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1.- RESUMEN.

Gallibacterium anatis es un cocobacilo Gram (-) miembro de la familia
Pasteurellaceae, el cual ha sido reportado como no movil. A este microorganismo
se le considera uno de los causantes de la baja en la postura de huevo, ya que
afecta entre otros o6rganos el aparato reproductor de gallinas de postura
comercial, ocasionando grandes pérdidas econdmicas para el sector avicola. La
movilidad bacteriana esta asociada con la capacidad de producir estructuras
filamentosas llamadas flagelos, estos representan una ventaja adaptativa ya que
confieren a la bacteria la capacidad de respuesta a los estimulos que le ofrece su
entorno, sin embargo, su expresion tiene un alto costo energético. En este trabajo
se determinaron las condiciones de movilidad in vitro y la expresion de flagelo de
G. anatis. Se seleccionaron cepas méviles de G. anatis F149" y 12656-12 por
resiembras sucesivas en medio BHI con 0.4% de agar tomandose como movilidad
el crecimiento radial. Con estas cepas se hicieron ensayos para determinar las
condiciones ambientales in vitro que favorecieran la movilidad: medio de cultivo,
temperatura, pH, presencia de sales y dextrosa. Usando microscopia electronica
de transmision, se pudo observar la presencia de flagelo polar en ambas cepas de
G. anatis. Este microorganismo presenta movilidad en medio BHI adicionado con
0.35% de agar y 1% de suero de ternera. El pH basico (8.0), la presencia de
dextrosa (13 mM), NaCl (34mM), KH2PO4 (2 mM) y CaCl2 (7 mM) favorecen su
movilidad, que se muestra evidente después de 48 horas de incubacion en
atmosfera normal a 37°C. De G. anatis se ha obtenido una posible flagelina de
aproximadamente 60 KDa que es reconocida por anticuerpos anti-flagelo de

Escherichia. coli y Salmonella typhimurium.

(Proyecto apoyado por PAPIIT IN216010 y PAPCA FESI-UNAM)
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2.-INTRODUCCION.
Descripcién del microorganismo.

Anteriormente la familia Pasteurellaceae estuvo constituida por sélo tres géneros:
Haemophilus, Actinobacillus y Pasteurella; posteriormente los géneros de
Mannheimia y Gallibacterium fueron agregados a la lista, entre otros (Angen et al.,
1999; Jacques et al., 2002; Christensen et al., 2003).

Las bacterias clasificadas como A. salpingiditis, P. haemolytica like aviar y P.
anatis se reclasificaron y reubicaron en el nuevo genero Gallibacterium el cual
incluye a las especies G. anatis (biovariedades haemolytica y anatis y G.
genomoespecies 1 y 2. G. anatis puede diferenciarse de otras especies de
Gallibacterium por caracterizacion fenotipica, mientras que las genomoespecies 1
y 2 solo pueden ser diferenciados por métodos genotipicos debido a la
heterogeneidad fenotipica que existe entre estos microorganismos (Christensen et
al., 2003).

Las bacterias de este género son Gram negativas, descritas como no méviles, en
forma de bacilo o pleomorficas, se encuentran aisladas o en pares; en la variedad
hemolitica las colonias presentan (3- hemolisis sobre agar sangre, son grisaceas,
no transparentes, pero eventualmente son transparentes en su periferia, con una
consistencia butirosa, elevadas, lisas, brillantes, circulares, con margen entero y
con diametro de 1 a 2 mm después de 48 horas de incubacion a 37°C; no forman
endoesporas; su crecimiento es mesofilico y anaerdbico facultativo o

microaerofilico; no requieren NAD para su crecimiento (Christensen et al., 2003).

Las cepas de Gallibacterium positivas a las pruebas de la catalasa, oxidasa,
fosfatasa, B-galactosidasa y paranitrofenil-B-galactosido, reducen los nitratos.
Forman acido sin produccién de gas a partir de glicerol, (-) D-ribosa, (+) D-xilosa,
(-) D-manitol, (-) D-fructosa, (+) D-galactosa, (+) D-glucosa, manosa, sacarosa y

rafinosa.
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Son negativas para las pruebas de crecimiento simbiético, citrato de Simmons,
malonato, H,S/Hierro triple azulcar, crecimiento en presencia de KCN, Voges-
Proskauer a 37°C y ureasa. No producen pigmentos. Se observan variaciones en
la reaccion del rojo de metilo a 37°C, crecimiento en agar MacConkey y en la
producciéon de acido a partir de (+) L-arabinosa, (-) D-arabinosa, m-inositol, (-) D-
sorbitol, (-) L-fucosa, lactosa, maltosa, trehalosa y dextrina. La especie tipo es G.
anatis (Christensen et al., 2003).

Las caracteristicas fenotipicas mas importantes para diferenciar a las especies del

género Gallibacterium se resumen en la tabla 1.

Caracteristica G. anatis | G. anatis | Gallibacterium Gallibacterium
Bv. Bv. Genomoespecie | Genomoespecie

haemolytica | anatis |1 2

Hemolisis + - + +

Produccién de - +/(+) +

acido a partir de: D

Dextrina

(-) D-arabinosa (+) - (+) D

(+)L-arabinosa - - D D

m-inositol D D - D

(-) D-sorbitol D D - -

(-)L-fucosa (+) - +/(+) D

Maltosa D - + +

Trehalosa D + + D

Tabla 1.- Caracteristicas reportadas son: +=90% de las cepas son positivas en 1-2
dias; (+)= 90% de las cepas son positivas dentro de 3-14 dias; -,<10% de las
sepas son positivas dentro de 14 dias; D, 11-89% de las cepas positivas.(Garcia-
Gobmez , 2004)

Factores de virulencia descritos para G. anatis.

Garcia-Gémez et al. en el 2005 obtuvieron y caracterizaron diferentes
metaloproteasas secretadas al sobrenadante del cultivo de cepas de campo y de
referencia de G. anatis; detectaron proteinas con un peso molecular de mas de
100 kDa que mostraban actividad proteolitica. Estas proteasas fueron activas a pH
alcalino y se inhibian con EDTA. Su actividad era estable a 50°C, las proteinas

8
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secretadas eran capaces de degradar IgG de pollo tras 24 h de incubacién. Las
metaloproteasas secretadas podrian jugar algin papel en la infeccion causada por
G. anatis.

Zepeda et al., (2009) determinaron la actividad hemoaglutinante de siete cepas de
referencia, nueve cepas mexicanas y tres aislamientos daneses de Gallibacterium,
mediante el uso eritrocitos frescos de diferentes especies que incluyeron pollo
(pollo de engorda, gallos, gallinas de postura), pavo, paloma, codorniz, pato,
halcén Harris (Parabuteo unicinctus), gorrion (Carpodacus mexicanus), bovino,
oveja, caballo, perro, conejo, cerdo y humano (grupos A, B, AB y O; Rh"). Los
resultados fueron que algunas cepas de Gallibacterium son capaces de aglutinar
eritrocitos de ave, o de mamiferos como cerdos y vacas por ejemplo. Sin embargo,

los mecanismos y estructuras que median esta hemoaglutinacién no se conocen.

Kristensen et al., (2010) determinaron la produccion de citotoxinas activas contra
diferentes variedades de células de pollo, como los macréfagos (HD11),
describieron una toxina que nombraron GtxA y determinaron su homologia con

toxinas RTX presentes en otros miembros de la familia Pasteurellaceae.

