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RESUMEN 

 

El género Gallibacterium incluye bacterias aisladas de una gran variedad de aves, 

entre ellas Gallibacterium anatis, la cual  ha sido descrita como una bacteria  del 

tracto respiratorio superior así como del tracto genital inferior de gallinas sanas, 

aunque también existen reportes que la asocian a diferentes condiciones 

patológicas. En este trabajo se evaluó la adhesión de 12 cepas de G. anatis a 

superficies inertes, como un posible mecanismo que promueve la formación de 

biofilm. Tres cepas formaron biofilms robustos sobre plástico, dos se adhirieron 

débilmente y siete fueron incapaces de adherirse al plástico; sin embargo todas se 

adhirieron al vidrio a 37ºC. Las cepas mostraron un comportamiento errático  en la 

adhesión al plástico a 40ºC.  

La adhesión no se observó en presencia de tripsina,  lo que sugiere la 

participación de proteínas en este proceso.  Mediante microscopía electrónica de 

barrido se observó la adhesión  de G. anatis a superficies de vidrio después de 3 

horas de incubación. Se observó material exudado, micro vesículas, canales, 

estructuras tubulares y estructuras parecidas a filamentos, formando parte de un 

biofilm. La adhesión al tejido y la persistencia dentro de un hospedero podría 

garantizar el éxito de un patógeno.   

 

 



INTRODUCCIÓN 

 

Múltiples son las enfermedades producidas por microorganismos  patógenos que 

padecen las aves, estos padecimientos  pueden ser causados por bacterias o 

virus entre otros, ya sea de forma mixta o secuencial. Para el caso de la industria 

avícola  estas infecciones representan pérdidas económicas considerables, debido 

al tratamiento, la prevención, la baja en la producción de huevos o los decesos de 

las aves debidos  a los patógenos.  

A menudo, la interacción de las bacterias con sus células hospederas y otros 

agentes patógenos es mediada por factores que se encuentran localizados sobre 

la superficie  bacteriana, o por productos  secretados al espacio extracelular. Los 

microorganismos patógenos son capaces de secretar diversas sustancias al 

medio, no solo como resultado de su metabolismo, sino también para realizar 

otras funciones, como la comunicación entre ellos,  la liberación de sustancias 

toxicas; por ejemplo, bacterocinas, exotoxinas o enzimas extracelulares que 

participan en la adhesión  e invasión de los tejidos del huésped (González-Pedrajo 

y Dreyfus, 2003).  

Uno de los microorganismos considerado como importante agente causal de 

padecimientos en gallinas es G. anatis.  Una de las principales consecuencias tras 

la infección del aparato reproductor de  las aves por G. anatis es la disminución en 

la postura de huevos (Gráfica 1); sin embargo, también es posible encontrar a este 

microorganismo alojado  en el tracto respiratorio superior  de sus hospederos 

sanos o enfermos. 

 

 



 GRÁFICA 1. Se muestra  el efecto ocasionado  en  la postura de huevos  tras un ensayo 

en el que se desafiaron gallinas con cepas de G. anatis de virulencia baja, moderada y 

severa, bajo condiciones controladas. (http://www.gallibacterium-anatis.com.mx/) 

 

 

DESCRIPCIÓN DEL ORGANISMO 

G. anatis es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia 

Pasteurellaceae, no motil, con forma de bacilo o pleomórfica,  encapsulada. En 

agar sangre forma colonias circulares de color grisáceo y semitransparentes en la 

periferia, que miden de  1 a 2 mm de diámetro después de 24 a 48 horas de 

incubación a 37°C; y puede causar o no hemólisis dependiendo del biovar.  No 

forma endoesporas, su crecimiento es mesofílico y anaeróbico facultativo o 

microaerofílico. A diferencia de otros miembros de la familia Pasteurellaceae,  G. 

anatis no requiere del factor V (NAD) ni el factor X (Hemina) para su crecimiento 

(Christensen et al.,  2003). 

 



DISTRIBUCIÓN 

G. anatis puede ser considerado como un agente patógeno  cosmopolita ya que 

se han aislado cepas de este microorganismo en casos clínicos de aves 

infectadas en diferentes partes del mundo, siendo Noruega, Estados Unidos, 

Suiza, Dinamarca, Canadá y México los países en donde se han realizado más 

estudios. 

En el caso de México la mayor parte de los reportes clínicos han sido realizados 

en los estados de Puebla, Nuevo Leon, Yucatán y Jalisco, aunque también se han 

reportado casos en otros estados de la república (http://www.gallibacterium-

anatis.com.mx/). 

 

PROPIEDADES BIOQUÍMICAS DE G. anatis. 

Algunas de las diferencias bioquímicas que distinguen a G. anatis de otros  

miembros de la familia Pasteurellaceae son: Catalasa, oxidasa y fosfatasa 

positivo, reducción de nitrato. Las Pruebas de porfirina y alanina aminopeptidasa 

son positivas. D-ribosa ( - ), D-xilosa ( + ), D- manitol ( - ), D-fructuosa( - ), D-

galactosa ( + ), D-glucosa ( + ), D-manosa, sacarosa y rafinosa   ( + ). La reacción 

de orto-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG)  es positiva. No requiere de 

simbiosis para su crecimiento (Christensen et al., 2003). 



