descompuesto por
transferencia de un protén del acido glutamico al grupo saliente (Luna y col.
2001).

Las proteasas se han clasificado en tres grupos diferentes en base al pH

en el que realizan su accion.

Proteasas acidas: son activas en un pH que va de 2 a 6. Incluyen
principalmente  aspartico  proteasas, alguna cistein proteasas Yy
metaloproteasas, poseen diferentes residuos de aminoacidos constituyendo su

sitio activo (Luna y col. 2001).

Proteasas neutras: Estas proteasas son activas a pH neutro,
débilmente alcalino o débilmente acido, en las proteasas neutras se incluyen
las cistein proteasas, las metaloproteasas y algunas serin proteasas. Estas
proteinas tienen residuos altamente conservados en su extremo amino

terminal. Su similitud disminuye hacia el extremo carboxilo (Luna y col. 2001).



Proteasas alcalinas: Son activas en un rango de pH que va de 8 a 13.
Muestran una homologia muy baja entre ellas mismas. Los residuos presentes
en sus sitios cataliticos y los residuos que rodean esos sitos son altamente
conservados, lo que sugiere que pudieron haber evolucionado a partir de un

ancestro comun por evolucion divergente (Lunay col. 2001)

2.12. FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LAS PROTEASAS

Las proteasas ejecutan una gran variedad de funciones fisiol6gicas
complejas. Su importancia en conducir el metabolismo esencial y las funciones
regulatorias es evidente por la ocurrencia en todas la formas de organismos

vivientes (Rao y col. 1998).

Las proteasas juegan un papel critico en la fisiologia y en los procesos
patolégicos como el catabolismo de las proteinas, la coagulacién de la sangre,
crecimiento celular y migracién, arreglo de los tejidos, en el desarrollo de la
morfologia, inflamacion, crecimiento en los tumores y en metastasis, transporte
de proteinas secretorias por las membranas, etc. En general las proteasas
extracelulares catalizan la hidrdlisis de las proteinas grandes a moléculas mas
pequefas para su absorcién subsecuente por la célula, considerando que las
proteasas intracelulares juegan un papel en la regulacién del metabolismo (Rao
y col. 1998).



3. ANTECEDENTES

Sawata y col. en 1991 propusieron la presencia de toxinas secretadas
por H. paragallinarum y sugirieron realizar estudios para detectar y caracterizar
sus factores de patogenicidad. Aunque H. paragallinarum cuenta con diferentes
factores de virulencia entre los se que cuentan a la hemaglutinina y la capsula,

como los mas estudiados.

En el 2004 Mena y col. caracterizaron proteinas de 120 Kda secretadas
por H. paragallinarum utilizando medios de cultivos sin suero (BHI, TSB, LB,
LBG, LBP, LBGP) con la finalidad de ver cual de estos medios era el mas
eficaz, obteniendo como resultado que los medios de cultivo TSB y BHI fueron
los que permitieron el mejor crecimiento bacteriano, por lo que fueron elegidos
como los medios mas adecuados para la obtencion de proteinas secretadas.
H. paragallinarum secreta proteinas que pueden ser importantes inmunogenos

en el control de la coriza infecciosa.

Iritani y col. Describieron entre los afios 1978 y 1980 la presencia de dos
antigenos en H. paragallinarum que eran secretados, uno de los cuales era
termoestable y el otro termolébil; este Gltimo demostro tener efecto protector al
inocularse en aves susceptibles que posteriormente fueron desafiadas con
bacterias virulentas. Sin embargo, la identidad de estos antigenos termolabiles

no fue caracterizada.



Diferentes miembros de la familia Pasteurellaceae son capaces de
colonizar mucosas respiratorias. Esta colonizacion puede verse favorecida por
la produccion de proteasas que degradan diferentes sustratos, entre ellos
inmunoglobulinas, y son capaces de actuar en diferentes condiciones

fisicoquimicas, tales como amplios rangos de pH y temperatura.