Vaca et al.,, (2011) evaluaron la capacidad de G. anatis para adherirse a
superficies inertes como posible mecanismo para la formacién de una biopelicula y

la participacion de proteinas en este proceso.

Montes-Garcia et al. (2011) (En revisién, Avian Pathol, 2011). Describieron
proteinas amiloides en la superficie de G. anatis, que pudieran ser fimbrias tipo
curli, que ademas de ser resistentes al acido férmico, las altas temperaturas, y la

digestion por tripsina, estas relacionadas con la adhesion y formacion de biofilm.


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Importancia econémica.

La industria avicola genera en México 1 millén 140 mil empleos, de los cuales 190
mil son directos y 950 mil indirectos, con amplia influencia en las zonas rurales, sin
embargo estos datos solo representan a la industria formalmente establecida, no
hay datos exactos acerca de productores que no se encuentran en el padron de la
Asociacion Nacional de Avicultores, asi como de la practica avicola para el
autoconsumo. Respecto a esta industria hay que comentar que la produccion
avicola en el afio 2009 fue de: 2,354 millones de toneladas de huevo; 2,789
millones de toneladas de carne de pollo y 11 mil 422 toneladas de carne de pavo,
este sector industrial aporta el 63.5% del PIB del sector pecuario y este a su vez
participa con el 38.5% del PIB nacional (UNA, 2010).

Por lo que, enfermedades que en estado subclinico no presentan ningun tipo de
sintomatologia, representan una seria amenaza para este sector, por citar un
ejemplo; la produccién de huevo (donde México es el quinto productor mundial) un
estado subclinico afecta a las aves disminuyendo la postura de huevo de un 12 a
un 70%, lo que equivaldria, si suponemos una afectacion de solo el 10% de la
industria; en una pérdida de 230 millones de toneladas de huevo.

Es de sumo interés proteger actividades que participan de manera directa en la
produccion de alimentos de la canasta basica, se calcula que el consumo per
capita de huevo es de 22.19 Kg. Por consiguiente es necesario obtener
informacion de organismos patégenos que representan una fuerte amenaza a la

industria avicola (Vazquez et al, 2005. Bisgaard et al, 2005, Castellanos, 2006)

10
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Flagelo bacteriano.

Es una de las estructuras procariotas mas y mejor estudiadas, compuesta por mas
de 20 tipos de proteinas con otras 30 proteinas requeridas para su regulacion y
ensamble, lo cual lo hace el mas complejo de las estructuras bacterianas, su
ensamble sigue un modelo de sistema de secrecion tipo lll, esta estructura esta
relacionada directamente con la movilidad (Aldridge et al., 2002; Macnab, 1999).

El flagelo bacteriano esta formado por tres estructuras principales:

a) Un filamento largo y helicoidal.
b) Una estructura corta curvada conocida como gancho.
c) Un complejo cuerpo basal formado por un cilindro central y una serie de

anillos alrededor y debajo del complejo.

El filamento tiene un tamafio por lo general de 20 nm de diametro y usualmente
consiste en cientos de copias de una proteina llamada flagelina, su peso varia de
30 a 80 KDa dependiendo de la especie bacteriana, las flagelinas se ensamblan
para formar una estructura tubular con una longitud variable de 5 a 10 pum. este
filamento es el propulsor de la bacteria que le permite moverse en el medio. La
caracteristica principal de este filamento es que cuenta con un espacio cilindrico
en su interior de aproximadamente 3 nm que se extiende por todo el filamento
desde el espacio periplasmico del anillo MS hasta la punta del filamento (Macnab,
2003).

11


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Figura 1.- Esquema general de las estructuras que conforman la estructura
flagelar. (Pallen et al 2006)

Eje central.

La funcion del flagelo es generar movilidad, ésta a su vez esta bajo el control de
las sefiales ambientales. En salmonella se han descrito tres proteinas FIliG, FliM y
FIiN, las cuales componen un eje que sirve para controlar la direccién de rotaciéon
del flagelo trasmitiendo la rotacidon en su extremo exterior al gancho, este eje
central esta embebido en la membrana externa sujeta por el anillo L, en la pared
esta rodeada por el anillo P y en la membrana interna tiene su base en el anillo
MS (Macnab, 2003).

12
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Gancho

Para que la energia trasmitida por el eje central se trasmita con eficiencia para
generar una fuerza impulsora, al complejo flagelar, presenta una estructura
llamada gancho, el cual esta compuesto por aproximadamente 130 subunidades
de la proteina FIgE y su longitud es regulada por la unién de proteinas FlgK y FlgL
a la punta del gancho durante el ensamble flagelar, este gancho intensifica la
rotacion del eje debido a su forma de escuadra con respecto a la superficie celular
(Manson et. al. 1998).

Cuerpo basal

Es una estructura compleja que comienza en la envoltura celular y termina en el
citoplasma. En general consta de un cilindro central que esta conformado por los
anillos L (membrana externa) compuestos de FIgH polimerizado, el anillo P
(peptidoglicano) formado por Figl y el anillo MS (membrana/ supramembrana)
formado por FIgF. Por otro lado el cilindro central esta formado por cuatro
proteinas (FlgB, FIgC, FIgG y FIgF), siendo el componente principal la proteina

FIgG, la cual esta presente en 26 copias (Macnab, 2003).

El cuerpo basal es una estructura pasiva que recibe los impulsos del movimiento
del motor y los transmite al gancho y de este al filamento (Osawa et. al, 1994,
Macnab 2003)

Motor flagelar

El motor opera por un mecanismo rotatorio que puede ser divido en dos
componentes principales: Estator o eje y el rotor. El estator consiste de copias
multiples de dos proteinas: Mot A y Mot B, arregladas alrededor del cuerpo basal.
El estator no esta unido covalentemente al péptidoglicano y permanece fijo en la
célula. Las proteinas Mot forman un anillo de 11 mondmeros alrededor del cuerpo

basal funcionando no solo como una unién al péptidoglicano sino que también

13
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forman un canal de protones que va del periplasma al citoplasma (Macnab, 2003;
Vale, 2003).

Figura 2:.-microfotografia del motor flagelar y su esquema, mostrando las
proteinas estructurales que lo componen (Blair, 2003).

El rotor esta conformado por un polimero de proteina FliG, que no esta unido
covalentemente al anillo MS y junto con las proteinas Mot generan el movimiento
flagelar (Zhou et al, 1998; Braun et al., 1999).

El motor esta impulsado por la fuerza motriz de una bomba de protones, es decir,
por el flujo de protones (iones de hidrégeno) a través de la membrana plasmatica
bacteriana. Este bombeo se produce debido al gradiente de concentracion creado
por el metabolismo de la célula. El rotor puede girar a 6.000-17.000 rpm, pero el
filamento por lo general s6lo alcanza 200-1000 rpm (Atsumi et al., 1992).

Los flagelos no giran a una velocidad constante, sino que aumentan o disminuyen
su velocidad de rotacién en relacion con la fuerza motriz de protones, que se
origina por el potencial transmenbranal, eléctrico y quimico. Las bacterias pueden
alcanzar una velocidad de hasta 60 longitudes de célula/segundo a través del
medio liquido. Aunque esto representa soOlo 0,00017 km/h, al comparar esta
velocidad con la de organismos superiores en términos de nimero de longitudes

del cuerpo por segundo, es extremadamente rapido.