 

Tabla 1. Características bioquímicas que diferencian a  miembros del género 

Gallibacterium. 

 

Característica 
G. anatis 

bv. haemolytica 

G. anatis 

bv. anatis 

Gallibacterium 

genomonoespecies 1 

Gallibacterium 

Genomoespecies 2 

Hemólisis + - + + 

Producción de ácido  

a partir de : 

    

(-) D-Arabinosa (+) - (+) d 

(+)L-Arabinosa - - d d 

m-Inositol d d - d 

(-)D-Sorbitol d d - - 

(-)L-Fucosa (+) - +/(+) d 

Maltosa d - + + 

Trehalosa d + + d 

Dextrina d - +/(+) + 

 

Las características reportadas son: + ≥ 90% de las cepas son positivas en 1-2 días; (+) ≥ 90% de las cepas 

son positivas en  3-14 días; - <10% de las cepas son positivas en 14 días; d 11-89% de las cepas son 

positivas. 

 

CLASIFICACIÓN  

Las bacterias hemolíticas parecidas a Pasteurella fueron reportadas por primera 

vez por Kjos-Hansen (1950) aisladas de aves con salpingitis y peritonitis. 

Organismos similares fueron clasificados posteriormente como P. salpingitidis por 

Kohlert (1968). Mráz et al., (1976) sugirieron que estos organismos deberían de 



ser reclasificados como Actinobacillus salpingitidis,  debido a sus características 

fenotípicas. Para 1979 Mushin et al., aislaron P. haemolytica reportándola en 

pollos sanos con una incidencia del 97%, sin embargo este organismo no fue tan 

frecuente o estuvo ausente en la tráquea de aves silvestres.  

 En publicaciones subsecuentes sobre la identificación de bacterias aisladas de 

aves, dichas bacterias fueron nombradas ya sea como P. haemolytica o  A. 

salpingitidis.  

Después de los estudios moleculares realizados  por Christensen y colaboradores 

en el 2003  los microorganismos anteriormente clasificados como P. haemolytica, 

A. salpingitidis y P. anatis, fueron reagrupados bajo el género Gallibacterium e 

incorporados a la familia Pasteurellaceae.  

Dentro de la especie G. anatis existen dos biovares, hemolítica y anatis y dos 

genomoespecies (1 y 2) que son comúnmente reconocidos como Gallibacterium 

spp. 

 

FAMILIA PASTEURELLACEAE 

La familia  Pasteurellaceae se compone  de 65 especies identificadas que se 

distibuyen en 13 géneros (http://www.the-icsp.org/taxa/Pasteurellaceaelist.htm). 

Del total de estas especies se cree que una tercera parte ha sido mal nombrada  

basándose en taxonomía filogenética dentro de los 4 mayores géneros de la 

familia (Haemophilus, Pasteurella, Actinobacillus y Manhemia) mezclados en 

diferentes clados. (Christensen et al., 2003)  

A continuación se muestra  la clasificación de la familia Pasteurellaceae. 

 

 

 



Tabla 2.  Clasificación de la familia Pasteurellaceae, actualmente comprende 13 

géneros. 

 

NÚMERO 

 

GÉNERO 

1 Pasteurella 

2 Actinobacillus 

3 Haemophilus 

4 Lonepinella 

5 Manhemia 

6 Phoconoenobacter 

7 Gallibacterium 

8 Histophillus 

9 Volucribacter 

10 Avibacterium 

11 Nicoletella 

12 Aggregatibacter 

13 Bibersteinia 

 

 

PATOGÉNESIS 

Este microorganismo puede ser parte de la flora normal del tracto respiratorio 

superior así como del tracto genital inferior de los pollos aunque también es 

considerado como patógeno oportunista, no obstante está  asociado a lesiones 

patológicas, incluyendo salpingitis con o sin peritonitis, ooforitis, enteritis, 

septicemia, pericarditis, hepatitis y lesiones en el tracto respiratorio de gallinas de 

postura (Christensen et al., 2003). Gallibacterium produce lesiones consideradas  



como no patognomónicas, ya que no se presentan los síntomas característicos de 

una enfermedad determinada, con los cuales se pueda hacer un diagnóstico 

adecuado, complicando esto su detección e identificación (Bojesen et al., 2003).  

Por otra parte  este organismo es  considerado  como responsable de originar una 

disminución en la producción de huevo debido a las afecciones que produce tanto  

en las gallinas de postura comercial como en las reproductoras; ocasionando 

considerables lesiones en el aparato reproductor tales como; atrofia  de ovario con 

hemorragias y regresión del mismo, ruptura y deformación de folículos ováricos, 

oviducto no funcional con hemorragias y postura abdominal, peritonitis, 

nefromegalia entre otros (Christensen et al., 2003).  

Además de  gallinas, estos microorganismos también han sido aislados de pavos, 

palomas, faisanes, aves acuáticas, así como también de algunas aves migratorias 

y otras no migratorias (Christensen et al., 2003; Bojesen et al., 2003).  

 

VIRULENCIA, MORBILIDAD Y MORTALIDAD 

Actualmente las diferentes cepas de G. anatis han sido clasificadas según su 

virulencia en: severa, moderada y leve. Las cepas catalogadas como de virulencia 

severa son capaces de disminuir la producción en la postura en un 85 % mientras 

que las de virulencia leve sólo en un 12%.  