Pasteurella trehalosi aislada de una oveja que habia sucumbido de
pasteurelosis neumonica reveld alta actividad proteolitica en el sobrenadante
de su cultivo Estas proteasas no son especificas, ya que degradan diferentes
sustratos, y pueden ser un antigeno protector importante en las vacunas

disefiadas para prevenir la pasteurellosis neuménica (McNeil 2003).

Se ha reportado que P. multocida aisladas de diferentes animales
secretan proteasas al medio de cultivo. Todos los aislados produjeron
proteasas en una amplia gama de peso molecular. Se sugiere que son
metaloproteasas neutras, puesto que fueron activas entre pH 6 y 7, inhibidas
por agentes quelantes pero no por otros inhibidores de proteasas, y reactivadas
por calcio. Los proteasas podian degradar IgG y fueron reconocidas por un
antisuero policlonal contra un proteasa purificada de A. pleuropneumoniae. Se
ha sugerido que la produccion de proteasas puede desempefiar un papel
importante durante la colonizacion de tejidos en enfermedades causadas por P.

multocida (Negrete Abascal y col, 1999).

Negrete Abascal y col., en 1998 purificaron y caracterizaron una
enzima proteolitica de alto peso molecular secretada por Actinobacillus
pleuropneumoniae, un miembro de la familia Pasteurellaceae y también un
patbgeno de mucosas de vias respiratorias de cerdos. Los resultados que
obtuvieron mostraron que las proteasas podrian participar en el proceso
infeccioso durante el desarrollo de la enfermedad y en la inmunorespuesta de

los cerdos infectados con A. pleuropneumoniae.



4. JUSTIFICACION:

Haemophilus paragallinarum también es un patégeno de mucosas que
se enfrenta a mecanismos de limpieza en su hospedero similares a los que
enfrentan P. multocida y A. pleuropneumoniae, debido a esto, es muy probable
que H. paragallinarum también secrete proteasas que le ayuden en la
colonizacion y dafio tisular en su hospedero. Asi que el presente trabajo surgié
de la necesidad de conocer si esta bacteria produce proteasas, y si las produce

cuales son sus caracteristicas bioquimicas.

5. OBJETIVOS:

5.1. OBJETIVO GENERAL

- Identificar y caracterizar proteasas secretadas por H. paragallinarum.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

- Obtener condiciones de expresion de las proteasas secretadas por H.

paragallinarum.

- Caracterizar las proteasas secretadas por H. paragallinarum.



6. METODOLOGIA:

6.1. CEPAS BACTERIANAS

Se utiliz6 una cepa de H. paragallinarum aislada de aves con signos de
coriza infecciosa (Hpa6), asi como la cepa de referencia serogrupo A (0083),
las cuales fueron cultivadas en medio BHI (infusidon cerebro-corazon), Caldo

Soya Tripticaseina (TSB) y Casman; suplementados con 0.01% de NAD.

Para determinar la pureza de los cultivos, se inocularon placas de medio
BHI sin NAD, al cual se le inocul6 una cepa nodriza (Staphylococcus aureus)

que le proporcionaria el NAD requerido y se incubaron a 37°C durante 24h.

6.2. CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL SOBRENADANTE

Para obtener y concentrar las proteinas secretadas, los cultivos se
centrifugaron a 8000 r.p.m. durante 20 min. a 4°C. El sobrenadante libre de
células se precipitd en frio con 1-2 volumenes de metanol o con sulfato de
amonio al 70% durante 24h. Posteriormente las proteinas precipitadas se
concentraron por centrifugacion a las mismas condiciones. Las proteinas
concentradas se resuspendieron en aprox. 250 ul de buffer TRIS 20 mM, pH
7.5.

6.3. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Para evaluar la presencia de actividades proteoliticas en las proteinas
obtenidas, se realizaron corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida
al 10% copolimerizados con caseina 1% o gelatina 0.1%. De 10-15 pg de
muestra fueron cargados por pozo. Posteriormente el gel se dejo en tritdn
durante 60 min. Después se dejé toda la noche activandose con CaCl, 10mM.

Los geles se tifieron con azul de Coomassie (Negrete-Abascal et al. 1999).