14
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El mas rapido de los animales terrestres, el guepardo, corre a una velocidad
maxima de alrededor de 110 km/h, pero esto representa solo alrededor de 25
longitudes de cuerpo/segundo. Por tanto, cuando el tamafio se tiene en cuenta, las
células procaridticas que nadan a velocidades de 50-60 longitudes de
cuerpo/segundo son en realidad mucho mas rapidas que los guepardos (Berg,
2003).

Aparato exportador

La maquinaria de exportacion esta inmersa en la cara citoplasmatica del anillo MS.
El aparato exportador flagelar secreta las proteinas del gancho y flagelo las cuales
se difunden hacia el tubo central del flagelo para su ensamble en la parte distal de
la estructura creciente (Macnab, 2003; Vale, 2003).

Proteinas auxiliares y de union

Proteinas FIliD o capping. (fig.3) Estas proteinas se localizan en la punta del
filamento en el crecimiento. En una etapa temprana del ensamble, las proteinas se
localizan en la punta del gancho. Su funcién es proteger de la degradacion a las
estructuras en crecimiento (Macnab, 2003).

La cubierta FIiD tiene la apariencia de un anillo de forma pentagonal que se sitla
en el extremo del filamento flagelar hueco. Cada una de las unidades del
pentamero FIliD, formado por cinco componentes, tiene una extension que se
dirige hacia abajo y que interacciona estrechamente con los mondmeros del

filamento. Sin embargo, existe una ligera desalineacion.

15


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Figura.3:.-modelo computacional de la estructura de la proteina capping, ademas
de su posicion en el extremo distal del flagelo, este modelo pone en evidencia la
funcién de la proteina. (http://www.npn.jst.go.jp/movies/CapZoomUp.gif)

La cubierta tiene 5 patas, pero el extremo del filamento tiene 5,5 subunidades de
flagelina en su circunferencia. De modo que siempre hay una pequefa rendija en
un punto entre la cubierta y el filamento. En esta rendija es por donde se afiade la
siguiente subunidad en el filamento en crecimiento. Al afadirse la siguiente
subunidad en el espacio abierto, se imprime un giro a la cubierta de modo que se
abre un nuevo espacio adyacente al que se acaba de llenar. Asi, mientras la
cubierta gira y gira, a 10 rotaciones por segundo, se van afiadiendo nuevos
mondmeros de flagelina (FIiC) uno por uno, 50 por segundo (Reidhaar et al., 1990)

Entre el gancho y el filamento existen dos zonas de proteinas que son llamadas
proteinas de unién, que funcionan como adaptadores estructurales ya que el
gancho y el filamento tiene diferentes propiedades mecanicas, el primero como
una union universal y el segundo como un propulsor ( Macnab , 2003).

Ensamble flagelar.

El flagelo bacteriano esta relacionado con el complejo de poro y con el sistema de
secrecion de tipo lll, una jeringa molecular que las bacterias utilizan para inyectar
toxinas en otras células. Dada esta homologia se piensa que tanto el flagelo como
el sistema de secrecién se han originado a partir del complejo de poro. Ademas, el
sistema de secrecion de tipo Ill parece ser una simplificacion del flagelo, pues
esta formado por un subconjunto de componentes del flagelo (Macnab, 2003)

16
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Los componentes del flagelo bacteriano son capaces de auto ensamblarse sin
ayuda de enzimas o de otros factores. Tanto el cuerpo basal como el filamento
tienen un hueco central, a través del cual las proteinas del flagelo son capaces de
moverse a sus respectivas posiciones. Durante el montaje, las proteinas que

forman el filamento se afiaden a la punta en lugar de en la base. Figura 4

FIhA FIiG FliE
FIhB FliM FigJ
flnC Flio FIiN F.gs
flhD vrve OM FliP s MotA i FlgC v s
FliF LR =] FI|Q [N MOtB R - FlgF LR FIgG LSRN
— & wste CM m-' % sty — % ﬁ] — e s
i
FliH
y EXPORT
MS RING Flil MOTOR/ PROXIMAL ROD DISTAL ROD
E:UJ APPARATUS SWITCH
9 .

NASCENT HOOK  FULL-LENGTH HOOK
WITH CAP

1st HOOK-FILAMENT 2nd HOOK-FILAMENT FILAMENT CAP NASCENT "FULL-LENGTH"
JUNCTION ZONE JUNCTION ZONE FILAMENT FILAMENT

Figura 4.- Proceso de ensamble del flagelo bacteriano segin Macnab, 2003.

La primera estructura que se forma es el anillo MS del cuerpo basal, el cual se
forma por el auto ensamble de las sub unidades FIiF, posteriormente se forma el
anillo C cuyos componentes son FIliG, FliM y FliN. Enseguida se forma un cilindro
mas delgado, formado por los componentes FlgB, FIgC, FigF y FlgG esto ocurre

por el poro formado por el anillo MS (Katayama et al., 1996).

Enseguida se incorpora la proteina FlgD en la punta del cilindro actuando como
andamio, el cual permite que la proteina del gancho FIgE inicie su polimerizaciéon
que termina en la membrana externa, donde continua una vez que se hayan

formado los anillo P y L; para eso un precursor de Flgl se ensambla y se une
17


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

fuertemente en el centro del cilindro seguido por FIgH el cual se une a la punta de
el anillo P (Figl). EI ensamble de los anillos P y L requiere de FIgA y de la
oxidacion de dos cisteinas de Flgl, es ademas fundamental para continuar con el
proceso que la proteina capping FlgD se exprese (Minamino et al., 2003)

Una vez que el gancho ha sido terminado comienza la adiciéon de sub unidades de
flagelina (FIiC) por medio de la incorporacién con la unién de FIgL-FIiD, llevando a
la extension del flagelo, la proteina FIiD coordina el ordenamiento de las
subunidades de FIliC.

Funcioén

El movimiento total de la bacteria es el resultado de la alternancia entre las fases
de detencion y natatorias. Si alguien observa la bacteria nadando en un entorno
uniforme, el movimiento se ve como un paseo arbitrario, con un nado en linea
recta interrumpido con detenciones arbitrarias que reorientan a la bacteria. Las
bacterias como E. coli son incapaces de elegir la direccion en la cual nadan, y son
incapaces de nadar en una linea recta por mas de algunos segundos, debido a la
difusion rotatoria. En otras palabras, las bacterias olvidan la direccion a la cual se
dirigen. Dadas estas limitaciones, es extraordinario que las bacterias puedan dirigir
sus movimientos y encontrar lugares favorables de alta concentracion de
atrayentes (habitualmente alimentos) y evadir los repelentes (habitualmente
venenos) (Atsumi et al., 1996).

En presencia de gradientes quimicos, la bacteria realiza quimiotaxis o dirige su
movilidad arbitraria basada en el gradiente. Si la bacteria siente que su
movimiento va en la direccién correcta (hacia el atrayente y lejos del repelente)
mantendra su natacidon en una linea recta por un tiempo mas largo antes de
detenerse. Si su movimiento va en una mala direccién, se detendra mas rapido e
intentard una nueva direccion al azar (aleatoria). De esta manera si encuentra la
ubicacidbn con mayor concentracion de atrayentes (usualmente la fuente), es
mejor. Incluso a altas concentraciones de atrayentes es capaz de distinguir hasta
las mas pequefias diferencias en concentraciones (atrayentes/repelentes). La
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funcion de escapar de los repelentes funciona con la misma eficiencia (Gotz et al.,
1982).