Desde las 22 a las 35 semanas las gallinas de postura parecen ser más 

susceptibles para contraer las enfermedades producidas por G. anatis, mientras 

que en las gallinas reproductoras esto ocurre alrededor de las 40 semanas de 

edad. 

La mortalidad causada por G. anatis se asocia comúnmente con las cepas de 

virulencia moderada y severa, pero no con las cepas de virulencia leve. Sin 

embargo, lesiones entre las que se encuentran hemorragias en el oviducto y  

oviductos no funcionales han sido asociadas únicamente con las cepas de 

virulencia leve, pero no con cepas de virulencia severa (http://www.gallibacterium-

anatis.com.mx/). 



Al  realizar ensayos en  gallinas de postura de 30 semanas de edad se determinó 

que la calidad y el tamaño del huevo también pueden ser afectados dependiendo 

de la virulencia de la cepa. Esto se demostró después de desafiar gallinas con 

diferentes cepas de G. anatis, tras lo cual, los huevos puestos por las gallinas 

desafiadas con las cepas más virulentas  tuvieron un menor tamaño, presentando 

deformidades y una consistencia porosa y delgada en la cascara. 

 

DIAGNÓSTICO Y TRATAMIENTO    

Hoy en día se cuenta en México con la tecnología para poder llevar a cabo un 

diagnóstico mas confiable de los padecimientos causados por G. anatis, algunas 

de estas pruebas disponibles son Gal-Latex y la Gal–Elisa. En materia de 

prevencion, se cuentan con diversas vacunas en el mercado, siendo el principal 

inconveniente de estas su inespecificidad (http://www.gallibacterium-

anatis.com.mx/).    

 

BIOFILM 

Un biofilm es una agregación de organismos: bacterias, algas, hongos o 

protozoarios asociados a una superficie viva o inerte, los cuales se encuentran 

inmersos en una matriz autoproducida (Costerton et al.,1999). Para el caso de las 

bacterias este biofilm puede estar formado por una sola especie o bien por 

diferentes géneros.  

Dicha matriz está formada principalmente por agua, células bacterianas, 

exopolisacárido, elementos de lisis bacteriana, sustancias poliméricas, ácidos 

nucléicos y proteínas, así como también sales minerales, partículas y sedimento 

en menor cantidad (Dickschat, 2010). Dentro del biofilm se encuentran canales 

que permiten el transporte de nutrientes y la eliminación de los desechos 

producidos. 



El 99% de las bacterias conocidas forman biofilm, este confiere a los 

microorganismos protección en contra de fagos, compuestos biocidas y agentes 

antimicrobianos; también permite la evasión de la respuesta inmune del 

hospedero, y reduce las posibilidades de ser eliminado. Gran cantidad de 

enfermedades crónicas han sido asociadas a la presencia de biofilm en el 

organismo enfermo debido a que este retarda la difusión de biocidas y 

tratamientos alternos dirigidos a erradicar la enfermedad. 

La formación del biofilm comprende tres etapas: la adhesión, el crecimiento y la 

separación. La adhesión representa un paso crítico en la patogénesis ya que 

asegura la colonización de las células del hospedero, este proceso se lleva a cabo 

a través de macromoléculas denominadas adhesinas que tienen la capacidad de 

unirse a los ligandos o receptores específicos en la superficie de la célula 

huésped, lo cual define el tropismo (Costerton et al.,1999).  

Existen diferentes tipos de adhesinas: las adhesinas fimbriales que incluyen pili y 

fimbrias; y las no fimbriales como el lipopolisacárido y la cápsula.  

La adhesión tiene como objetivo que el microorganismo no sea removido del tejido 

a través de las secreciones corporales como saliva, lágrimas, moco, flujo de 

sangre u orina, también asegura un contacto más íntimo con la célula del 

hospedero, que permita una mejor absorción de nutrientes y un proceso más 

exitoso de la infección. Por tanto podríamos deducir que la adhesión es sinónimo 

de resistencia. El Biofilm aumenta la resistencia a biocidas de 150 a 300 veces 

más, esto dependiendo de factores como la edad del biofilm, la encapsulación, las 

condiciones de crecimiento  y los factores multiplicativos (Costerton et al.,1999). 

La segunda fase de la  formación de  un biofilm la constituye el crecimiento del 

mismo, el cual está dado por la comunicación que se presenta entre las bacterias 

a través del Quorum sensing;  proceso dependiente de densidad  celular, 

mediante este las bacterias se comunican y controlan la expresión de genes 

involucrados con el crecimiento o la expresión de factores de virulencia que 

permitan asegurar su sobrevivencia (Waters & Bassler, 2005).  



 

El Quorum sensing se da a través de moléculas señalizadoras o autoinductores; 

para las bacterias Gram (-) las familia más estudiada es la que comprende las 

homoserinlactonas (Dickschat, 2010). 

Finalmente, la última etapa corresponde a la separación de parte del biofilm con el 

objetivo de poder colonizar una mayor variedad de tejido o superficies celulares. 



