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RESUMEN 
 

Pasteurella multocida es una bacteria patógena de importancia veterinaria 

descrita como no móvil y no flagelada. En el presente trabajo se muestran 

evidencias de que P. multocida expresa flagelo y es capaz de moverse “in vitro” 

Usando electroforesis (SDS-PAGE) bajo condiciones desnaturalizantes, se 

determinó que el filamento flagelar estaba constituido por subunidades de 

flagelina de aproximadamente 38-40 kDa. Por medio de microscopía 

electrónica se demostró la presencia de filamentos flagelares polares de 

aproximadamente 15 µm de longitud y 10-20 nm de grosor, los cuales pudieron 

observarse también por microscopía electrónica después de liberarlos de la 

superficie bacteriana y obtenerlos por centrifugación diferencial. La motilidad de 

P. multocida pudo determinarse en soya tripticaseína con baja concentración 

de agar y fue afectada por la temperatura de incubación y la adición de 

glucosa, fosfato y cloruro de sodio al medio de ensayo. Muestras de flagelina 

purificada presentaron reactividad cruzada por Western blot al incubarlas con 

antisueros contra diferentes flagelinas. Utilizando oligonucleótidos 

complementarios a los extremos 5’ y 3’ del  gen fliC de Actinobacillus 

pleuropneumoniae se obtuvo por PCR un fragmento de 990 pb, cuya secuencia 

codificaría una proteína de 40 kDa, en concordancia con el tamaño de la 

flagelina purificada determinado por electroforesis. La secuencia amino terminal 

de la proteína y la secuencia de DNA del gen fliC amplificado por PCR 

mostraron una identidad del 95% con flagelinas de diferentes bacterias, 

incluyendo a las de A. pleuropneumoniae y Escherichia coli O15H17. 

La motilidad es considerada como un factor de virulencia en diferentes 

bacterias patógenas y puede ser importante para la patogénesis de P. 

multocida en los diferentes animales que infecta. 
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2. INTRODUCCION 
Pasteurella multocida es el agente etiológico de un grupo de 

enfermedades económicamente importantes y altamente contagiosas de 

animales, tanto silvestres como domésticos (Christensen y Bisgaard., 2000). 

Pasteurella, junto con los géneros Haemophilus y Actinobacillus, conformaban 

la familia Pasteurellaceae, a la que recientemente se han adicionado entre 

otros a los géneros Mannheimia, Gallibacterium, Lonepinella y Phocoenobacter 

(Jacques y Leonie, 2002). En el Manual Bergey se considera a todos los 

miembros de esta familia como inmóviles e incapaces de expresar un sistema 

flagelar. Sin embargo, en ocasiones bacterias móviles no son capaces de 

presentar flagelo si las condiciones de su microambiente son tales que impidan 

su expresión, puesto que el ensamblaje de dicha estructura es muy costoso 

energéticamente (Manson y col., 1977; Dreyfus y col., 1993; Macnab y 

Parkinson 1991; Fernández y Berenguer 2000). 

 

2.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES de P. multocida 
P. multocida es un cocobacilo pleomórfico Gram-negativo de 1-2 µm de 

longitud, cuyas células pueden observarse al microscopio óptico como formas 

cocoides, bacilos cortos o filamentosos, con tinción bipolar, que pueden 

aparecer sueltos o agrupados en parejas o cadenas cortas. P. multocida es un 

microorganismo anaerobio facultativo, hasta ahora descrito como no móvil, que 

crece bien en medios de agar sangre, agar chocolate y Mueller-Hinton, pero no 

en agar McConkey, eosina azul de metileno (EMB), ni en otros medios 

selectivos o diferenciales empleados para el aislamiento de enterobacterias. 

Después de una incubación de 24 h en agar sangre, las colonias de P. 

multocida son lisas, de 1–2 mm de diámetro, con un color gris azulado brillante, 

no hemolíticas y en ocasiones mucoides. El crecimiento en agar sangre y la 

característica tinción bipolar ayudan a diferenciar P. multocida del género 

Haemophilus, con el que puede confundirse en la observación microscópica 

inicial. Como la mayoría de las especies del género, P. multocida da positivas 

las reacciones de oxidasa y catalasa, y reduce los nitratos a nitritos (Mandell y 

col., 1995) 

La ausencia de hemólisis en medios con sangre, la producción de indol, 

la descarboxilación de la ornitina y una reacción de ureasa negativa permiten 
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diferenciar a P. multocida de las otras especies del género. P. multocida incluye 

tres subespecies: P. multocida ssp multocida, P. multocida ssp septica y P. 

multocida ssp gallicida. La identificación de subespecies se basa en la 

producción de ácido a partir del sorbitol y del dulcitol, aunque esta distinción no 

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

 
2.1.1 EPIDEMIOLOGÍA Y MECANISMOS DE TRANSMISIÓN 

P. multocida coloniza los conductos gastrointestinal y respiratorio de una 

gran variedad de mamíferos y aves, los cuales constituyen su principal 

reservorio (Holst y col., 1992). Los animales más frecuentemente colonizados 

son los gatos (50-90%) y los perros (50-65%). Las tasas de colonización en 

seres humanos son muy bajas; en estudios epidemiológicos se ha aislado P. 

multocida de la faringe y de las secreciones respiratorias del 2-3% de las 

personas que tienen contacto con animales. La colonización es más frecuente 

en las personas que presentan patología respiratoria crónica, sobre todo 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y bronquiectasias, en 

ancianos y en pacientes con algún tipo de inmunodepresión. Generalmente el 

hombre adquiere la infección por inoculación directa, por arañazos o 

mordeduras de animales, especialmente de gatos o perros. Con menor 

frecuencia se producen infecciones de heridas abiertas, no causadas por 

mordedura, sino por contacto con secreciones de animales. P. multocida es la 

causa más frecuente de infección de heridas producidas por mordedura de 

gato; sin embargo, en heridas por mordeduras de perros las principales causas 

de infección son Staphylococcus aureus y diferentes especies del género 

Streptococcus, siguiéndoles en frecuencia P. multocida (Goldstein y col., 1978). 

Pasteurella es transmitida a otros animales a través de varios 

mecanismos: 

• El contacto directo con animales enfermos. 

• Aerosoles. 

• La ingestión de agua y alimentos contaminados. 

• Picadura de mosquitos. 

• Fomites. 

• Mordeduras. 
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 El mecanismo de transmisión más importante es por medio de 

aerosoles. La transmisión por ectoparásitos, vía fomites y por las moscas 

puede ocurrir durante la etapa aguda del brote, particularmente en la forma 

septicémica que se presenta en mamíferos y aves; los pájaros silvestres, las 

ratas y los ratones también se ven involucrados en la propagación. La bacteria 

puede persistir en sitios donde ha habido brotes de la enfermedad, 

constituyendo un riesgo permanente, aunque éste se puede minimizar 

realizando una buena desinfección y fumigación, además de controlar la 

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

 

2.1.2 CLASIFICACIÓN 
 
Taxa superior: 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; 

Pasteurellaceae.  