La naturaleza helicoidal del filamento flagelar individual es importante para que
este movimiento ocurra. Asi, como la proteina que forma el filamento flagelar, el
flagelo es similar entre todas las bacterias flageladas. Sin embargo, hay bacterias
gue no siguen estas reglas. Muchas bacterias, como Vibrio, son monoflageladas y
tienen este Unico flagelo en un polo de la célula. Su método de quimiotaxis es
diferente al de bacterias que cuentan con mas flagelos en mas sitios de la
superficie bacteriana. Otros poseen un solo flagelo que se mantiene dentro de la
pared de la célula. Esas bacterias se mueven a través de un rodamiento de toda la
célula, lo cual se parece al movimiento del sacacorchos (Kawagishi, et al 1996;
Atsumi et al 1992).

Los gradientes quimicos son detectados a través receptores transmembranales
llamados "methyl accepting chemotaxis proteins" (proteinas quimio-tacticas que
aceptan grupos metilo) (MCPs) estos receptores detectan una amplia variedad de
moléculas. Estos receptores pueden unir atrayentes o repelentes directa o
indirectamente a través de la interaccidon con proteinas del espacio periplasmico.
Las sefales de estos receptores son transmitidas a través de la membrana
plasmatica hacia el citosol, donde las proteinas CheY son activadas. Las proteinas
CheY cambian las frecuencias de avance y giro del flagelo (Broek et al., 1998;
Bourret et al, 2002).

Disposicion de los flagelos

Las bacterias tienen diferente nimero y localizacién de sus flagelos. Las bacterias
monotricas presentan un solo flagelo (por ejemplo, Vibrio cholerae). Las bacterias
lofotricas tienen multiples flagelos situados en el mismo punto (o en dos puntos
opuestos) que actlan en concierto para conducir a las bacteria en una sola
direccion. En muchos casos, las bases de los multiples flagelos estan rodeadas de
una regioén especializada de la membrana plasmatica, denominada membrana
polar. Las bacterias anfitricas tienen un solo flagelo en cada uno de los dos
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extremos opuestos (un solo flagelo opera a la vez, permitiendo a la bacteria
revertir rapidamente el movimiento cambiando el flagelo que esta activo). Las
bacterias peritricas tienen flagelos que se proyectan en todas las direcciones (por
ejemplo, Escherichia coli) Figura 5. (Hans et al., 1997)

Figura 5.- Los diferentes tipos de disposicion de los flagelos bacterianos: A-
Monotrico; B-Lofotrico; C-Anfitrico; D-Peritrico. (Hans et al., 1997)

En algunas bacterias, los flagelos se organizan fuera de la célula enroscandose
helicoidalmente unos con otros para formar una gruesa estructura denominada
fasciculo. Otras bacterias como las espiroquetas tienen un tipo especializado de
flagelo conocido como filamento axial situado intracelularmente en el espacio
periplasmico, que produce la rotacién de toda la bacteria para avanzar con un
movimiento similar al de un sacacorchos. (Harshey, et al 1994, Atsumi et al 1992)

La rotaciéon de los flagelos monotricos polares empuja la célula hacia delante con
los flagelos atras. Periddicamente, la direccion de rotacion se invierte brevemente,
produciendo un viraje en la célula. Esto se traduce en la reorientacién de la célula.
Cuando la bacteria se desplaza en una direccion favorable, el viraje es poco
probable. Sin embargo, cuando la direccién del movimiento es desfavorable (por

ejemplo, lejos de un producto quimico atrayente), es mas probable la realizacion
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de un viraje, con la posibilidad de que la célula se reoriente asi en una direccion
favorable (Macnab,1999; Atsumi et al 1992).

En algunos Vibrio (en particular, Vibrio parahemolyticus (Kim et al., 2000) y en las
formas relacionadas de proteobacterias como Aeromonas coexisten dos sistemas
flagelares codificados por diferentes conjuntos de genes e impulsados por
diferentes gradientes de iones. Los flagelos polares se suelen utilizar cuando
nadan en liquidos, mientras que los flagelos laterales entran en funcionamiento
cuando los primeros experimentan gran resistencia al giro y proporcionan
movilidad en fluidos viscosos o sobre superficies. (McCarter, 2004, Atsumi et al
1992).
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3.-ANTECEDENTES.

En 1995 Gir6n JA, demostré por microscopia electrénica que Shigella cuenta con
flagelos polares constituidos por una proteina de aproximadamente 38 KDa
ademas describi6 que la expresion de flagelo estaba regulada por factores

ambientales.

En 2003 Negrete-Abascal y colaboradores describieron las condiciones de
motilidad in vitro de Actinobacillus pleuropneumonie, reportando una flagelina de
65 KDa que mostro 100% de identidad con las flagelinas de E. coli, S. tiphy y
Shigella; ademas demostraron que contaba con los elementos genéticos

necesarios para su expresion clonando y secuenciando el gen fliC.

Garcia-Pérez en 2007; Determind las condiciones de movilidad in vitro para
Pasteurella multocida encontrando que la motilidad es afectada por el pH del
medio, la temperatura del ambiente y presenta un requerimiento de dextrosa,
fosfato y cloruro de sodio; se identifico una proteina de 38 KDa que tiene una
identidad del 95% con otras flagelinas reportadas incluyendo la de A.

pleuropneumonie.

En 2007 Serrano VA clono y caracterizo el gen fliC de Avibacterium
paragallinarum un producto de aproximadamente 1500 pb que ya secuenciado
presento una identidad de mas del 90% con las secuencias del gen fliC
reportadas para Actinobacillus pleuropneumonie y E. coli. Ademas se purifico una
posible flagelina de aproximadamente 73KDa, la cual al realizarle Western Blot,

presento reaccion cruzada con diferentes sueros antiflagelinas.
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4.- JUSTFICACION.

Actualmente se ha ido vislumbrando el potencial patogéno que posee G. anatis se
ha asociado a las grandes perdidas econdmicas que sufre afio con afio la industria
avicola nacional, es por ello necesario identificar y caracterizar los factores de
virulencia involucrados y los mecanismos que le permiten a este microorganismo

establecer una infeccién y desarrollar la enfermedad .

Dada la importancia del flagelo como factor de virulencia y como érgano de
locomociéon de las bacterias, ademas, que en la familia Pasteurelaceae, las
bacterias A. pleuroneumonie, Av. paragallinarum y P. multocida que habian sido
descritas como no moviles, tienen flagelo, es probable que G. anatis exprese
flagelo in vitro bajo ciertas condiciones ambientales.

5.- OBJETIVOS.

Objetivo general

Determinar las condiciones de movilidad in vitro de Gallibacterium anatis.
Objetivos particulares

- Determinar las condiciones de movilidad in vitro de G. anatis.

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

- Obtener la flagelina de G. anatis,

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

- Determinar la identidad de la probable flagelina por MALDI-TOF.
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5.- MATERIALES Y METODOS
Cepas utilizadas

Se utilizaron las cepas de Gallibacterium anatis F149™ 12656-12 variedad
hemolitica y un aislado de campo ESV-69 (C9) Para su conservacion fue
sembrada en placas de infusion cerebro y corazén (BHI) suplementado con agar al
1.5 %.

Seleccidn de cepas moviles.