ANTECEDENTES 

 

Como agente patógeno de las mucosas, G. anatis debe contar con  diversos 

factores de virulencia, que favorecen la colonización dentro del hospedero, la 

invasión y la toxicidad, evitando la respuesta inmune y promoviendo la obtención 

de nutrientes, sin embargo, sólo han sido  descritos la secreción de 

Inmunoglobulinas de tipo G (IgG) degradadoras de  proteasas  (García Gómez et 

al., 2005)  la capacidad de hemaglutinar glóbulos rojos de conejo (Zepeda et al., 

2009) y las proteínas GTXA que son toxinas RTX presentes en G. anatis 

(Kristensen et al., 2009). A pesar de esto no se han realizado estudios sobre otros 

posibles factores de virulencia. No obstante estudios realizados sobre 

Haemophillus parasuis (miembro de la familia Pasteurellaceae) demostraron que 

los serovares no virulentos producen una mayor formación de biofilm comparados 

con los serovares virulentos (Jin et al., 2006). 

Sin embargo, diversos trabajos realizados con diferentes agentes patógenos de 

animales pertenecientes a la familia Pasteurellaceae  tales como Pasteurella spp., 

Mannheimia haemolytica (Olson et al., 2002), Actinobacillus pleuropneumoniae 

(Kaplan & Mulks, 2005), Haemophilus parasuis (Jin et al., 2006), A. 

actinomycetemcomitans (Kaplan et al., 2003), H. influenzae (Webster et al., 2006) 

o Histophilus somni (Sandal et al., 2007) demuestran que estos microorganismos 

poseen  la capacidad de formar biofilm. 

 

 

 

 

 

 



JUSTIFICACIÓN 

 

G. anatis es un  agente causal de enfermedades en el tracto respiratorio superior  

así como también del aparato reproductor inferior de diversas aves. Esta bacteria 

se ha distribuido ampliamente en el país y alrededor del mundo representando una 

gran pérdida económica para la industria avícola.  A pesar de esto no han sido 

estudiados todos sus  posibles factores de virulencia.   

En la actualidad no se han reportado trabajos en los que  se estudie  la adhesión a 

superficies inertes ,  sin embargo se han hecho estudios   con otros organismos de 

la  familia Pasteurellaceae en los que se demuestra la capacidad de fijarse in vitro 

a superficies inertes bajo condiciones controladas. 

Debido a la escasez de conocimiento que se tiene sobre este tema el propósito de 

este trabajo fue describir la adhesión y la formación de biofilm de G. anatis, con la 

intención de contribuir al desarrollo posterior de un tratamiento más eficaz para 

combatir las infecciones que causa este microorganismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJETIVOS 
 

GENERAL 

• Determinar  la capacidad de G.  anatis  para formar biofilms in vitro. 

PARTICULARES  

• Determinar la capacidad de diferentes cepas de  G. anatis de formar 

biofilms in vitro 

• Evaluar el efecto de la temperatura en la formación de estos biofilms  (37ºC 

y 40°C). 

• Averiguar si en la formación del biofilm participan proteínas y carbohidratos. 

• Identificar, mediante microscopía electrónica de barrido, estructuras de G. 

anatis que participen en la formación del biofilm 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

CEPAS 

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron cepas de referencia de G. 

anatis. Las cepas tipo de G.anatis biovar F149T (ATCC 43329T), 12158/5 Salp., 
10162/6 Salp. (F114) y 12656-12  de hígado, se incluyeron diferentes biovares 

representativas de G. anatis biovar hemolítica. Las cepas CCM 5974 y CCM 5976 

representan las genomoespecies 1 y 2 respectivamente. Tres cepas aisladas de 

campo (Dinamarca) biovar hemolítica 14K10, 23K10 y 23T10, las dos últimas 

corresponden  a aislados de poblaciones cloacales y traqueales de la misma ave 

respectivamente, así como las cepas ESV-34, ESV-61 y ESV-69 que 

corresponden también a casos clínicos (Zepeda et al., 2009) . 

 

MEDIOS DE CULTIVO 

Las cepas bacterianas que presentan β-hemólisis fueron cultivadas en agar de 

sangre de borrego al 5% (BD Bioxon, Becton Dickinson, Cuautitlán Izcalli, México 

México) a 37 °C e incubadas durante toda la noche en presencia de CO2; las  

bacterias no hemolíticas fueron crecidas bajo las mismas condiciones empleando 

medio  Agar de Infusión de Cerebro y Corazón (BD Bioxon, Becton Dickinson, 

Cuautitlán Izcalli, México México).  Para la propagación,  mantenimiento y 

desarrollo de los diferentes ensayos las bacterias se  crecieron en Caldo de 

Infusion de Cerebro y Corazon  (BD Bioxon). 



ENSAYOS DE ADHESIÓN EN PLACAS DE MICROTITULACIÓN 

Todas las cepas de G. anatis fueron cultivadas durante una noche  en caldo de 

Infusión de Cerebro y Corazón (BHI)  y posteriormente  fueron llevadas a una 

Densidad Óptica (DO) de 1  a 630 nm.  

Con el objetivo de determinar la adherencia bacteriana a las placas de 

microtitulación, se emplearon cajas de poliestireno estériles con 96 pozos 

(Sarsted, Barcelona, España),  cada uno de los cuales fue llenado con 180 µl de 

medio BHI e inoculado con 20 µl de células de G.anatis, por triplicado.  Como 

control negativo se empleó caldo BHI sin inocular o PBS en cada uno de los 

ensayos, mientras que Staphylococcus aureus ATCC RN4220 fue usado como 

control positivo (Cramton et al., 1999). Las placas fueron incubadas en 

condiciones estacionarias a 37 o 40ºC por 24 horas. Los contenidos de cada pozo 

fueron aspirados, lavados tres veces con 250 µl de PBS estéril, y las células que 

quedaron pegadas fueron fijadas con 200 µl de metanol al 200% por 15 min. 