Como se describe en el Manual Bergey, el género Pasteurella puede ser 

dividido en siete especies: P. multocida, P. haemolytica, P. neumotropica, P. 

anatipestifer, P. ureae, P. aerogenes y P. gallinarum cuyas principales 

características bioquímicas diferenciales se muestran en la Tabla I.  

 

Tabla I 

 
 

P. multocida se clasifica en cinco serogrupos : A, B, D, E y  F en base al 

antígeno capsular (Sawada y col., 1982; Rimler y Rhoades, 1987), mediante la 

técnica de hemaglutinación pasiva con eritrocitos recubiertos con un extracto 

crudo conteniendo antígenos específicos de la cápsula, incluyendo 
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lipopolisacárido (LPS) y polisacárido no antigénico. En base al antígeno 

somático se clasifica en 16 serotipos utilizando la técnica de difusión en gel. 

Además de las especies mencionadas, el género incluye a las 

siguientes: P. avium; P. bettyae; P. canis; P. dagmatis; P. langaaensis; P. 

anatis; P.skyensis; P. stomatis; P. testudinis; P. volantium; Pasteurella sp.A, 

Pasteurella sp.B (Skerman y col., 1980; Madsen y col., 1985; Boyce, 1995). 

Después de la reclasificación de género se agregaron seis nuevas 

especies, las que incluyen a P. granulomatis (Ribeiro y col., 1989), P. caballi 

(Schlater y col., 1989), P. betti, P. lymphangitis, P. mairii and P. trehalosi 

(Sneath y col., 1990). Recientemente P. granulomatis y P. haemolytica se han 

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

 

2.1.3 ENFERMEDADES CAUSADAS POR P. multocida 

 
Dependiendo de la zona afectada, estas enfermedades pueden agruparse 

en tres categorías: 

 

1) De vías respiratorias superiores y áreas adyacentes.  

2) Neumónica / septicémica. 

3) Local / traumática.  

 

      Las enfermedades causadas por P. multocida afectan principalmente a 

la industria pecuaria y causan pérdidas económicas significativas en todo el 

mundo (Pijoan, 1999; Benkirane, 2002; FAO, 1994, 1995). 

 

CÓLERA AVIAR 
Esta enfermedad se describió originalmente en Australia en 1938, es 

altamente contagiosa, afecta aves domésticas y silvestres, principalmente a 

pavos, pollos y gallinas (Christensen y col., 2000; Blackall y col., 1995). La 

bacteria entra a los tejidos de las aves a través de las membranas mucosas de 

la faringe, de la conjuntiva o de heridas cutáneas. Los signos de la infección de 

cólera aviar aguda se presentan sólo unas pocas horas antes de la muerte. 

Durante este periodo la muerte de las aves infectadas parece ser el indicio de 

la enfermedad. Los signos más frecuentes son: fiebre, anorexia y plumaje 
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ondulado, descarga mucosa por el pico, diarrea, y frecuencia de la respiración 

aumentada. La cianosis ocurre inmediatamente antes de la muerte. 

En la etapa crónica los signos están relacionados con infecciones 

localizadas en crestas, senos paranasales, articulaciones de piernas o alas, 

patas, y bolsas esternales, las cuales con frecuencia se hinchan. Se pueden 

observar lesiones de la conjuntiva y faríngeas, así como  la tortícolis provocada 

como resultado de la infección de las meninges. Las aves que sobreviven 

quedan infectadas de forma crónica y se ha observado repetición de brotes. 

 

SEPTICEMIA HEMORRÁGICA  
La septicemia hemorrágica clásica se manifiesta por una septicemia 

aguda, casi siempre mortal, principalmente en bovinos. La septicemia 

hemorrágica es causada por dos serotipos de P. multocida, específicamente el 

B: 2 y el E: 2 (Rimler, 1990). La septicemia hemorrágica clásica, la cual se 

observa frecuentemente en el sureste de Asia, ocurre por lo general al inicio de 

la temporada de lluvias y monzones, después de varios meses de sequía, en 

que los animales han estado consumiendo muy poco alimento.  La enfermedad 

es particularmente prevaleciente entre los búfalos. Entre las causas de estrés 

que pueden contribuir a los brotes se encuentra el cansancio, la exposición a 

temperaturas extremas, la mala nutrición, y el cambio de alimentos. La mayoría 

de los casos en el bovino y búfalo son agudos, sucediendo la muerte de 6 a 24 

horas después de presentarse los primeros signos. En algunos brotes los 

animales pueden sobrevivir hasta 72 horas.  Lo primero que se hace aparente 

es un letargo, renuencia a moverse y temperatura elevada. A continuación 

aparece salivación y descarga nasal, así como inflamación edematosa en la 

región faríngea que se disemina hacia la región cervical ventral y al pecho. Las 

membranas mucosas visibles se encuentran congestionadas y la dificultad 

respiratoria es seguida por colapso y muerte. La recuperación, particularmente 

en los búfalos, es rara. Su período de incubación es de 90 días (portadores 

activos y latentes) (Carter y De Alwais, 1989). 

Cuando se presentan circunstancias propicias para el crecimiento y 

multiplicación de P. multocida, en el cuerpo del animal se desarrolla una 

septicemia en pocas horas; sin embargo, el agente etiológico puede ser 

hospedado por períodos variables en un pequeño porcentaje de animales sin 
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signos clínicos y la perpetuación de la enfermedad, de año a año o de estación 

a estación, generalmente se atribuye a este estado de portador.  Los bovinos 

inoculados artificialmente con una dosis letal (aproximadamente 20 mil bacilos 

por vía intranasal), muestran signos clínicos en pocas horas y mueren entre 18 

a 30 horas después. Los cambios tisulares más evidentes en animales 

infectados son: hemorragias ampliamente distribuidas, edema e hiperemia 

general.  En la mayoría de los casos hay inflamación edematosa de la cabeza, 

cuello y región del pecho. Hay hemorragias petequiales subserosas por todo el 

cuerpo del animal y frecuentemente se encuentra líquido teñido de sangre en 

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

 

RINITIS ATRÓFICA INFECCIOSA 
Se caracteriza por inflamación hemorrágica purulenta de la mucosa 

nasal y etmoidal de los cerdos. La atrofia afecta los cornetes nasales y en 

casos graves ataca los maxilares con deformación de la cara. Pueden 

presentarse hemorragias y torceduras de la nariz de algunos cerdos. Se puede 

difundir al cerebro y causar encefalitis, con frecuencia posteriormente se 

presenta neumonía. Puede también observarse desaparición de tejidos en las 

vías aéreas superiores (cornetes) y necrosis de los tejidos blandos que puede 

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

 

PASTEURELOSIS EN CONEJOS 
En la rinitis/sinusitis causada por P. multocida las manifestaciones 

incluyen descargas naso-oculares, estornudos y congestión. Los estornudos 

son muy ruidosos por lo estrecho de los conductos que se bloquean si no 

reciben un tratamiento oportuno; esta enfermedad puede progresar a 

neumonía. 