La seleccién de cepas modviles se realizo inoculando por puncién las cepas de G.
anatis en cajas con agar semisélido (infusién cerebro corazén (BHI) con 0.4 % de
agar y 1% de suero de ternera. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h en
condiciones de microaerofilia (Negrete-Abascal et al., 2003). Una vez que se
obtuvo un crecimiento radial, las colonias de la periferia fueron reinoculadas en
medio semisélido. Este proceso se repitié hasta obtener crecimientos radiales en 2
o 3 dias de incubacion. Las bacterias obtenidas con estas resiembras fueron
usadas para determinar las condiciones de movilidad in vitro y para hacer las

observaciones en el microscopio electrénico.

Ensayos de movilidad

Primero se eligié el medio mas adecuado para los ensayos de movilidad en tubo,
para esto, las cepas seleccionadas se inocularon por puncion en diferentes
medios como BHI, TSB y LB, usando 0.2, 0.3, 0.35 y 0.4% de agar y se adiciond
1% de suero de ternera. Los tubos se incubaron a 37°C durante 72 h en
condiciones de microaerofilia o en una atmosfera normal. Los tubos fueron
revisados cada dia, y el crecimiento fuera de la linea de puncién se considero

como movilidad positiva (Adler, 1996).

Efecto de temperaturay pH sobre la movilidad

Una vez que se determino que el medio BHI suplementado con 0.3% de agary 1%
de suero de ternera incubados en condiciones de atmosfera normal eran las

condiciones mas apropiadas para observar la movilidad de G. anatis, se procedio
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a probar el efecto de la variacion del pH en el medio en una escala de 5 — 10.
También se probo el efecto de la temperatura en la movilidad de G. anatis para lo
cual, tubos inoculados se incubaron a temperatura ambiente (23+3°C), 37, 39, o
40°C (Adler et al., 1967; Girén, 1995; Holst et al., 1997; Negrete-Abascal et al.,
2003).

Efecto de diferentes compuestos quimicos sobre la movilidad

Al medio seleccionado se le agregaron diferentes sales: CaCl, en concentraciones
de 2.5, 5.0 y 7.0 mM; MgSO , (2.0 y 40 mM); K,HPO, (1.4, 2.0 y 4.1 mM); NaCl
(85, 170, 256 y 341 mM) o Dextrosa (13, 27, 55 y 110mM), cada una de las cuales
se probo por ensayo independiente en tubo (Lai et al., 1997; Giron, 1995;
Kerridge, 1960).

Purificacién de la flagelina de G. anatis.

Para obtener la flagelina de G. anatis, las bacterias seleccionadas como moviles
se crecieron en medio BHI por dos métodos diferentes: el primero en caldo
adicionado con 1% de suero de ternera, y segundo en cajas adicionadas con 0.7%
de agar, se cultivo en condiciones estacionarias a 37°C durante 24 h (Negrete-
Abascal et al., 2003). Las células se cosecharon y se resuspendieron en tris-HCI
20 mM con 25 mM de NaCl (pH 8.0). Las células fueron agitadas vigorosamente
durante 10 minutos y se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 minutos para
separar las células del flagelo liberado. El flagelo fue obtenido por centrifugacion

diferencial de acuerdo a la metodologia descrita por Giron (1995).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

El peso molecular de la subunidad monomérica del flagelo de G. anatis obtenida
por centrifugacion diferencial se determiné electroforéticamente en geles de
poliacrilamida al 10% de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). Después
del corrimiento electroforético, los geles fueron tefiidos con una solucién de azul
de Coomassie R-250 al 0.25% en metanol y acido acético. Y se destifieron en una

solucién de acido acético al 10%.
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Inmunoreconocimiento (western blotting)

Después de realizar el SDS-PAGE, se realizo una transferencia de las proteinas a
una membrana de nitrocelulosa durante 2 h a 280 mA con voltaje constante,
pasado este tiempo la membrana se incubd toda la noche en el refrigerador en
una solucién de leche descremada al 5% en PBS-Tween 0.05%, para bloquear las
uniones inespecificas, posteriormente la membrana se lavdé en agitacion tres
veces en PBS-Tween con el fin de retirar el excedente de leche descremada;
después se incubaron en agitacion durante 2 h con el primer anticuerpo; anti-
flagelo de E. coli diluido en 1:1000 en PBS-Tween, esto también se realizo con
los anticuerpos policlonales de conejo anti-flagelo de S. typhimurium, Proteus
miriabilis y A. pleuroneumonie (Negrete-Abascal et al., 2003).

Terminada la incubacién se recupero el anticuerpo y la membrana se lavé tres
veces en agitacion durante 10 minutos cada vez con PBS-Tween a temperatura
ambiente. Enseguida la membrana de nitrocelulosa se incub6 por 2 h en agitacion
a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
peroxidasa diluido 1:1000 en PBS-Tween, después se lavé 3 veces y se procedid
a evidenciar el reconocimiento con una solucién de Acido fosférico (50 mM, pH
7.4) que contenia Diaminobencidina (10 mg) y CoClL y NiCl; , la membrana se
sumergié en esta solucion y se le agrego 30 ul de perdxido de hidrogeno, la
reaccion se detuvo con agua destilada; se utilizo como control positivo flagelo
purificado de E. coli obtenido por el procedimiento descrito para obtener flagelo de

G. anatis.

Identificacion de la proteina probable flagelina.

La proteina purificada se envié para su andlisis por espectrometria de masas
(MALDI-TOF) a la Unidad de Proteomica del Centro de Investigacion en Sobre
Enfermedades Infecciosas (CISEI) del Instituto de Salud Publica del estado de

Morelos.

Posteriormente se realiz6 un andlisis in sillico de los fragmentos obtenidos para

determinar su identidad con alguna proteina flagelar ya reportada.
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Microscopia electrénica.

Las bacterias seleccionadas como moviles y el flagelo purificado de G. anatis se
fijaron con glutaraldehido al 5% durante 2 h y después se lavaron con PBS, para
retirar el excedente de glutaraldehido, las muestras se colocaron en rejillas de
cobre recubiertas con carb6on y Formvar; se tifieron negativamente con acido
fosfotingstico pH 7.4 al 1% P/V y fueron observadas en un microscopio
electrénico de transmision JEM 2000 EX a 80 V (Negrete-Abascal et al,. 2003).

Anticuerpos policlonales

Para la obtencion de sueros hiperinmunes contra la posible flagelina de G. anatis
se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 0.25 Kg; proporcionadas por el
Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lztacala, las condiciones de
mantenimiento fueron de acuerdo a la NOM-062-700-1999. Los roedores se
inocularon por via subcutanea: una inmunizaciéon y tres refuerzos cada una a
intervalos de 2 semanas, la posible flagelina que se inoculo fue obtenida como se
describid anteriormente y se separo mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 10% y se evidencio con una solucion de KCI 0.5 M, en frio
durante 5 minutos (Negrete-Abascal et al,. 2003) y se cortaron las bandas con
proteinas de bajo peso molecular. Las bandas se trituraron y deshidrataron a 37°
C por 24 h; de cada muestra se tomaron 200 ug y se resuspendieron en 150 ul de
adyuvante completo de Freund (Sigma) para la inmunizacion o adyuvante
incompleto (Sigma) para los refuerzos y 300 ul de agua destilada estéril (Mena et
al., 2004). Dos semanas después del ultimo refuerzo, los roedores se anestesiaron
con Pentobarbital sédico (40mg/Kg de peso corporal) administrado por via
intraperitonial, para la obtencion de la sangre de la vena cava, también se realizo
un método similar con conejos en el Centro de Investigaciones en Ciencias

microbioldgicas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.
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6. — Resultados
Ensayos de movilidad.