Posteriormente se dejaron secar al aire y a continuación cada pozo se tiñó con  

150 µl de cristal violeta Hucker’s al 2% por 5 minutos. El exceso de  tinción fue 

eliminado con lavados en agua corriente. El colorante retenido por las bacterias 

adheridas fue extraído con 150 µl  de ácido acético glacial al 33% (v/v). Se midió la 

DO de  las soluciones de cada pozo a 630 nm usando un lector de placas de 

microtitulación (Microplate Reader model 680; BioRad Laboratories  Inc., Hercules, 

CA, USA) Los ensayos fueron realizados por triplicado en 3 ocasiones separadas, 

y los resultados fueron  promediados (Fredheim et al., 2009). 

Con el objetivo de determinar si los componentes proteicos  participaban en la 

adhesión a superficies plásticas, las bacterias fueron incubadas en  presencia de 1 

mg de tripsina por ml de medio. Después de la incubación, las placas fueron 

procesadas como se describió anteriormente. 

 

 



 

ENSAYOS DE ADHESIÓN POR EXOPOLISACÁRIDOS 

Para determinar la naturaleza del material exudado, diferentes muestras de G. 

anatis fueron teñidas con un colorante catiónico (azul alcian), el cual tiñe 

específicamente mucopolisacáridos saturados o polisacáridos aniónicos 

glicosaminoglicanos (Pompilio et al., 2008).  

Se utilizaron los precultivos  bacterianos de las cepas F149T, 12158/5 y CCM5974  

de  G. anatis crecidas durante toda la noche en medio BHI,  con los cuales fueron 

inoculadas cajas de Petri (1% de inóculo v/v)  de 60 x 15 con 5 ml de medio con 

cubreobjetos estériles dentro. Las cajas de Petri fueron incubadas a 37° C durante 

24 h y con una concentración  de 10% de CO2. 

Posteriormente las bacterias adheridas a los cubreobjetos fueron fijadas por calor. 

Con el propósito de determinar la presencia de exopolisacáridos como 

componentes del biofilm  se utilizó azul alcian para teñir durante 30 min a las 

bacterias adheridas al vidrio. Después de este lapso  las muestras fueron lavadas 

con agua corriente para retirar los excesos de colorante  y fueron  observadas  al 

miscroscopio óptico con objetivos de 50X y 100X.  

 

ESTUDIOS ULTRAESTRUCTURALES 

Los precultivos fueron utilizados para inocular cajas de Petri  de 60 x 15 con  5ml 

de medio, con cubreobjetos estériles dentro (1% de inóculo v/v). Las cajas de Petri 

fueron incubadas a 37°C  durante 3, 6, o 24 h o a 40 °C durante 6 h. 

Despues de estos tiempos, las bacterias sobre los cubreobjetos de vidrio fueron 

fijadas con glutaraldehído al 2.5% durante 1 h, se lavó 3 veces con Tris-HCl  25 

mM pH 8.0; después se postfijó con tetróxido de osmio al 1% durante 1h. Se 

lavaron 3 veces y se procesaron para observar mediante  un microscopio 

electrónico de barrido (SEM). modelo JEOL 1200 EX a 25 kV.      

 



 

RESULTADOS  

 

ENSAYO DE ADHESIÓN EN PLACAS DE MICROTITULACIÓN. 

La adhesión de G. anatis a superficies inertes (plástico) fue evaluada en el 

presente trabajo considerandose como adhesión positiva a aquellas  cepas que 

presentaron una DO ≥ 0.12 al ser medidas a 630 nm. 

 Los valores más bajos fueron incluidos como comparativo respecto a  las cepas 

que mostraron mayor adhesión al plástico; se muestran además los valores de DO 

para los controles negativos incluidos en cada experimento (Fredheim et al., 

2009).  

En la gráfica 2 puede observarse que 3 cepas formaron biofilms robustos (F149T, 

12158/5  y CCM5974), dos cepas se adhirieron débilmente (10672/6  y ESV-34) y 

las siete restantes no pudieron formar biofilms sobre la superficie de plástico (14 

K10, 12656-12, 23K10, 23T10, ESV-61, CCM5976 y ESV-69). 

 

 

 

 

 

 

 

 



GRAFICA 2.  Adhesión de las diferentes cepas de G. anatis despues de 24 h incubadas a 

37°C.  

 

Se observan de mayor a menor las absorbancias obtenidas  a 630 nm de las diferentes  cepas de  
G. anatis y el control. Se muestran tambien, desviacion estandar obtenidos de cada cepa. 
 
 
 

La adhesión a plástico fue menor cuando las bacterias fueron crecidas a 40°C 

como se muestra en la gráfica 3, en la cual se presenta una clara disminución de 

los valores de  DO respecto a las muestras incubadas a 37º C; las cepas F149T, 

12158/5 y CCM 5974  continuaron siendo las más adherentes (0.915, 0.434 y 

0.393). 