Con frecuencia Pasteurella no se puede eliminar completamente y los 

conejos quedan como portadores sanos, los cuales muestran constantemente 

los signos de la pasteurelosis y pueden propagar la bacteria. Clásicamente los 

síntomas incluyen incapacidad para levantarse o acicalarse y para inclinar la 

cabeza. Los conejos enfermos giran en círculos o se caen, en casos extremos 

un animal puede torcerse o girar violentamente. Muchos de estos animales 
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enfermos pueden mejorar con largos tratamientos con antibióticos (Kehrenberg 

y col., 2001). 

 

MANIFESTACIONES CLÍNICAS  EN HUMANOS 
La mayoría de las infecciones de piel y tejidos blandos de seres 

humanos se debe a heridas provocadas por mordeduras o arañazos infectados 

(Holst y col., 1992) o al contacto de la piel sana o dañada, con las mascotas 

(Jonhson y col., 1977; Kumar y col., 1990; Weber y col., 1984). La infección se 

caracteriza por el rápido desarrollo de una celulitis, con o sin formación de 

abscesos, y drenaje purulento o serosanguinolento por la herida. Por 

inoculación directa, o por extensión, pueden afectarse huesos y articulaciones 

originando osteomielitis y artritis séptica, aunque estas complicaciones son 

raras. Se han descrito infecciones óseas y articulares por diseminación 

hematógena, especialmente en pacientes con artritis reumatoide, prótesis 

articulares, y en pacientes en tratamiento con corticosteroides. 

La manifestación clínica más frecuente de la infección respiratoria por P. 

multocida es la neumonía y más del 90% de los casos se presentan en 

pacientes con patología pulmonar subyacente. El comienzo de la 

sintomatología puede ser gradual o agudo y los síntomas más frecuentes son 

fiebre, disnea y dolor pleurítico. 

Otras manifestaciones clínicas menos frecuentes causadas por P. 

multocida son las infecciones intra-abdominales, que incluyen la peritonitis 

bacteriana espontánea, peritonitis secundaria a la perforación de vísceras, 

abscesos intra-abdominales e infección de heridas quirúrgicas. Se han descrito 

con menor frecuencia casos de endocarditis, infecciones oculares, infecciones 

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

 

2.1.4 FACTORES DE VIRULENCIA DE P. multocida 
Entre los principales factores de virulencia de P. multocida se 

encuentran la cápsula, el lipopolisacárido (LPS), las fimbrias, algunas proteínas 

de membrana externa (OMP), la toxina dermonecrótica, el sideróforo 

multocidina, el receptor para transferrina y a algunas enzimas extracelulares 

(proteasas, lipasa, hialuronidasa, neuraminidasa). Muchas de las bacterias 

patógenas atacan a sus hospederos liberando factores de virulencia, 
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inyectando directamente moléculas tóxicas (principalmente proteínas) en su 

hospedero para invadirlo o matarlo (Zhang y col., 1998; Gorga y col., 2001; 

Aizawa, 2001). 

 

Cápsula 
Las cápsulas tienen un papel importante al determinar el acceso de 

ciertas moléculas a la membrana celular, mediando la adherencia a superficies 

e incrementando la tolerancia de la bacteria a la desecación (Boyce y col., 

2000a y 2000b) además de conferirle protección contra la fagocitosis y contra 

la actividad bactericida del complemento del suero (Ophir y Gutnick, 1994; 

Vogel y col., 1997; Kahler y col., 1998; Smith y col., 1999). 

La enfermedad causada depende generalmente del serogrupo capsular, 

ya que los serogrupos B y E, que producen una cápsula compuesta 

principalmente de arabinosa, manosa y galactosa, causan septicemia 

hemorrágica en ganado vacuno y búfalos; el serogrupo A, productor de una 

cápsula extracelular de ácido hialurónico, causa cólera de las aves y 

pasteurelosis neumónica porcina; y el serogrupo D, cuya cápsula contiene 

heparina, causa rinitis atrófica en cerdos. El serogrupo F también causa cólera 

en aves y produce una cápsula de condroitin-sulfato (Rimler and Rhoades, 

1987).  

La mayoría de los casos de cólera aviar, septicemia hemorrágica y rinitis 

atrófica es causada por cepas de los serogrupos A, B y D, respectivamente, 

sugiriendo que la cápsula está relacionada a la patogénesis de la enfermedad y 

la especificidad hacia el hospedero. 

 

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

membrana externa de las bacterias Gram negativas, siendo la porción A del 

lípido la parte más tóxica de la endotoxina (Pudrí y col., 2003).  

Se ha sugerido que el LPS de P. multocida puede participar en la adherencia 

bacteriana a las células del tracto respiratorio porcino (Jacques y Paradis, 

1998) y se ha demostrado que participa de modo importante en la septicemia 

hemorrágica de los búfalos (Harper y col., 2004; Horadagoda y col., 2001). 
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Los anticuerpos contra el LPS protegen parcialmente a ratones de la 

infección por P. multocida (Ramdani y Adler, 1991). Las cepas aisladas de 

brotes de cólera aviar muestran resistencia al efecto bactericida del suero, un 

fenotipo que se ha considerado como indicador de la virulencia de las cepas 

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

 

Toxina dermonecrótica. 
Algunas cepas de P. multocida producen una toxina dermonecrótica, 

conocida también como toxina osteolítica. Estas cepas toxigénicas son 

capaces de causar rinitis atrófica en cerdos, a diferencia de las no toxigénicas 

que no causan la enfermedad (Il’ina y Zasukhin, 1975). El gen que codifica esta 

toxina (toxA) ha sido clonado en Escherichia coli y la proteína recombinante se 

ha utilizado para producir rinitis atrófica en cerdos (Kamps y col., 1990; Lax y 

Chanter, 1990; Staddon y col., 1991).  Esta toxina penetra a la célula por un 

mecanismo endocítico no bien definido, afecta la permeabilidad endotelial 

(Essler y col., 1998) y actúa estimulando varias cascadas intracelulares de 

señalización para promover la proliferación de los osteoclastos, provocando la 

resorción del hueso, en tanto que inhibe específicamente la diferenciación de 

los osteoblastos (Lax y col., 2004). La toxina purificada es suficiente para 

inducir experimentalmente la rinitis atrófica progresiva en cerdos (Foged y col. 

1987). 