Previo a determinar las condiciones de movilidad in vitro, se seleccionaron cepas
moviles. Por crecimiento en agar semisélido, observando el crecimiento radial en
placa, esto se hizo variando el medio de cultivo y la concentracion de agar asi
como la resiembra continua de las cepas, encontrandose que la forma de
mantener a las cepas con el fenotipo movil, es cultivarlas en medio BHI adicionado
con 0.4% de agar y 1% de suero de caballo, resembrando cada 48 horas (Figura
6), en concentraciones mayores de agar la movilidad se ve disminuida

considerablemente.

Figura 6.- Crecimiento radial de G. anatis (48 h) en medio BHI adicionado con agar
al 0.4% y 1% de suero de ternera; a) G. anatis F149", b) G. anatis ESV-69 (C9) y
G. anatis 12656-12.

Después de encontrar las condiciones para mantener el fenotipo movil, se
realizaron los ensayos para conocer las condiciones micro ambientales que
favorezcan la movilidad, estos ensayos se realizaron en tubos, utilizando el
siguiente criterio de evaluacion: +++ muy moévil, ++ moderadamente movil, + movil,
+/- escasamente mévil y — no movil.

Comenzando primero con la concentracion de agar en la que se probaron las
concentraciones de 0.2%, 0.3%, 0.35% y 0.4%, los tubos se incubaron durante 48
hr revisdndolos cada 12 hrs, encontrandose que la cepa ESV-69 mantiene su
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capacidad de moverse en el medio aunque aumente la concentraciéon de agar

Mientras que la cepa 12656-12 es la que menos se mueve aun a la mas baja

concentracion de agar probada (tabla2).

Concentracién G. anatis G. anatis G. anatis
de agar (%) .
F149 ESV-69 12656-12
0.2 ++ ++ +
0.3 ++ ++ +
0.35 + ++ +
0.4 + + -

Tabla 2.- movilidad in vitro después de 24 horas de incubacién a 37°C en medio

BHI adicionado con 1% de suero de ternera.

Una vez que se determino que la concentracion de agar del 0.3% es en la que se

observa evidente la movilidad, se procedi6 a determinar como la temperatura

influye en la movilidad probando incubar las cepas en temperaturas de 22, 35, 37

y 40 °C, encontrando que la temperatura es un factor importante en la expresiéon

de la movilidad, variar la temperatura alrededor de los 37°C disminuye la movilidad

considerablemente (tabla 3).

Temperatura (°C) | G. anatis G. anatis G. anatis
F149" ESV-69 12656-12

22 - - -

35 + + --

37 ++ ++ +

40 + + --

Tabla 3.- movilidad in vitro después de 24 horas de incubacién en medio BHI

adicionado con 0.3% y 1% de suero de ternera.
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Entre varios factores que se han reportado que favorecen la movilidad bacteriana,
también esta la presencia de sales, que pueden funcionar como donantes de
electrones, para que la maquinaria molecular que hace que el flagelo rote sobre
Su eje, funcione, para observar si favorecen a la movilidad se probaron: CaCl, en
concentraciones de 2.5, 5.0y 7.0 mM; MgSO 4 (2.0 y 40 mM); K;HPO, (1.4, 2.0y
4.1 mM); NaCl (85, 170, 256 y 341 mM), encontrando que NaCl y CaCl,  favorecen
de manera importante la movilidad, cada una de estas sales se probo por ensayo
independiente en tubo (tabla 4).

G. anatis G. anatis G. anatis
Sales F149' ESV-69 12656-12
KH2PO4 (mM)
1.4 + ++ —
2 + + --
4.1 + + -
NaCl (mM)
8.5 + + -
17 + + -
25.6 + + -
34.1 ++ ++ +
Mg,SO4 (MM)
2 + + -
4 + + -
CaCl, (mM)
2.5 + + -
5 ++ + --
7 ++ ++ +

Tabla 4.- movilidad in vitro después de 24 h de incubacion en medio BHI
adicionado con 1% de suero de ternera; la cepa 12656-12 no muestra movilidad
bajo la mayoria de estas condiciones.

El pH es un factor importante ya que estimula la quimiotaxis en el microambiente,
se probo el efecto del pH sobre la movilidad de G. anatis variando el pH de 5 a 10
en el medio, encontrando que en pH basico favorece la movilidad en 2 de 3 cepas
probadas, pH 7 y 8 son adecuados para ver la movilidad (tabla 5).
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pH G. anatis G. anatis G. anatis
Cepa F149" | CepaESV-69 | Cepa 12656-12
5 + -- -
6 + + -
7 + ++ +
8 + ++ -
9 -- + -
10 - + -

Tabla 5.- movilidad in vitro, en la que se observa que el pH 7 es el mas adecuado
para ver movilidad en las tres cepas probadas.

Por ultimo se probo la concentracion de la dextrosa, que en E. coli se vio que era
fundamental como fuente de carbono para que expresara flagelos, se probaron las
concentraciones de 13, 27, 55 y 110 mM, se observo que a la concentracion de
110 se veia disminuida la movilidad en las cepas suponiendo que una saturacion
de dextrosa no es favorable para la expresion de flagelo; Es una de las pocas
variables en las que la cepa 12656-12 expresa movilidad aunque sea poca (tabla
6).

Dextrosa (mM) | G. anatis G. anatis G. anatis Cepa
Cepa F149" | Cepa ESV-69 12656-12

13 ++ ++ +
27 + + --
55 + - -
110 -- - -

Tabla 6.- valores de movilidad in vitro a concentraciones variadas de dextrosa.
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Todas estas variables nos dan una idea de los factores ambientales que estimulan
la expresion del flagelo y su movilidad, los ensayos son interpretables dentro de
las 24 hrs de su inoculacién, debido que a mas tiempo de incubacién el medio
tendian a deshidratarse lo que dificultaba su interpretacion, como control positivo

se utilizo a E. coli enteropatogénica como se muestra en la figura 7.

Figura 7.- Movilidad in vitro de G. anatis a partir de puncién en tubo con medio
BHI adicionado con agar al 0.4% y 1% de suero de ternera; 1) EPEC, 2) F149', 3)
ESV-69 y 4)12656-12

Microscopia electrénica.

Para determinar la presencia flagelo en la superficie bacteria, se seleccionaron las
cepas F149' y 12656-12 por ser los representativos no hemolitico y hemolitico
respectivamente. Por microscopia electronica de transmision se observé que

ambas cepas expresan flagelos polares (Fig. 8)
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Figura 8.- Imagenes de microscopia electronica de G. anatis tefiidas con acido
fosfotlingstico al 1% en las que se observan flagelos polares. A) F149"y B) 12656-
12 variedad hemolitica.

Extraccion y purificacion del flagelo.

A partir de la cepa F149" mévil seleccionada por resiembra en medio con baja
concentracién de agar, se obtuvieron diferentes proteinas en el rango de 20 a 150
kDa. (Fig. 8). De estas bandas, una de 60 kDa fue electroeluida para su posterior

caracterizacion (Fig. 9)

150K0a
100KDa.,

T6KDa o i
0KDE .

3?KDa_>' ‘
E§KDS_>

Figura 8. SDS-PAGE 10%: Patron de proteinas obtenido a partir de la
centrifugacion diferencial de la cepa G. anatis F149" y ESV-69 (C9); a) y b)

respectivamente.
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250 KDa
150 KDa

100 KDa

75 KDa

50 KDa

37 KDa

25 KDa

20 KDa

Figura 9.- SDS-PAGE 10% mostrando la posible flagelina de aprox. 60 KDa
purificada por elusién electroforética: 1) G. anatis F149' y 2) G. anatis ESV69
(C9).