En el ensayo a 40º C  se presentaron  tres valores de DO ≤ 0.12, los cuales 

corresponden a las cepas 23K10, ESV-61 y ESV-69, siendo esta última incapaz 

de adherirse al plástico (gráfica 3). 

 

 



GRAFICO 3. Adhesión de las diferentes cepas de G. anatis después de 24 h incubadas a 

40°C 

 

Se observan de mayor a menor las absorbancias obtenidas  de las diferentes  cepas de  G. anatis y el 
control. Se muestran tambien los valores de desviacion estandar obtenidas de cada cepa (lineas negras). 

 

La  capacidad de adhesión de G. anatis a vidrio también fue evaluada en el 

presente estudio. Para ello, los biofilms formados por las cepas se tiñeron con 

cristal violeta y se observaron al microscopio óptico. Todas las cepas estudiadas 

fueron capaces de adherirse al vidrio (Figura 1). 

Las cepas  que presentaron una mayor adhesión fueron F149T,  12158/5 y ESV-

34, mientras que la cepa ESV-69, al igual que en plástico, mostró una menor 

adhesión. 

Figura 1. Biofilms de G. anatis sobre vidrio observados al microscopio óptico. 



 

A:F149T; B:12158/5; C:14K10; D:CCM 5974; E:ESV-34; F:ESV-61; G:CCM 5976; H:12656-12; I:10162/6; 

J:23K; K:23T; L:ESV-G9. Todas las muestras fueron observadas con un objetivo óptico a 40X, excepto la 

muestra 6 que fue observada a 100X  

DETERMINACIÓN DE LA PRESENCIA DE EXOPOLISACÁRIDOS. 

Para averiguar si los biofilms de G. anatis contenían polisacáridos, biofilms de 24 h 

a 37ºC de las cepas 12158/5 y F149T se tiñeron con el colorante específico de 

polisacáridos azul alcian y se observaron al microscopio óptico. Las células 

bacterianas de ambas cepas se tiñeron, lo que sugiere fuertemente la presencia 

de exopolisacárido en el biofilm (Figura 2). 



Figura 2. Biofilms de G. anatis 12158/5 y F149T teñidos con azul alcian y 

observados al microscopio óptico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biofilms de 24 h teñidos con azul alcian. Las imágenes 1-3 corresponden a la cepa 12158/5;  las 4-9 a la cepa 

F149T (ATCC 43329T). 
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Las cepas F149T, CCM 5974, y 12158/5 que presentaron  una mayor adhesión a 

plástico fueron incubadas en presencia de tripsina, con el fin de determinar la 

participación de componentes proteicos en este proceso. Estas cepas crecieron, 

pero no fueron capaces de unirse al plástico, a diferencia de las mismas cepas en 

ausencia de tripsina. Los valores de DO a 630 nm fueron similares a los del control 

negativo (≤ 0.12) .076, .076 y .065 respectivamente. Sugiriendo con esto, que las 

proteínas están involucradas en el proceso de adhesión a las superficies de 

plástico.  

 

ESTUDIOS ULTRAESTRUCTURALES 

Los biofilms formados por las muestras 12158/5, CCM 5974 y F149T fueron 

estudiados por microscopia electrónica de barrido. Se utilizaron preparaciones de 

3, 6 o 24 h de incubación a 37°C con el fin de conocer las interacciones que 

suceden entre las bacterias y las superficies inertes en los primeros instantes de 

interacción. 

 

En la Figura 3 se muestra un biofilm producido por G. anatis, en el cual se pueden 

observar conglomerados celulares, embebidos en una matriz autoproducida, la 

cual mantiene unidas entre sí a las bacterias, también se puede observar la 

presencia de estructuras filamentosas, tubulares y canaloides (flechas). 
 

En preparaciones de 3 h de incubación se observó la presencia  de componentes 

exudados por las bacterias los cuales presentaron una apariencia  mucoide,  estos 

parecían favorecer su adhesión a la superficie y la adhesión de otras bacterias 

sobre el sustrato secretado, lo cual representa una ventaja al unirse a una 

superficie de vidrio, tras dicho período de incubación también  fue posible  

observar microvesículas asociadas al material exudado (Figura 3, 1).   



Figura 3.  Estructuras presentadas por diferentes cepas de  G. anatis durante la formación 

del biofilm 

 
Imagen 1, G. anatis cepa F149T a las 3 horas de incubación,  liberando productos extracelulares asociados  

microvesículas; imagen 2, Cepa 12158/5 después de 6 horas de incubación, se observan largas estructuras 

filamentosas que unen a diferentes bacterias, su naturaleza y función no ha sido reportada; imagen 3,  Cepa 

12158/5 a las 12 h de incubación se muestran estructuras canaloides (flechas) y globulares (flechas cortas); 

imagen 4, G. anatis CCM 5974 estructuras no identificadas (cabezas de flecha) y  componentes  tubulares 

(ilustración C); imagen 5 se observa a baja amplificación el biofilm formado por G. anatis, las puntas de flecha 

señalan diferentes estructuras filamentosas que unen a las bacterias; imagen 6, formación de biofilm de mayor 

complejidad por la cepa F149T, presencia de cordones filamentosos . 