 

Fimbrias. 
Las fimbrias, también conocidas como pili, son apéndices similares a 

pelos formados por subunidades proteicas llamadas fimbrinas o pilinas, 

generalmente miden 1-2 µm de longitud y su diámtero es de 2-8 nm .Las 

fimbrias han sido asociadas con la adhesión a tejidos del hospedero sobre todo 

en bacterias patógenas (Finlay y Falkow, 1997), por ejemplo el pilus tipo I que 

se encuentra en las cepas uropatógenas de E. coli y Salmonella, el pilus tipo IV 

de Pseudomonas aeruginosa, Moraxella ssp.; Neiserria ssp., Vibrio cholerae y 

las cepas enteropatogénicas y enterotoxigénicas de E. coli. Se ha demostrado 

in vivo que el pilus contribuye a la virulencia (Bieber y col., 1998). Se ha 

evidenciado su papel en la adhesión in vitro usando órganos y cultivos 

celulares (Finlay y Falkow, 1997). 
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Se han aislado y caracterizado las fimbrias tipo IV de los serogrupos A, B y D 

de P. multocida. Esta fimbria se expresa en mayor cantidad en condiciones de 

microareofilia (Ruffolo y col. 1997). Los genes del pilus tipo IV comparten 

homología con los del sistema de secreción tipo II, que ensambla este organelo 

complejo en la superficie bacteriana (Pugsley, 1993). 

 

Porina H.  
Las porinas son proteínas formadores de canales, han sido encontradas 

en bacterias Gram-negativas, mitocondrias y cloroplastos. Además de la 

función de poro, las porinas bacterianas sirven como receptores para 

bacteriófagos y bacteriocinas y en el caso de bacterias patógenas son el blanco 

del sistema inmunológico (Chevalier y col., 1993), 

Algunas toxinas bacterianas funcionan insertándose en la membrana 

plasmática de la célula hospedera, lo que causa la formación de un poro o 

canal que conduce a la lisis celular. Esta familia de toxinas se ha encontrado en 

muchos patógenos Gram negativos y comparte un mecanismo de secreción 

conservado (tipo I) que es responsable de transportarlas fuera de la bacteria 

(Bosch y col., 2001). 

La porina H, de 37 kDa, es la principal proteína de membrana externa 

(OMP) de P. multocida (Lugtenberg y col., 1986). Esta proteína ha sido 

purificada y caracterizada como una porina, porque está estructural y 

funcionalmente relacionada con la superfamilia de porinas formadoras de 

canales en bacterias Gram negativas; presenta un alto contenido de glicina, 

bajo contenido de prolina y carece de cisteína. Funciona como tamiz molecular 

permitiendo la difusión de pequeños solutos hidrofílicos a través de la 

membrana externa y también sirve como receptor para bacteriófagos y 

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

  
Sialidasas. 

Las sialidasas son una superfamilia de exoglicosidasas que liberan N-

acetil-neuraminato (ácido siálico) de las glicoproteínas, glicolípidos y 

polisacáridos. Estas enzimas son expresadas principalmente en eucariontes, 

en algunos virus y en bacterias y protozoarios patógenos.  
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Las especies de Pasteurella son patógenos oportunistas que se encuentran en 

las mucosas de organismos superiores, y producen sialidasas, las cuales se 

consideran un factor de virulencia en P. multocida, M. haemolytica y P. 

volantium. (Muller y Mannheim. 1995). 

Las sialidasas  de P. multocida NanB y  NanH,  tienen alta actividad en 

un amplio rango de pH, lo que sugiere que las dos enzimas son aptas para 

actuar en diversos ambientes del hospedero, incluyendo las secreciones 

mucosas y el suero. El poseer ambas sialidasas aumenta enormemente la 

capacidad metabólica de un organismo para colonizar diferentes especies de 

animales o crecer en diferentes tejidos, al proporcionarle una marcada 

versatilidad en su acceso para utilizar el ácido siálico como fuente de carbono 

(Mizana y col.,  2000).  

 

Hemolisina 
Las hemolisinas son agentes que dañan la membrana celular y se han 

descrito como factores de virulencia debido a su habilidad para lisar eritrocitos 

y otras células del hospedero. Aunque P. multocida se ha descrito como un 

microorganismo no hemolítico, se ha demostrado que ésta es capaz de 

producir una hemolisina en condiciones anaeróbicas. Al clonar el gen ahpA de 

P. multocida en una cepa no hemolítica de E. coli, se observó una elevada 

actividad hemolítica sobre eritrocitos de pollo, conejo, bovino, ovino y equino; 

en menor grado sobre eritrocitos humanos (Diallo y Frost, 2000; Cox y col., 

2000). 

 

Proteasas 
Las proteasas son enzimas degradativas que catalizan la hidrólisis total 

o parcial de proteínas, rompen enlaces peptídicos y degradan las proteínas a 

péptidos. Diferentes tipos de proteasas tienen diferentes especificidades para 

enlaces entre residuos de aminoácidos particulares. 

P. multocida es capaz de secretar  metaloproteasas y la caracterización 

de algunas de ellas se ha llevado a cabo destacando su posible papel durante 

la colonización de tejidos y desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo, la 

colonización de las superficies mucosas y posterior invasión podría ser 

promovida por proteasas que degradan diferentes sustratos que se encuentran 
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en un huésped, incluyendo IgA e IgG (Pouedras y col., 1992; Klauser y col., 

1993). En algunas bacterias las metaloproteasas son consideradas como 

factores de virulencia que participan en la patogénesis.  En P. multocida se han 

descrito varias metaloproteasas que son secretadas al medio y se sugiere 

podrían participar en el daño producido por la bacteria a sus hospederos 

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

 

2.2 FLAGELO 
Las bacterias tienen varios estilos de vida: individuales, simbióticas, 

comensales o parásitas y patógenas. Sólo las células que nadan por medio de 

flagelos buscan mejores medios para sobrevivir. El flagelo bacteriano es un 

organelo motor y un aparato de ensamble y de exportación de proteínas 

(Macnab, 2003). 

 

ESTRUCTURA FLAGELAR 
 
Los flagelos bacterianos están formados por  tres partes (Fig. 1A):  

 

A. Un filamento largo y helicoidal. 

B. Una estructura corta curvada conocida como gancho. 

C. Un complejo cuerpo basal formado de un cilindro central y una serie de 

anillos alrededor y debajo del complejo. 

El filamento y el gancho salen de la superficie celular mientras que el cuerpo 

basal se extiende en la membrana celular y contiene los anillos inferiores en la 

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

componentes principales del flagelo. 