6.4. pH 6ptimo

Para determinar el intervalo de pH y el pH éptimo en el cual se presenta
la actividad proteolitica, se llevaron a cabo electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% copolimerizados con gelatina porcina al 0.1%. Después
de la separacion de las proteinas, los geles se incubaron con diferentes
amortiguadores a distinto pH: buffer de boratos 50 mM (pH 3, 4 y 5), buffer
TRIS 50 mM (pH 7 y 8) 6 buffer glicina-NaOH 50 mM (pH 9 y 10)
adicionandoles CaCl, 10 mM, durante 24 h a 37°C y para finalmente tefiir con

azul de Coomassie (Negrete-Abascal et al., 1999).

6.5. Estabilidad al calor

Para determinar la estabilidad al calor de las proteasas, previo a la
electroforesis las muestras se mantuvieron a diferentes temperaturas durante
10 minutos (37, 40, 50, 60, 70, 80°C y temperatura ambiente, incluyendo un
control que se mantuvo en refrigeracion). Finalmente los geles se incubaron en
el buffer con el pH 6ptimo de actividad de la enzima (Negrete-Abascal et al.,
1998).

6.6. EFECTO DE INHIBIDORES

Para poder determinar el tipo de proteasa de que se trataba, muestras
conteniendo actividad proteolitica se incubaron a temperatura ambiente durante
media hora con diferentes inhibidores: &cido etilenodiamino- tetraaceético
(EDTA) 10 y 20 mM, fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 5mM 6 p-
hidroximercuribenzoato (pHMB) 10 mM. Después las muestras se separaron
por electroforesis para posteriormente agregar a los geles el buffer con el pH
optimo de actividad, mas cada uno de los agentes inhibidores a la misma
concentracion. Para comprobar el efecto de los agentes quelantes se

agregaron iones para reactivar la proteasa (Negrete-Abascal et al., 1999).



6.7. DEGRADACION DE SUSTRATOS

Se mezclaron 10 ug de IgG de pollo con 20 pg de la mezcla de proteinas
y se incubd durante 24, 48y 72 h a 37°C. Después de cada tiempo se diluyeron
las muestras con buffer de muestra en ausencia de 3 ME y se hirvieron durante
10 min. La posible degradaciéon de la IgG fue puesta de manifiesto por medio
de electroforesis SDS-PAGE (Negrete-Abascal et al., 1998).

6.8. INMUNORECONOCIMIENTO

La muestra que contenia la actividad proteolitica fue hervida en
presencia de [0-mercapto-etanol durante 5min, se separé por electroforesis en
un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), y se transfirio electroforéticamente a
una membrana de nitrocelulosa. Al termino de la transferencia la membrana se
colocé en agitacibn en un recipiente con PBS Tween-20 y leche al 5%,
enseguida, la membrana se enjuag6 3 veces durante 10 min. con PBS-Tween y
se le agrego el anticuerpo primario (suero contra la proteasa purificada de A.
pleuropneumoniae serotipo 1 diluido 1:500). En seguida la membrana se
enjuago 3 veces con PBS Tween y se incubd con el anticuerpo secundario (IgG
de cabra anti-conejo marcado con peroxidasa, diluido 1:1000). Finalmente se

realizaron 3 lavados con PBS Tween y un lavado con PBS.

Para poner en evidencia la reaccion antigeno-anticuerpo, se usé una
solucién de Diaminobencidina y H,O,. La reaccion se detuvo colocando la

membrana en agua destilada.



7. RESULTADOS

7.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Se observo la actividad proteolitica secretada por H. paragallinarum en
los medios de cultivo BHI, TSB y Casman (fig. 4) , el medio mas adecuado
para la obtencion de proteasas secretadas fue BHI ya que las proteinas
precipitadas de este medio, degradaron de manera mas intensa los sustratos
copolimerizados en los geles de acrilamida (caseina y gelatina). Ambos
sustratos fueron degradados, pero la degradacion de la gelatina fue visualizada

mas facilmente.
7.2. CONCENTRACION DE PROTEINAS DEL SOBRENADANTE
La actividad proteolitica pudo observarse precipitando las proteinas

secretadas en frio, con sulfato de amonio al 70% o con metanol. La actividad

proteolitica se pudo observar mejor con sulfato de amonio.