 
 
Como se muestra en la (Figura 3, 2) a las 6 horas de incubación se observaron 

estructuras de apariencia filamentosa las cuales  unían a las células bacterianas 

entre sí.  La longitud de estas estructuras fue variable. Algunas bacterias 

presentaron  un material  semejante a un apéndice el cual formaba puentes entre 

las bacterias. 
 

Luego de 12 h de incubación G. anatis presenta una formación de biofilms más 

compleja (Figura 3, 5), en la cual se destaca la presencia de redes acanaladas 

(flechas) así como también de estructuras globulares (Figura 3, 3) (cabezas de 

flecha). Se observa también una distribución más cerrada de las células 

bacterianas, formando conglomerados. 
 
Además de los componentes ya mencionados, se presentaron en el biofilm 

estructuras no identificadas las cuales se muestran en la Figura 3, 4 (cabezas de 

flecha), se observaron igualmente canales completamente formados. También 

fueron observados cordones filamentosos como componentes de los biofilms de 

mayor complejidad (Figura 3, 6). 
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DISCUSIÓN  
 

 La adhesión de las bacterias ha sido considerada como el primer paso de la 

patogénesis en la infección de la superficie mucosa. Una adhesión exitosa podría 

promover la colonización de diferentes tejidos dentro del hospedero. La formación 

de biofilm hace persistente la infección debido a que este confiere protección 

contra fagos, biocidas, agentes antimicrobianos así como también favorece la 

evasión de la respuesta inmune del hospedero (Costerton et al.,1999).  

El proceso de formación de Biofilm comprende múltiples pasos que generalmente 

requieren de la participación de extremidades estructurales, tales como flagelo y 

pili de tipo IV (O’Toole & Kolter, 1998; De Oliveira-Garcia et al., 2003, Pompilio et 

al., 2008) u otras proteínas  bacterianas (Rohde et al., 2005, Webster et al., 2006). 

La formación de Biofilm se cree juega un importante papel en la infección, 

inmunidad y protección ante los agentes antimicrobiales (Costerton et al., 1999).El 

estudio de los biofilms es de gran importancia y actualmente es el centro de 

múltiples investigaciones debido a que están involucrados en un gran número de 

enfermedades infecciosas crónicas. (Vu et al., 2009).  

Diferentes agentes patógenos de la familia Pasteurellaceae  tales como 

Pasteurella spp., Mannheimia haemolytica (Olson et al., 2002), Actinobacillus 

pleuropneumoniae (Kaplan & Mulks, 2005), Haemophilus parasuis (Jin et al., 

2006), A. actinomycetemcomitans (Kaplan et al., 2003), H. influenzae (Webster et 

al., 2006) o Histophilus somni (Sandal et al., 2007) tienen la capacidad de formar 

biofilm. 

G. anatis, demostró tener la capacidad de adherirse a superficies in vitro, lo cual 

puede sugerir que dicha capacidad puede presentarse  in vivo, facilitando  la 

adhesión y colonización del tracto respiratorio superior y/o del aparato reproductor.  

 

 



Esto podría sugerir una posible relación  entre  la adhesión y la patogenicidad de 

diferentes cepas, en este estudio, dos de las tres  cepas de G. anatis que 

presentaron mayor adhesión (12158/5 y CCM5974) fueron relacionadas con 

salpingitis y lesiones en el hígado respectivamamente; sin embargo  F149 T no fue 

relacionada a ninguna lesión (Zepeda et al., 2009).   

Se ha descrito que los biofilms se forman por EPS y diferentes proteínas, además  

de DNA.  La proporción de EPS en  biofims puede comprender aproximadamente 

entre el 50 al 90% del total de la materia organica natural (Vu et al., 2009). 

Acorde a esto, en el presente trabajo, se determinó la presencia de 

exopolisacárido por tinción con azul alcian el cual tiño las superficies bacterianas 

que presentaban adhesión al  vidrio (Figura 2). En cada una de las tinciones se 

presentó un coloración  sobre la mayor parte de la muestra de  G. anatis 

corroborando esto lo reportado por Vu et al.,  quienes reportaron al EPS como uno 

de los componentes mayoritarios del biofilm. 

La presencia de proteínas como componentes del biofilm formado por G. anatis  

también fue determinadas en este estudio, ya que las cepas que presentaron 

mayor adhesión a superficies inertes (F149T, 12158/5 y CCM 5974), disminuyeron 

su capacidad de adhesión al ser cultivadas en presencia de tripsina. Lo cual 

sugiere la participación de proteínas varias en el proceso adhesión. 

La caracterización y participación de las OMV en G. anatis no ha sido descrita, 

aun, sin embargo, la habilidad de hemaglutinar fue desmotrada recientemente 

(Zepeda et al., 2009). Los antígenos hemaglutinantes son parte de la membrana 

externa, consecuentemente, la presencia de estas estructuras en OMV puede ser 

cierta. Se ha demostrado en Staphylococcus epidermidis, un importante patógeno 

de los hospitales,   que su propiedad de hemaglutinar  correlacionada con la 

adherencia de las bacterias al plástico y a los catéteres intravenosos (Rupp & 

Archer, 1992). 



En algunos microorganismos ha sido descrita la presencia de vesículas de 

membrana externa (OMV) como componentes del biofilm, las cuales han sido  

relacionadas con  las bacterias Gram negativas.  