 

a) Filamento Flagelar. El filamento es el componente principal del flagelo, está 

formado por la polimerización de alrededor de 20,000 copias de una proteína 

llamada flagelina, cuyo peso molecular puede variar de 30 a 80 kDa 

dependiendo de la especie bacteriana. El ensamble final de la flagelina da 

como resultado una estructura tubular con un diámetro constante de 20 nm y 

una longitud variable de 5-10 μm. El papel específico del filamento flagelar es 

como propulsor, lo cual demanda una baja flexibilidad durante la rotación para 

impulsar a la célula  (Fernández  y  Berenguer,  2000). La característica 

esencial de la estructura que emplea mecanismos de exportación vía flagelar 

es un cilindro central aproximadamente de 3 nm que se extiende por todo el 

filamento desde el espacio periplásmico del anillo MS hasta la punta del 

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

 

Eje Central. La motilidad está bajo el control de las señales ambientales, por lo 

tanto el motor necesita más de un modo de operación para responder. El 

mecanismo más estudiado es el cambio en la dirección de rotación del motor 

entre el sentido en contra y a favor de las manecillas del reloj. Esto requiere un 

eje, el cual en Salmonella consiste de subunidades de tres proteínas FliG, FliM 

y FliN (Yamaguchi y col., 1986). Aún no se sabe su estequiometría precisa 

excepto para FliG, la cual puede formar una fusión funcional con las  proteínas 
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FliF del anillo MS. La mejor estimación para FliM y FliN es de casi 37 y 100 

respectivamente. Este eje central es una estructura larga. Morfológicamente, 

FliM y FliN forman una estructura citoplásmica similar a un anillo o taza llamado 

anillo C. FliG participa también en la generación de movimiento, FliM es el 

blanco para la salida de la cadena de transducción sensorial y el papel de FliN 

aún se desconoce (Macnab, 2003). 

 

b) Gancho. El gancho flagelar es una estructura cilíndrica construida en forma 

similar al filamento, funciona como una unión universal. En bacterias tales 

como Salmonella, las cuales tienen múltiples flagelos emergiendo de diversas 

partes de la célula, los ganchos juegan un papel importante para ayudar a que 

esos flagelos funcionen eficientemente. El gancho es el resultado de la 

polimerización de aproximadamente 130 subunidades de la proteína FlgE y su 

longitud es regulada por la unión de las proteínas FlgK y FlgL a la punta del 

gancho durante el ensamble flagelar (Macnab, 1977; Bar Tana y col., 1977; 

Ikeda y col., 1987).  

 

c) Cuerpo Basal. Es una estructura compleja, la cual abarca desde la 

envoltura celular y se extiende hasta el citoplasma. En las bacterias Gram-

negativas, en su forma más simple consiste de un cilindro central y de tres 

anillos proteicos llamados L (por LPS), P (por péptidoglicano (PG) y  de un 

anillo de membrana llamado MS (membrana/supramembrana). Los anillos P y 

L están embebidos en la membrana externa y en el péptidoglicano estando 

conectados por un cilindro, mientras que el anillo MS está insertado en la 

membrana interna. Estos anillos son el resultado de la polimerización de 26 

subunidades de las proteínas FlgH, FlgI, y FliF para los anillos L, P y MS 

respectivamente. Por otro lado el cilindro central está formado por cuatro 

proteínas diferentes (FlgB, FlgC, FlgG y FlgF), siendo el componente principal 

la proteína FlgG, la cual está presente en aproximadamente 26 copias 

(Macnab, 2003). 

Por microscopía electrónica se ha detectado la presencia de un anillo 

adicional conectado al anillo MS el cual sobresale de la membrana interna al 

citoplasma. El cuerpo basal junto con esta estructura llamada anillo C (de 

citoplasma) forma lo que se llama Cuerpo Basal Extendido. Inmunoensayos 
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con anticuerpos específicos revelaron que el anillo C tiene tres proteínas 

motoras FliG, FliM, y FliN. El cuerpo basal es una estructura pasiva; por 

ejemplo, recibe los impulsos del movimiento  del motor y los transmite al 

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

 

Motor flagelar. El motor opera por un mecanismo rotatorio que puede ser 

dividido en dos componentes principales: Estator o eje y el rotor. El estator 

consiste de copias múltiples arregladas alrededor del cuerpo basal, está 

compuesto por dos proteínas Mot A y Mot B.  El estator no está unido 

covalentemente al peptidoglicano y permanece fijo en la célula. Las proteínas 

Mot forman un anillo de 11 elementos alrededor del cuerpo basal  funcionando 

no sólo como una unión al péptidoglicano sino que también forman un canal de 

protones que va del periplasma al citoplasma (Macnab,  2003; Vale, 2003). 

El rotor consiste de múltiples copias de una proteína, llamada FliG, que no 

están unidas covalentemente al anillo MS y junto con las proteínas Mot son 

responsables de la generación del movimiento (Zhou y col., 1998; Lloyd y col., 

1996; Braun y col., 1999). 

Este motor utiliza el potencial de protones transmembranal, eléctrico (∆ψ)  y 

químico (∆pH). Blair y Berg, (1998) sugieren que cuando los protones 

atraviesan la membrana se unen específicamente a un aspartato en Mot B 

provocando un cambio conformacional  en el estator que dirige al motor hacia 

un paso de rotación.  Este es seguido por la desprotonación del residuo de 

aspartato que libera el protón hacia el citoplasma y la restauración del estator a 

su conformación  original. Esta movilidad requiere cientos de protones por 

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

 

Aparato Exportador. La maquinaria de exportación está en la cara 

citoplásmica del anillo MS. El aparato exportador flagelar secreta las proteínas 

del filamento, gancho y flagelo, en la secuencia y cantidad adecuadas, las 

cuales difunden hacia el tubo central del flagelo para su ensamble en la parte 

distal de la estructura creciente (Macnab, 2003; Vale, 2003; Minamino y 

Macnab  1999). 
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Fig. 1B. Composición proteica. 

 
Proteínas auxiliares y de unión. 
 

Proteínas capping. Estas proteínas se localizan en la punta del filamento en 

crecimiento. En una etapa temprana del ensamble las proteínas se localizan en 

la punta del gancho. Su función es proteger de la degradación a las estructuras 

en crecimiento (Macnab, 2003). 

 

Proteínas de unión. Entre el gancho y el filamento existen dos zonas de 

proteínas que son llamadas proteínas de unión (Ikeda y col., 1987). Una 

posible función de estas proteínas es que son adaptadores estructurales ya 

que el gancho y el filamento tienen diferentes propiedades mecánicas, el 

primero como una unión universal y el segundo como un propulsor. Estudios 

cristalográficos recientes apoyan estos datos (Imada, referido en Macnab,  

2003). 
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Ensamble del flagelo. 
 

Los primeros eventos de ensamble del flagelo involucran los componentes de 

la membrana citoplásmica. En los procariotes las proteínas de la membrana 

citoplásmica son insertadas en la membrana por la vía Sec (Katayama y col., 

1996). 

 

 
 

Fig 2. Imagen por microscopía electrónica del flagelo. Esta imagen es un 

promedio de 100 imágenes individuales de una preparación congelada de 

flagelo (DeRosier, 1998). 