Inmunoreconocimiento.

Por electroelucion se purifico la posible flagelina que se transfirié a una membrana
de nitrocelulosa para determinar su reactividad con anticuerpos dirigidos contra
flagelo de E. coli. Encontrando que este antisuero la reconocia de igual manera
que a la flagelina de E. coli utilizada como control positivo (Fig 10)

M1 2 3 4

Figura 10.- Western blot de una proteina de aprox. 60kDa, reconocida por un
anticuerpo policlonal contra flagelo de E. coli; M: marcador de peso molecular, (1):
Flagelina de E. coli, (2): flagelinas putativas de las cepas de G. anatis F149"
(3):ESV-69y (4):12656-12.
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Al comprobar que la proteina de aprox. 60 kDa es reconocida por el suero anti-
flagelo de E. coli se procedié a probar el reconocimiento de la proteina por sueros
contra flagelo de Salmonella tiphy, Actinobacillus pleuroneumonie y Proteus
miriabillis, dado que la cepa 12656-12 no dio reconocimiento y en el gel SDS-
PAGE, no se observo alguna proteina en ese peso se omiti6 de los ensayos

posteriores, el resultado del inmunoreconocimiento se observa en la figura 11.

Figura 11.- inmunoreconocimiento de las proteinas de aprox. 60 KDa De G. anatis
F149 Ty ESV-69 con sueros anti- flagelo de S. tiphy (A), A. pleuroneumonie (B)y
P. miriabilis (C).

Por ultimo, después de lograr purificar una buena cantidad de proteina flagelar de
G. anatis F149 " se inmunizaron ratas y conejos para que formaran anticuerpos
contra el posible flagelo. Este anti-suero reconocio las proteinas de 60 kDa de G.
anatis F149" y ESV-69, asi como una proteina de tamafio similar de E. coli usada
como control positivo (Figura 12). Ademas de la banda de 60 kDa, también se

observé reconocimiento de una banda de aprox. 35 kDa en las tres muestras.
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Figura 12.- Inmunoreconocimiento de las proteinas de aprox. 60KDa con suero
Anti- proteina de 60KDa de G. anatis F149T hecho en conejo; 1) flagelo de EPEC
(control positivo), 2) G. anatis F149" y 3) G. anatis ESV-69.

Identificacion de la posible flagelina y analisis in silico.

Después de analizar la muestra por MALDI-TOF se obtuvieron varios fragmentos
peptidicos de los cuales los que dieron mejor score se les realizdé un analisis in

silico.

Fragmentos peptidicos con mayor score con la secuencia de FIiC de Clostridium

chauvoi.

NAQDGISLIQTAEGALSETHSILQR

LEHTINNLNTSSENLTAAESR

NNILSQAAQAMLGQANQQPQGVLQLLR

Tabla 7.- fragmentos peptidicos obtenidos por andlisis MALDI-TOF de la proteina
de 60 kDa de G. anatis F149"
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7.- DISCUCION.

Muchos de los factores de virulencia descritos en las bacterias estan reguladas
por las condiciones que les ofreces su entorno ya sea en el medio ambiente o en
las condiciones micro ambientales que le ofrezca su hospedero, también cabe
mencionar que un patdgeno debe ser capaz de invadir, colonizar y evitar al
sistema inmune, muchos de estos factores de virulencia causan dafio al
hospedero, estos factores se expresan no con el afan de causar dafio sino para
obtener los nutrientes necesarios para reproducirse, la increible capacidad de que
una bacteria pueda adaptarse de un medio a otro con tanta facilidad es algo que
aun sorprende y es motivo de un amplio interés cientifico (Soutourina et al., 2001,
Adler, 1996).

Un factor esencial en las infecciones es la habilidad de un patégeno invasor para
multiplicarse exitosamente bajo condiciones adversas en el hospedero. Es por
ello que la bacteria debe poseer los determinantes necesarios para la
patogenicidad. Una vez dentro del hospedero, los patdgenos tienden a moverse
en diferentes medios ambientes como podria ser de la superficie de la mucosa al
torrente sanguineo o del exterior al interior celular; esto es importante por que no
solo ayuda al entendimiento de la patogenicidad sino que por el conocimiento de
estas habilidades nos ayudad a plantear medidas de prevencién y tratamientos

contra estos patogenos (Miller et al., 1989).

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

En este trabajo se reportan las condiciones y caracteristicas bioquimicas que
permiten evidenciar la movilidad y la presencia de flagelo bacteriano en G. anatis,
gue como se ha demostrado previamente en diferentes microorganismos que los
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primeros eventos de una infeccion, tales como la adhesion y la invasion, dependen
al menos parcialmente de la expresion de fimbrias y flagelos (La Regione et al.,
2000; Van Hasten et al., 2000).

Para G. anatis la expresion de flagelo in vivo es probable que le sea muy
importante para lograr el acceso a los tejidos que esta bacteria coloniza. En
algunas bacterias patdgenas la expresion de organelos de superficie es vital para
poder colonizar eficazmente por ejemplo, los cambios de temperatura influyen en

la expresion del pilus tipo 1 en E. coli. (Wolf & Arking, 2002).

La Unica forma de lograr ver movilidad de G. anatis in vitro y la presencia de
flagelo sobre su superficie, asi como la obtencién de la flagelina a partir de las
células que la expresaban, fue la seleccion previa de cepas moviles, este proceso
se hizo de manera similar a como lo realizaron en A. pleuropneumoniae (Negrete-
Abascal et al., 2003) encontrando que en ambas bacterias el medio BHI con una
concentracion de agar del 0.2-0.3 % favorece la movilidad, estos resultados
también fueron similares a los reportados por Giron (1995) al estudiar la movilidad
de diferentes cepas de Shigella reportando una concentracion optima de agar de
0.174%. Al variar la concentracion de agar, la concentracién de oxigeno en el
medio, la disposicion de nutrientes, asi como la difusion de la temperatura y
viscosidad, entre otras variables, también se veran afectadas (Kirov, 2003).

La movilidad mediada por flagelos se ha descrito de dos maneras: La movilidad
natatoria en medio liquido (Swiming) y el movimiento ondulatorio en superficies
solidas o en medios viscosos (Swarming). La primera contribuye a la colonizacion
bacteriana de la superficie celular del hospedero y juega un papel muy importante
en la formacién de biofilm, la segunda esta asociada con la diferenciacion celular
al fenotipo ondulatorio (swarmer) y depende de la incrementada expresion flagelar
inducida en superficies solidas y por alta viscosidad (Kirov, 2003).

La presencia de un flagelo polar sobre la superficie de G. anatis se determino por
microscopia electronica de transmision, observandose un flagelo polar que

después de calcular sus dimensiones usando la escala de la microfotografia,
38


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

media aproximadamente 16 um de longitud y diametro de 10-20 nm; el cual es
similar al reportado para A. pleuropneumoniae (Negrete-Abascal et al., 2003) y
Pasteurella multocida (Garcia, 2007), ambas evaluadas en condiciones similares.