FIG. 4. Actividad proteolitica secretada en diferentes medios.
Gel de poliacrilamida al 10% copolimerizado con 0.1% de
gelatina. Carriles 1 a 3 cepa 0083, Carriles 5 a 7 cepa Hpa6.
Carriles 1y 5 BHI; 2y 6 TSB; 3y 7 Casman; 4 sin muestra

7.3. pH OPTIMO



La actividad proteolitica fue activa de manera tenue en un amplio rango
de pH (3-10), observandose la actividad éptima a un pH de 7.5. (fig. 5. Carril
6.)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
FIG. 5 Efecto del pH sobre la actividad proteolitica.
Gel de poliacrilamida al 10% copolimerizado con

gelatina al 0.1%. Carril 1, pH 3; 2, pH 4; 3, pH 5; 4,
pHG6;5 pH7; 6,pH 7.5, 7,pH8Yy 9, pH 10.



7.4. ESTABILIDAD AL CALOR

Después de incubar las muestras a diferentes temperaturas, la
degradacion del sustrato pudo observarse con muestras mantenidas en
refrigeracion, a temperatura ambiente, 37, 40, 50 o 60 °C, pero esta actividad
disminuy6 a los 70 °C y fue inhibida completamente a temperaturas mayores.

(fig. 6).

1 2 3 4 5 6 7 8

FIG. 6: Efecto de la temperatura sobre la
actividad proteolitica. Gel de poliacrilamida al
10% copolimerizado con gelatina al 0.1% carril
1, Control; 2, Temperatura ambiente; 3, 374,
40; 5, 50; 6, 60; 7, 70; y 8, 80 °C. Las flechas
indican donde se presenta la actividad
proteolitica



7.5. EFECTO DE INHIBIDORES

La actividad proteolitica fue inhibida parcialmente con EDTA 10 mM (Fig.
7, carril 3), y totalmente a una concentraciéon de 20 mM (carril 4). Sin embargo,
esta actividad no fue afectada por la presencia de pHMB o PMSF (carriles 1 y

2, respectivamente), por lo cual se concluyd que se trataba de

1 2 3 &4
I I Ilﬁ
FIG. 7: Efecto de inhibidores sobre la
actividad proteolitica. Gel de
poliacrilamida al 10% copolimerizado
con 0.1% de gelatina, Carril 1 PHMB, 2
PMSF, 3 EDTA 10 mM, 4, EDTA 20

mM. La flecha indica donde se
presenta la actividad proteolitica

metaloproteasas.



7.6. DEGRADACION DE SUSTRATOS

Las proteinas secretadas por H. paragallinarum degradaron
parcialmente 1gG de pollo después de incubarlas durante 24 o 48 h, pero una

degradacion total no pudo observarse a las 72 h de incubacion. (Fig. 8).

FIG. 8: Degradacion de IgG de pollo por las
proteasas secretadas de H. paragallinarum
(0083). Gel SDS-PAGE, carril 1, IgG de pollo
control incubada sin proteasas durante 72 h; 2,
sin muestra; 3, 24h; 4, 48h; 5, 72h. Incubadas
a 37°C

7.7. INMUNORECONOCIMIENTO

Por inmunoblot, las proteinas secretadas por H. paragallinarum
presentaron reactividad cruzada con el suero policlonal dirigido contra la
proteasa purificada de A. pleuropneumoniae serotipo 1. Este



inmunoreconocimiento se observdO a un peso molecular muy similar al

presentado por las proteinas secretadas por A. pleuropneumoniae usadas

como control positivo.

H.
paragallinarum

8. DISCUSION

FIG. 9: Inmunoreconocimiento de
proteinas  secretadas por H.
paragallinarum usando un
anticuerpo contra una proteasa
secretada por A. pleuropneumoniae.
Carril 1, Proteinas secretadas de
Hp; Carril 2, Proteinas secretadas
de Ap.

A.
pleuropneumoniae.

En el presente trabajo se utilizaron diferentes medios de cultivo (TSB,

BHI, y Casman), con la finalidad de obtener condiciones que favorecieran la

expresion de las proteasas secretadas por H. paragallinarum; de esta forma se

identificaron y caracterizaron proteasas secretadas al medio extracelular por

esta bacteria.