 

La primera estructura flagelar que se detecta por microscopia electrónica 

(ME) durante la formación del flagelo, es el anillo MS del cuerpo basal, el cual 

se forma por el autoensamble de las subunidades de FliF. El ensamble del 

anillo MS en la membrana citoplásmica ocurre en ausencia de otros 

componentes flagelares. Sin embargo, se desconoce el mecanismo usado por 

la célula para seleccionar la localización y el número de anillos MS sintetizados 

o el momento de iniciar el ensamble flagelar. La siguiente estructura que se 

ensambla es el anillo C cuyos componentes son FliG, FliM y FliN. La 

finalización de estos anillos marca el tiempo para el ensamble de un cilindro 

más delgado, cuyos componentes son FlgB, FlgC, FlgF, FlgG, esto ocurre por 

el poro formado por el anillo MS (Katayama y col., 1996). 

Posteriormente es incorporada la proteína FlgD en su punta actuando 

como andamio, el cual permite que la proteína del gancho FlgE inicie la 

polimerización. Sin embargo, el crecimiento del gancho es detenido 

rápidamente debido al obstáculo físico que presenta la membrana externa. 

Para atravesar la membrana externa deben ser adicionados los anillos P y L. 
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 Un precursor de FlgI (proteína del anillo P) se ensambla y se une 

fuertemente en el centro del cilindro seguido por FlgH (proteína del anillo L) el 

cual se une en la punta. El ensamble de los anillos P y L requiere de FlgA y de 

la oxidación de dos cisteínas de FlgI por el sistema formador de unión disulfuro 

(Dsb) en el espacio periplásmico de la célula. La secreción de FlgI (anillo P) y 

FlgH (anillo L) en el periplasma y membrana externa es dependiente de la vía 

general de secreción (GSP). Ambas proteínas son sintetizadas con un péptido 

señal dependiente del sistema Sec (SP) que es procesado durante su 

secreción. Aunque el ensamble de los anillos P y L no está completamente 

entendido se ha demostrado el requerimiento de la proteína capping FlgD 

(Minamino y Macnab, 1999). 

El número de las subunidades adicionadas subsecuentemente al gancho 

(por arriba de un tamaño de 55 ± 6 nm) aparentemente es controlado por FliK, 

una proteína cuya localización en la célula aún no se sabe. FlhB es 

responsable de la selección del tipo de proteína secretada a través del aparato 

de secreción flagelar (Macnab, 1996). 

Una vez que el gancho es completado, el factor anti-σ FlgM es secretado 

de la célula, permitiendo la transcripción del operón clase III por medio de FliA 

(σ28), las proteínas asociadas al gancho FlgK, FlgL y FliD se unen entre ellas. 

El papel inicial de FlgK es polimerizar en la punta del gancho FlgE (principal 

componente del gancho) reemplazando el andamio de FlgD. Esto permite 

inmediatamente la polimerización de una o más FlgF en la punta de FlgK. 

Finalmente se adiciona FliD en la punta actuando como una nueva proteína 

capping (Ikeda y col., 1987). 

Después de la adición de FliD, las subunidades de flagelina inician su 

incorporación en la unión FlgL-FliD llevando a la extensión del filamento con 

longitud variable, que depende de la cantidad de flagelina sintetizada. Un 

problema importante para el crecimiento del filamento es la barrera energética 

que representa el movimiento de las subunidades de flagelina a lo largo de su 

longitud para alcanzar la punta del filamento (por arriba de 10 μm). Se ha 

propuesto que FliI, una ATPasa requerida para síntesis flagelar, pueda 

proporcionar la energía requerida para el movimiento de la flagelina. Como 

muchas otras proteínas del aparato flagelar, FliI es homóloga a los 

componentes del sistema de secreción tipo III. Con excepción de los 
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componentes de los anillos P y L la secreción de las otras proteínas flagelares 

requiere de una maquinaria específica, el aparato de exportación el cual está 

relacionado filogenéticamente con el sistema de secreción tipo III encontrado 

en muchas bacterias patógenas. Cerca de 10 genes con homología a los genes 

pertenecientes al aparato de secreción tipo III han sido identificados en el 

cluster flagelar. Algunos de estos (codifican para las proteínas FlhA, FlhB, FliH, 

FliI, FliO, FliP, FliQ, y FliR) pueden ser componentes integrales de esta 

maquinaria ya que si se muta alguno de ellos, falla la secreción de los 

componentes flagelares (por ejemplo, FlgE la proteína del gancho y su proteína 

cap FlgD). Sin embargo algunos han sido localizados en el cuerpo basal (FliP, 

FliR y FlhA), más probablemente en el poro formado por el anillo MS, esto 

apoya su involucramiento como componentes del aparato de secreción flagelar 

(Katayama y col., 1996). 

Este sistema actúa como una  jeringa molecular dirigiendo la inyección 

de varias proteínas bacterianas en el citoplasma del hospedero eucariota 

activando la vía de señalización de la célula huésped y llevando a una variedad 

de respuestas celulares que favorecen la invasión del patógeno (Fernández y 

Berenguer, 2000). 

 
Función 

El flagelo bacteriano no sólo es un organelo de locomoción, sino que 

contiene un sofisticado aparato exportador muy parecido a la vía de secreción  

tipo III para factores de virulencia. Los flagelos bacterianos también juegan un 

papel muy importante en la adhesión, colonización, formación de biofilms e 

invasión que contribuyen a la patogénesis. El número y distribución de flagelos 

en  bacterias es variable, sin embargo, la expresión flagelar es influenciada por 

las condiciones de crecimiento. En medio sólido muchas especies de bacterias 

expresan más flagelo que al ser crecidas en medio líquido (Kirov, 2003). 

 

El flagelo está involucrado en los siguientes procesos: 

• La quimiotaxis. Es el movimiento de una bacteria hacia un estímulo 

positivo o lejos de uno negativo. Es importante para la movilidad y la 

virulencia, dado que es a través de este mecanismo como se acercan o 
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se alejan de los componentes químicos que le pueden servir o dañar, 

respectivamente (Tortora y col., 2002) 

• Participa en adhesión (Salmonella, Pseudomonas, E. coli). (Josenhans y 

Suerbaum 2002). 

• Tiene similitud con el sistema de transporte de proteínas tipo III.  Por 

medio de este aparato se translocan subunidades proteicas en una 

forma dependiente de ATP a través de la membrana citoplásmica y son 

liberadas al canal central para posteriormente ser ensambladas. El 

aparato de secreción tipo III del flagelo muestra homología con el 

aparato de secreción tipo III de las bacterias Gram-negativas, las cuales 

exportan toxinas y otros factores de virulencia que influyen la interacción 

de la bacteria con el hospedero en la patogénesis (Aizawa 2001). 

• Formación de biofilms. Las células agregativas interaccionan con ellas 

mismas o con células del huésped formando biofilms (Kirov, 2003). 

• La flagelina, un ligando presuntivo para Receptores Toll-like 5 (TLR5). 

 

Durante el curso normal de una infección, el agente infeccioso provoca 

que el hospedero desarrolle una respuesta inmune, que involucra estrategias 

de la respuesta innata, seguida de una respuesta inmune específica que 

favorece la eliminación del patógeno y estimula al hospedero a establecer un 

estado de inmunidad protectora (Goldstein, 2004). 