Este último componente fue demostrado en Helicobacter pylori. En H. pylori la 

presencia de OMV en los biofilms fue observada por SEM.  Yonezawa et al., 2009 

además reportaron que la adhesión de OMV permite la formación de biofilm.  

 En Avibacterium paragallinarum (familia Pasteurellaceae) el estudio de las OMV 

indicó que entre sus componentes se encontraban  proteínas inmunogénicas, 

proteasas, proteínas RTX, hemaglutininas y ácido nucleíco. (Ramón Rocha et al., 

2006).  

A través de los estudios ultraestructurales realizados con las diferentes cepas de  

G. anatis, fue posible la identificación de microvesículas en las imágenes 

obtenidas en el microscopio electrónico de barrido (SEM). Estas microvesículas se 

presentaban luego de 6 h de crecimiento y en todos los casos se encontraban 

asociadas a productos extracelulares. 

Además de estas estructuras identificadas en los biofilms han sido reportados 

canales, através de los cuales, el oxígeno y los nutrientes pueden circular o bien 

facilita la eliminación de desechos (Costerton et al., 1999; Sandal et al., 2007).  

Dichas estructuras fueron observados en este trabajo luego de 12 h de 

crecimiento, tras las cuales fue posible identificar canales, (Figura 3,3) o 

estructuras tubulares (Figura 3,4) en las muestras de las diferentes cepas, 

adicionalmente a esto se presentaron estructuras no identificadas (Figura 3, 3,4 y 

6). 

 

 

 

 



CONCLUSIONES          

 

• Las cepas de G. anatis F149T,  12158/5, 12656-12,  CCM 5974, CCM 
5976, 14K10, 23 K10, 23 T10, ESV-61 y ESV-34 tienen la capacidad de 
adherirse  a superficies inertes luego de 24 h de crecimiento. 

 

• La formación de biofilm por G. anatis se ve influenciada por la temperatura, 
a 37°C se obtuvieron valores de D.O. más elevados. 

 

• La adición de tripsina al medio de cultivo, disminuye la adhesión, sugiriendo 
la participación de componentes proteicos en la formación del biofilm. 

 

• Las muestras de G. anatis teñidas con azul alcian, demostraron la  
presencia de exopolisacáridos en la formación de biofilm. 

 

• El biofilm formado por G. anatis, presenta estructuras tubulares, canales y 
otras estructuras filamentosas, posibles adhesinas fimbriales. 

 

 

 

 

 

 

 

  



PERSPECTIVAS      

 

• Identificar  las diferentes estructuras que forman parte del Biofilm. 

 

• Analizar  las señales  bioquímicas que favorecen la formación del Biofilm  

 

• Realizar ensayos de adhesión in vivo. 

 

• Determinar la composición del Biofilm. 
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GLOSARIO DE TÉRMINOS 

 

ATCC: (American Type Culture Collection) Son denominadas así las bacterias tipo 

ó de referencia. 

 

Biovar: Es una variantes de una cepa que difiere fisiológicamente y/o 

bioquímicamente de otras cepas de una especie en particular 

 

Cepa: Es una variante genotípica de una especie o, incluso, de un taxón inferior. 

 

Enteritis: inflamación del intestino delgado, puede provocar; dolor abdominal, 

cólicos, diarrea, fiebre y deshidratación. 

 

IgG: La inmunoglobulina tipo G es una de de las cinco clases de anticuerpos 

humorales producidos por el organismo.  

 

Ooforitis: Inflamación del ovario que habitualmente se asocia a la salpingitis 

(infección de la trompa de Falopio. 

 

Pericarditis: es una enfermedad producida por la inflamación del pericardio, la 

capa que cubre al corazón. 

 

Peritonitis: Es la inflamación aguda o crónica del peritoneo, la membrana serosa 

que recubre parte de la cavidad abdominal y las visceras allí contenidas. 

http://es.wikipedia.org/wiki/Genotipo�
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie�
http://es.wikipedia.org/wiki/Tax%C3%B3n�
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003120.htm�
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003126.htm�
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003090.htm�
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000982.htm�
http://es.mimi.hu/medicina/salpingitis.html�
http://es.mimi.hu/medicina/falopio.html�
http://es.wikipedia.org/wiki/Pericardio�
http://es.wikipedia.org/wiki/Coraz%C3%B3n�
http://es.wikipedia.org/wiki/Inflamaci%C3%B3n�
http://es.wikipedia.org/wiki/Peritoneo�
http://es.wikipedia.org/wiki/Abdomen�
http://es.wikipedia.org/wiki/Visceras�


 

Polisacarido: Son biomoléculas formadas por la unión de una gran cantidad de 

monosacáridos. Se encuadran entre los glúcidos, y cumplen funciones diversas, sobre 

todo de reservas energéticas y estructurales. 

 

Salpingitis: Inflamación del oviducto, que puede dar como resultado una baja en 

la producción de huevos. 

 

Septicemia: Es la presencia de bacterias en la sangre (bacteriemia) y suele estar 

asociada con infecciones graves.  

 

Serovares. Se conoce de esta manera a un  grupo de microorganismos, virus o      

células, que se clasifican en un mismo grupo debido a los antígenos de su 

superficie celular. 

 

Tripsina es una enzima peptidasa, que rompe los enlaces de las proteínas 

mediante hidrólisis para formar péptidos de menor tamaño y aminoácidos. 

 

 

http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000666.htm�
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