H. paragallinarum fue capaz de crecer en los medios de cultivo
empleados; sin embargo, BHI fue el medio de eleccién para la obtencion de la
actividad proteolitica. (Fig. 7). En el 2004 Mena y col. utilizaron medios de
cultivos sin suero (BHI, TSB, LB, LBG, LBP, LBGP) para la caracterizacion de
proteinas secretadas por H. paragallinarum con la finalidad de ver cual de estos
medios era el mas eficaz, obteniendo como resultado que los medios de cultivo
TSB y BHI fueron los que permitieron el mejor crecimiento bacteriano, por lo
que fueron elegidos como los medios mas adecuados para la obtencién de

proteinas secretadas.

Se ha reportado que diferentes microorganismos patégenos secretan
proteasas; por ejemplo, en 1998 Rao y col. reportaron que Aeromonas sep.
puede secretar varias enzimas extracelulares y se ha sugerido que estas

juegan un importante papel en la invasion y establecimiento de la infeccién.

En H. influenzae (Zinsser,1983.) se han descrito proteasas que
degradan IgA1, pertenecientes a la familia de las serin proteasas con un peso
molecular de 169 Kda, las cuales pueden ser elaboradas por la bacteria in vitro.

Al degradar IgA, facilitan la colonizacién de mucosas por este microorganismo.

Negrete Abascal y col., en 1998 purificaron y caracterizaron una enzima
proteolitica de alta masa molecular secretada por Actinobacillus
pleuropneumoniae, un miembro de la familia Pasteurellaceae y también un
patbgeno de mucosas de vias respiratorias. Los resultados que obtuvieron
mostraron que las proteasas podrian participar en el proceso infeccioso
durante el desarrollo de la enfermedad y en la inmunorespuesta de los cerdos

infectados con A. pleuropneumoniae.

Los sobrenadantes de los medios en los que se inoculé H.
paragallinarum para detectar la presencia de proteasas secretadas se
precipitaron con sulfato de amonio (NH,4)>,SO,4 al 70% y con metanol (MeOH) en
frio. Las proteasas secretadas mostraron mejor degradacion del sustrato

cuando las proteinas se precipitaron con sulfato de amonio. Este resultado



puede deberse a que este agente precipitante no libera gran cantidad de calor,
por lo que las proteinas no estan expuestas a una posible desnaturalizacion,
aungue una de las desventajas de la precipitacion con sulfato de amonio es
que la alta concentracion de sales interfiere con el corrimiento electroforético
(Deutscher,1990). Una de las desventajas del empleo de metanol para
precipitar proteinas es que provoca una reaccidn exotérmica que podria
desnaturalizar a las proteinas, razon por la que la precipitacion debe realizarse

en frio.

Los corrimientos electroforéticos de las proteasas secretadas por las
cepas 0083 y Hpa6 de H. paragallinarum fueron realizados utilizando geles de
poliacrilamida al 10% copolimerizados con 0.1% de gelatina o con caseina al
1%, mostrando mejor degradacion en el gel con gelatina, sustrato altamente
sensible e inespecifico utilizado para detectar facilmente muchas actividades
proteoliticas (Luna y col.2001). Los geles de sustrato permiten calcular el peso
molecular aparente de las proteinas que contengan actividad proteolitica. La
desventaja de este tipo de geles, es que cuando se agrega el SDS pueden no
renaturalizarse las proteasas, y esto podria impedir la deteccion de la actividad

proteolitica (Lunay col. 2001).

Diferentes miembros de la familia Pasteurellaceae son capaces de
colonizar mucosas respiratorias. Esta colonizacién puede verse favorecida por
la producciéon de proteasas, capaces de actuar en intervalos amplios de pH y
temperatura, que degradan diferentes sustratos, entre ellos inmunoglobulinas.