Los TLRs son miembros de la superfamilia de receptores de Interleucina 

1 (Fig. 3). La porción extracelular de estos receptores contiene un repetido rico 

en leucinas, el cual tiene un motivo xxLxLxx que está involucrado en el 

reconocimiento de moléculas conservadas expresadas sobre los agentes 

infecciosos pero no en el hospedero; los TLRs median la producción de 

citosinas necesarias para el desarrollo de la inmunidad (Hayashi y col., 2001). 

La flagelina de bacterias Gram positivas y Gram negativas es reconocida 

por los receptores TLR5, y actúa como un potente activador de la expresión de 

genes involucrados en el proceso inflamatorio del epitelio intestinal. Aunque la 

flagelina promueve la inflamación solo si atraviesa el epitelio intestinal y entra 

en contacto con membranas basolaterales (Kaisho y Akira, 2000; Gewirtz, 

2001; Hayashi y col., 2001). 
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Fig.3. Esquema de los TLRs. 

 

 

 
Importancia del flagelo en patogenicidad. 

Se ha demostrado que existen varias especies bacterianas que 

requieren de la motilidad para que tengan éxito en su hospedero. La evidencia 

se apoya en que bacterias mutantes inmóviles o no flageladas son incapaces 

de colonizar y su capacidad para producir enfermedad se ve disminuida 

(Kerridge y col. 1960). El flagelo puede servir como un apéndice adhesivo en 

las fases iniciales de la colonización, así también se sabe que sirve como señal 

mecánica para indicarle a la bacteria que el programa de regulación por 

contacto del hospedero ha iniciado. Después de las fases de adherencia e 

infección la bacteria regula su motilidad a favor de una invasión celular 

específica o programa de transducción de señal (Josenhans y Suerbaum, 

2002). 
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Tipos de flagelo 
 

La distribución de los flagelos en las células bacterianas tiene cuatro 

posibles arreglos: 

 

 
 

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

 

Genética de flagelo 
El flagelo tiene una base genética compleja. Estudios del flagelo de 

microorganismos como E. coli y S. enterica, han demostrado que existen más 

de 50 genes involucrados en la motilidad y quimiotaxis. Estos genes están 

arreglados en alrededor de 14 operones flagelares, los cuales se distribuyen en 

tres clusters principales que operan en una cascada regulatoria, generando una 

jerarquía en la expresión de genes. En E. coli el operón clase 1 codifica los 

activadores transcripcionales del operón clase 2. Los genes del operón 2 

incluyen componentes estructurales del gancho y el activador transcripcional 

para el operón clase 3. El operón clase 3 incluye los genes estructurales del 

filamento flagelar y el sistema de transducción de señales para la quimiotaxis 

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

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

 



 24

3. ANTECEDENTES DIRECTOS 
El interés en el estudio del flagelo se ha incrementado en fechas 

recientes, considerándolo no sólo como un organelo de locomoción, ya que 

contiene además un aparato de transporte sofisticado que está estrechamente 

relacionado con el sistema de secreción tipo III para factores de virulencia. 

Además de que también tiene un papel adicional en adhesión, colonización, 

formación de biofilm, e invasión que contribuyen a la patogénesis bacteriana 

(Kirov, 2003). 

El número y distribución de flagelos en las bacterias varía, desde único 

hasta arreglos con múltiples flagelos. La expresión flagelar está influenciada 

por las condiciones de crecimiento. En medio sólido, muchas bacterias 

expresan más de un tipo de flagelo, a diferencia de aquellas que lo hacen en 

medio líquido. Algunas especies, como Proteus mirabilis, incrementan su 

número de flagelos; mientras que otras, como V. parahaemolyticus, tienen un 

flagelo polar en medio líquido, pero en medio sólido presentan una mezcla de 

flagelo polar (Fla) y perítrico (Laf), éste último puede estar en gran número 

(Allison y Hughes, 1991; McCarter, 1999). La producción de flagelo es un  

proceso costoso para la bacteria en términos de recursos y energía (Kirov, 

2003). 

En la familia Pasteurellacea se incluye a un gran número de 

microorganismos patógenos para el ser humano entre los que se encuentran H. 

influenzae, H. ducreyi, A. actinomicetemcomitans, y patógenos para animales 

como M. haemolytica, A. pleuropneumoniae y P. multocida, entre otros. En el 

Manual Bergey se describe a todos los integrantes de esta familia como 

microorganismos inmóviles, pero en nuestro grupo de investigación hemos 

demostrado que A. pleuropneumoniae, responsable de la pleuroneumonía 

porcina, expresa flagelo, es móvil in vitro; posee un gen fliC, cuya secuencia de 

nucleótidos y la de aminoácidos de su flagelina son muy parecidas a las 

flagelinas de otras bacterias. La flagelina de A. pleuropneumoniae mostró 

reactividad cruzada con anticuerpos contra flagelinas de E. coli y Salmonella, 

entre otras bacterias (Negrete-Abascal y col., 2003). 
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4. JUSTIFICACIÓN 
La mayoría de las bacterias patógenas Gram negativas y algunas Gram 

positivas poseen en su membrana estructuras flagelares. El flagelo es mucho 

más que un órgano de locomoción y tiene múltiples funciones que contribuyen 

a la patogénesis (Kirov,  2003). Dada la importancia del flagelo como factor de 

virulencia y como órgano de locomoción de las bacterias, y dado que al menos 

otro de los miembros de la familia Pasteurellaceae: A. pleupneumoniae, 

descrito como no móvil, tiene flagelo, es probable que P. multocida sea capaz 

de expresar flagelo in vitro bajo ciertas condiciones ambientales.  

 

 
 
5. HIPOTESIS 
 

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

OBJETIVO GENERAL 
Demostrar la motilidad in vitro de P. multocida. 

 

OBJETIVOS  PARTICULARES 

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

• Demostrar la presencia de flagelo en la superficie bacteriana por 

microscopía electrónica.  

• Obtener la flagelina de P. multocida. 

• Determinar la reactividad cruzada de la flagelina con diferentes sueros 

anti-flagelo.  

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

• Deducir la secuencia de aminoácidos de la flagelina a partir de la 

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

 
 

8. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

8.1 ORIGEN DE LAS CEPAS 
Las cepas de P. multocida utilizadas en este trabajo fueron donadas por 

el laboratorio BIOVETSA de Tehuacán, Puebla. Estas cepas fueron aisladas de 

pollo (P. multocida serovar A, ATCC 11039) y de cerdos (serovar D) con rinitis 

atrófica. Las cepas de E. coli enteropatogénica E2348/69 y O63: H (-) fueron 

usadas como controles positivo y negativo en las pruebas de motilidad y fueron 

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

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

 

8.2 SELECCIÓN DE CEPAS MÓTILES 
Esta selección se realizó inoculando por punción la cepa de P. multocida 

en placas de agar semisólido (caldo soya tripticaseina (TSB) o infusión de 

cerebro corazón (BHI) adicionados con 0.4% de agar). Las placas se incubaron 

a 37 °C en una atmósfera húmeda y en condiciones de microaerofilia (Negrete-

Abascal y col., 2003). Una vez que se obtuvo un crecimiento radial, las colonias 

de la periferia fueron tomadas con un asa recta y reinoculadas en medio 

semisólido. Este proceso se repitió hasta obtener crecimientos radiales en 

tiempos de 3-4 días de incubación. Las bacterias obtenidas con estas 

resiembras fueron las que se usaron para determinar las condiciones óptimas 

de motilidad y para hacer observaciones en microscopía electrónica. 