La expresion de flagelo esta altamente mediada por las condiciones del medio
ambiente, por ejemplo en el caso de E. coli la movilidad se ve inhibida por la
presencias de D-glucosa como fuente de carbono y por temperaturas elevadas
(Adle et al., 1967). Incluso se ha reportado que ciertas condiciones inhiben la
movilidad como las altas concentraciones de carbohidratos, sales inorganicas,
alcoholes y altas temperaturas (Li et al., 1993).

La temperatura juega un papel importante en la regulacion de la expresion del
flagelo, debido a que existe una variacion entre el ambiente externo y el del
hospedero, esto induce al patébgeno a activar sus mecanismos de invasion y
colonizacién; la mayoria de las enterobacterias presentan movilidad a 35°C, en
otros casos como Y. enterocolitica y Listeria monocytogenes presentan movilidad
entre 22 a 25°C y en algunos casos como S. puliorum a 42°C (Holt et al.1997;
Kerridge, 1960; Koneman et al., 1983).

G. anatis presento movilidad a una temperatura de 37°C, en temperaturas
superiores se ve disminuida pero no inhibida como fue el caso de la temperatura
ambiente (22°C), aunque 37°C no corresponde con la temperatura corporal del
pollo, organismo hospedero, que esta en un promedio de 41°C, es probable que in
vitro tenga un efecto positivo sobre la movilidad, por que aunque en la temperatura
de 40°C, se ve disminuida la movilidad, esto no quiere decir que no le favorezca
pero in vivo las condiciones de humedad, son constantes y aunque in vitro se
controlo esta variable con el paso del tiempo de incubacion la humedad del medio
semisolido disminuia considerablemente haciendo del medio mas denso,
dificultando la movilidad. (Tabla 2).

Por otra parte se sabe que la concentracién de dextrosa presente en el medio es
importante dependiendo de la bacteria, puede actuar como un represor 0 como un

estimulante de la movilidad (Yakota et al.,, 1970) y en el caso de G. anatis la
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presencia de dextrosa en el medio favorecié su movilidad cuando estaba en una
concentracion de 13 mM, que fue la concentracién minima medida en este trabajo
su aumento de concentracion en el medio inhibia de forma creciente la movilidad a
partir de la concentracion 55 mM ya no habia movilidad (tabla 5); esto sugiere que
posiblemente el incremento de dextrosa en el medio afecte el metabolismo de la
bacteria. En enterobacterias se ha visto que el aumento de dextrosa, decrece la
concentracion intracelular de cAMP, este decaimiento conduce a un efecto
inhibitorio en la expresién del gen regulador flhD, regulador maestro en la sintesis
flagelar (Hsin-Chih L. et al., 1997).

En cuanto al requerimiento de sales se logro determinar que el NaCl y el K;HPO,
son compuestos que favorecen la movilidad de G. anatis sin embargo por los
resultados obtenidos probando MgSO. es poco probable que sea determinante

para favorecer la movilidad.

En el caso de NaCl se observo que al aumentar la concentracion en el medio
aumentaba la movilidad de G. anatis, siendo la concentracién de 34.1 mM la
concentracion que mas estimulo la movilidad in vitro. Un caso similar fue la
presencia de calcio en el medio, se observo que el CaCl, a una concentracion
creciente favorecia la movilidad de G. anatis siendo 7mM la concentracién que en
este estudio fue la maxima la que mas favorecian la movilidad de G. anatis. Es
importante considerar el papel que tienen los iones en la regulacién de la
movilidad, pues como anteriormente se menciono, los motores flagelares son
impulsados por los gradientes del potencial electroquimico de la membrana
(Namba et al., 1997)

En cuanto a los ensayos de pH se determino como éptimo un pH de 7, unidades
por arriba o por debajo de éste disminuian el movimiento (Tabla 4), se sugiere que
esto tiene relacion con los sitios u érganos que colonizan (Bojensen et al. 2004)

La probable flagelina de G. anatis coincide con el tamafio de las flagelinas
reportadas para otros microorganismos. En este caso se observé una banda de

aproximadamente 60 kDa para la cepa F149" en comparacién con el flagelo de A.
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pleuropneumoniae que fue reportado de 65 KDa y para P. multocida de 40 KDa,
se sabe que las pesos moleculares de estas proteinas varia de entre 30 hasta 80
KDa, entre diferentes microorganismos, incluso puede variar entre diferentes
cepas del mismo microorganismo, (Brimer, 1998). A pesar de que en las
microfotografias, la cepa 12656-12, muestra un flagelo polar, no se logro purificar
una posible flagelina o al menos no fue reconocida por ningln anticuerpo, mas
aun muestra poca o nula movilidad bajo las condiciones trabajadas, es probable
gue debido a que la expresion flagelar este altamente regulada por las condiciones
ambientales y que en su formacion participen mas de 50 genes, no se hayan
completado los mecanismos moleculares que le den funcionalidad al flagelo,
también que es probable que esta cepa, necesite mas concentracion de oxigeno
en el medio, siendo el crecimiento en tubo una limitante en comparacion con el
crecimiento en placa (Adler et al., 1967; Giron, 1995; Holst et al., 1997).

Como una forma de comprobar si la proteina obtenida era flagelina se procedi6 a
corroborar por inmunoreconocimiento si la banda electroeluida de 60 KDa era
reconocida por anticuerpos dirigidos contra flagelos de diferentes
microorganismos. Esta flagelina mostro reactividad cruzada al usar suero anti-
flagelina de E. coli, dando reconocimiento con este anticuerpo (figura 5); también
se encontrd reaccion cruzada con los sueros anti-flagelo de A. pleuroneumoniae,
S. typhimurium y P. miriabilis, (figura 6). Esto corrobora que las proteinas
flagelares de diferentes microorganismos presentan epitopos conservados al tener
regiones compartidas en el extremo N-terminal de la molécula, esta reactividad se
corrobor6é al usar como control positivo flagelo de E. coli (Figura 7) (Macnab,
Parkinson, 1991).

Los resultados del analisis MALDI-TOF y su posterior analisis in silico indican que
efectivamente la proteina descrita es homologa a una tipo flagelar de Clostridium
chauvoei, sin embargo no mostro un score aceptable con las secuencias de

flagelo reportadas para A. pleuroneumoniae 6 Escherichia coli.

41


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

8.-CONCLUCIONES.

A) Se demostro la movilidad in vitro de G. anatis. En base a los resultados se
concluye que las cepas F149" y ESV-69 de G. anatis contrariamente como se ha
descrito en la literatura, son capaces de presentar movilidad in vitro y con esto se
puede intuir que también lo haga in vivo, bajo condiciones microambientales de su

hospedero que estimulen dicho movimiento.

B) La movilidad caracterizada para G. anatis en este trabajo es afectada por el pH
del medio, la temperatura del ambiente, y presenta un requerimiento de dextrosa
(13 mM), cloruro de sodio (30.1 mM) y cloruro de calcio (7 mM).

C) G. anatis expresa flagelos polares (aproximadamente 16 micras de longitud vy
diametro de 10 a 20 nm) constituidos por una proteina monomérica de 60 KDa, la
flagelina de G. anatis muestra una alta identidad con las secuencias de flagelinas

reportadas para Clostridium chauvoei.

E) Este es el primer trabajo donde se demuestra la movilidad in vitro G. anatis y
se reporta la identidad de la proteina flagelar con otras proteinas flagelares de

otros microorganismos.

F) Estos resultados amplian el conocimiento de la capacidad patogénica de este
microorganismo, ayudando al mejor entendimiento de los mecanismos de

interaccion con su hospedero.
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