Las proteasas secretadas por H. paragallinarum se clasificaron dentro
de las metaloproteasas neutras debido a que fueron inactivadas por EDTA y
tuvieron un pH 6ptimo de actividad de 7.5, (fig. 8). El EDTA es un agente
quelante que secuestra iones metalicos del sitio catalitico de las
metaloproteasas, inactivandolas. La actividad proteolitica de H. paragallinarum
fue totalmente inhibida con EDTA pero no fue afectada por los inhibidores de
serin y cistein proteasas. Con base a esto se determiné que se trata de una
metaloproteasa, (Fig. 10). La actividad proteololitica fue restaurada por la

adicion de calcio. Asi, H. paragallinarum secreta metaloproteasas similares a



las expresadas por diferentes especies bacterianas patdégenas (Miyoshi, S,
2000, Negrete y col. 2003).

Se ha reportado que cepas de P. multocida aisladas de diferentes
animales secretan proteasas al medio de cultivo. Todos los aislados produjeron
proteasas en una amplia gama de peso molecular. La produccion de proteasas
pudo desempefiar un papel importante durante la colonizacién de tejidos en
infecciones causadas por P. multocida (Negrete Abascal y col, 1999). El que
las proteasas secretadas por H. paragallinarum descritas en este trabajo sean
activas en un amplio rango de pH puede facilitar la sobrevivencia de la bacteria
en las primeras fases de un proceso patolégico en tejidos epiteliales con
diferentes pHs. Se ha sugerido que proteasas activas en un amplio rango de
pH le confieren ventaja al microorganismo para sobrevivir en distintas
condiciones ambientales, que ademas le permitirian evadir la respuesta inmune
si éstas son capaces de degradar inmunoglobulinas, lo que permitiria la
invasion de los tejidos del hospedero. Proteasas activas en un amplio rango de
pH y capaces de degradar inmunoglobulinas se han reportado también en otras
especies de la familia Pasteurellaceae. (Negrete-Abascal y col.,1994,1999 y
2004).

La actividad proteolitica secretada por H. paragallinarum fue estable
después de ser incubada a una temperatura menor o igual a 70°C, pero
disminuyé cuando se calenté a 80°C y se inhibié totalmente a temperaturas
mayores (fig. 9). Negrete-Abascal y col. han reportado resultados de estabilidad
térmica muy similares en las proteasas secretadas por A. suis (2004) y por A.
pleuropneumoniae (1998). Se ha reportado que las proteasas secretadas por
A. pleuropneumoniae son resistentes al calor debido a que podrian anclarse a
la membrana bacteriana, lo que permitiria que se asociaran con el LPS,
adquiriendo termoresistencia. La resistencia al calor de las proteasas
secretadas por H. paragallinarum podria deberse también a una asociaciéon
con el LPS.

Las inmunoglobulinas tienen una importante funcién en la proteccion
contra la invasién por microorganismos patdégenos ya que pueden neutralizar

toxinas, bloquear la invasion de los virus, y han sido consideradas como parte



de los mecanismos de limpieza que ayudan a remover los residuos de células
propias dafiadas o envejecidas. Las inmunoglobulinas también facilitan la
fagocitosis de algunas moléculas o microorganismos a los cuales se han unido.
Cuando las inmunoglobulinas son degradadas por las proteasas bacterianas, el
microorganismo, ademas de evadir la respuesta inmune puede obtener
nutrientes para su crecimiento. Diversos trabajos han demostrado que las
proteasas secretadas por bacterias patdogenas pueden degradar
inmunoglobulinas, tal es el caso de trabajo reportado por Kilian y col. donde
proteasas secretadas por diferentes especies de Haemophilus degradaron IgA;
las proteasas de A. (Haemophilus) pleuropneumoniae degradaron IgA porcina
pero no IgA de humano (Killian y col. 1979). H. paragallinarum degradd
parcialmente 1gG de pollo pero una degradacion total no pudo observarse, esto
podria deberse a que probablemente la enzima estaba a baja concentracién lo
cual no permiti6 una degradacion total de la inmunoglobulina (Fig. 11). La
degradacion de inmunoglobulinas por H. paragallinarum ademas de permitirle
evadir la respuesta inmune y de evitar ser fagocitada, podria también servirle

como una fuente de aminoacidos.

Por Western Blot se observdé que proteinas de alto peso molecular
secretadas por H. paragallinarum presentaron reactividad cruzada al emplear
un anticuerpo contra la proteasa de alto peso molecular purificada del
sobrenadante del cultivo de A. pleuropneumoniae (Fig. 12). Diferentes
bacterias patdogenas de vias respiratorias, miembros de la familia
Pasteurellaceae, también han mostrado una reactividad cruzada al usar el
mismo anticuerpo (Negrete Abascal en 2004), sugiriendo que dichas proteinas

poseen epitopos comunes y que comparten un origen comun.

Las proteasas secretadas por H. paragallinum podrian jugar un
importante papel en la invasion y establecimiento de una infeccion, ya que les
permitirian obtener nutrientes por la degradacién de sustratos de diferentes

fuentes, asi como modificar o evadir los sistemas defensivos de su hospedero.



9. CONCLUSIONES:

H. paragallinarum secreta proteasas en los medios BHI, TSB y Casman, las

cuales se tratan de metaloproteasas neutras de alta masa molecular.

Las proteasas secretadas por H. paragallinarum resisten altas

temperaturas.

Las proteasas de H. paragallinarum son capaces de degradar

inmunoglobulinas

Las proteasas secretadas por H. paragallinarum presentan reactividad

cruzada con proteasas secretadas por otros microorganismos.



10. APENDICE |

Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI).
Disolver en 1000 ml de agua destilada 37 g de medio infusién cerebro corazon,

se esteriliza a 121°C a 15 Ib/pulg® durante 15 min.

Caldo de Soya Tripticaseina (TSB).
Disolver en 1000ml de agua destilada 30g de medio de caldo de soya

tripticaseina, esterilizar a 121°C a 15 Ib/pulg® durante 15 min.

Caldo Casman
Formula aproximada en g/L.

Nicotinamida 0.05
Polipeptona 10.00
Peptona Biotriptosa 10.00
Extracto de carne 3.00
Ac. P-amino Benzoico 0.05
Dextrosa 0.5
Almidon de Maiz 1.0

Cloruro de sodio 5.0

pH final 7.3 +/- 0.2

Gel separador 10% (10 ml)

H,O 4 ml
Acrilamida 3.3ml
TRIS pH 8.8 2.5ml
SDS 10% 0.1 mi
NaCl 20% 0.2 ml
Persulfato de amonio (PSA) 10% 0.04 ml

TEMED 0.01 ml



Gel concentrador (5ml)
H.O

Acrilamida

TRIS pH 6.8

SDS 10%

PSA 10%

TEMED

Solucién destefnidora.

Metanol 200ml
Acido acético 35ml
Agua destilada 500ml

Buffer de transferencia

Tris 25mM 6.05¢g
Glicina 192mM 28.85¢g
Metanol 400ml
Agua 2000ml

Buffer de muestra.
Azul de Bromofenol 0.02¢g
Glicerol 0.2ml

Agua c.b.p.

Colorante Azul de Coomasie
Metanol 40%

Acido acético 10%

Colorante azul brillante  0.25%

Agua 50%

3.4 ml

0.83 ml
0.63 ml
0.05 ml
0.15 ml
0.15 ml



Buffer de acetatos

Soluciones stock:

A: Acido acético 0.2 M (11.55 ml en 1000 ml)

B: Acetato de sodio 0.2 M (16.4 g en 1000 ml)

x ml de A +y ml de B, diluidos en un total de 100 ml

X y pH
46.3 3.7 3
41.0 9.0 4
14.8 35.2 5
4.8 45.2 6

Buffer TRISpH 7y 8

Soluciones stock:

A: TRIS 0.2 M (24.2 g en 1000 ml)

B: HCI 0.2 M (en 1000 ml)

50 ml de A + x ml de B, diluidos en un total de 200 ml

X pH
44 .2 7
26.8 8

Buffer glicina-NaOH

Soluciones stock:

A: Glicina 0.2 M (15.01 g en 1000 ml)

B: NaOH 0.2 M (en 1000 ml)

50 ml de A + x ml de B, diluidos en un total de 200 ml

X pH
8.8 9
32.0 10
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