 

8.3 ENSAYOS DE MOVILIDAD 
Para poder elegir el medio más adecuado para los ensayos de motilidad 

en tubo, las cepas seleccionadas se inocularon por punción en diferentes 

medios de cultivo TSB, BHI, Luria Bertani Glucosa y Fosfato (LBGP) y triptona 

(10 g/l) con cloruro de sodio (5 g/l), usando 0.2, 0.3, 0.35 y 0.4% de agar. Los 

tubos se incubaron a 37°C durante 72 h en condiciones de microaerofilia o en 

una atmósfera normal. Los tubos fueron revisados cada día, y el crecimiento  

fuera de la línea de punción se consideró como una motilidad positiva (Adler, 

1966). 

 

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

Habiendo determinado que el medio TSB o el caldo triptona con NaCl 

suplementados con 0.2% de agar e incubados en condiciones de microaerofilia 

eran las condiciones más  apropiadas para observar la motilidad de P. 

multocida, se eligió el caldo triptona con NaCl para determinar el efecto de 

diferentes variables, las cuales incluyeron pHs de 5 a 10; la adición de 

diferentes sales: CaCl2 (2.5, 5.0 y 7.0 mM);  MgSO4 (2.0 y 4.0 mM); K2HPO4 

(1.4, 2.0 y 4.1 mM); NaCl (85, 170, 256, 341 mM); dextrosa (13, 27, 55 y 110 



 29

mM) y la incubación a 23±3 oC (temperatura ambiente), 37, 39, o 40 °C. Los 

tubos se revisaron cada día en un periodo de 72 h (Kerridge, 1960; Adler y 

Templeton,1967; Holt  y Chaubal, 1997, Girón, 1995;  Lai y col., 1997). 

 

8.5 PURIFICACIÓN  DE LA FLAGELINA DE P. multocida  
Para obtener la flagelina de P. multocida, bacterias seleccionadas como 

mótiles de la cepa aislada de pollo se crecieron en medio soya tripticaseina 

adicionado con 0.7% de agar y 5% de suero de ternera o 5% de sangre de 

carnero (Negrete-Abascal y col.,2003).  Las células se cosecharon y se 

resuspendieron en Tris-HCl 20 mM (pH 8.0) conteniendo NaCl 25 mM. Las 

células fueron agitadas mecánicamente durante 5 minutos y se centrifugaron a 

8,000 X g durante 20 minutos, para separarlas del flagelo liberado. El flagelo 

fue obtenido por centrifugación diferencial de acuerdo a la metodología descrita 

por Girón (1995). 

 

8.5.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 
Para determinar el peso molecular de la subunidad monomérica del 

flagelo de P. multocida, las proteínas obtenidas por centrifugación diferencial se 

analizaron electroforéticamente en geles de poliacrilamida al 10% de acuerdo 

al método descrito por Laemmli (1970). Las muestras de flagelo fueron 

hervidas previamente durante 5 minutos en buffer muestra a las cuales se les 

adicionó 2-mercaptoetanol a una concentración final del 5%.  El corrimiento 

electroforético se realizó a 100 voltios hasta que el colorante de corrida llegó 

aproximadamente a 0.5 cm. del extremo inferior del gel. Los geles fueron 

teñidos durante 1 h en una solución que contenía azul de Coomassie R-250 al 

0.25% (BioRad, EUA).  Para contrastar las bandas de las proteínas, el gel se 

destiñó realizando varios cambios con una solución de metanol al 30% y ácido 

acético al 10%. 

 

8.5.2 INMUNORECONOCIMIENTO (WESTERN BLOTTING) 
Después de realizar el corrimiento electroforético  las proteínas de los 

geles fueron transferidas a papel de nitrocelulosa durante 2h a 100 V de 

acuerdo a la técnica descrita por Towbin  y col., (1979). Terminada la 

transferencia, el gel se tiñó con azul de Coomassie y la membrana con Rojo de 
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Ponceau para verificar la eficiencia de la transferencia. La membrana de 

nitrocelulosa se incubó en agitación durante toda la noche a 4°C con PBS-

Tween-leche 6% (solución amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.4; NaCl 150 

mM; Tween 20 al 0.05% (Sigma, EUA) y leche descremada al 6.0% (BioRad, 

EUA), para bloquear las uniones inespecíficas.  Posteriormente las membranas 

se incubaron a 4oC con agitación durante toda la noche con el primer 

anticuerpo (anticuerpo policlonal de conejo anti-flagelo de E. coli, S. 

typhimurium, P. mirabilis o A. pleuropneumoniae) (Negrete-Abascal y col., 

2003) diluido 1:1000 en PBS-Tween-leche. Terminada la incubación el exceso 

de anticuerpo se eliminó lavando tres veces el papel con PBS-Tween durante 5 

min a temperatura ambiente. Enseguida las membranas de nitrocelulosa se 

incubaron por 4 h a temperatura ambiente con el segundo anticuerpo (IgG de 

cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa) diluído 1:2000 en PBS-Tween-

leche, las membranas se lavaron 5 min cada vez a temperatura ambiente por 

dos veces con solución amortiguadora de fosfatos 20 mM pH 7.4, NaCl 150 

mM y una vez con solución amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7.4 (PBS). El 

reconocimiento de las proteínas por los antisueros se evidenció utilizando 0.5 

mg/ml de 4-cloro-1-naftol (Sigma, EUA) y peróxido de hidrógeno al 0.01%. La 

reacción se detuvo lavando exhaustivamente con agua bidestilada. Como 

control positivo del inmunoreconocimiento se empleó flagelina purificada de E. 

coli. 

 

8.5.6 SECUENCIA DE AMINO ÁCIDOS 
La secuencia amino ácida de la flagelina de P. multocida se determinó a 

partir de una muestra de proteína transferida a una membrana de polivinylidene 

difluoruro (PVDF, Bio-Rad, Richmond, CA, USA). Las bandas se cortaron y se 

secuenciaron en un secuenciador de proteínas modelo LF3000 (Beckman, 

Fullerton, CA) interconectado con un analizador en línea modelo 1120 (Applied 

Biosystems). 

 

8.6 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. 
Bacterias seleccionadas como mótiles o el flagelo purificado de P. 

multocida se resuspendieron en agua destilada estéril y se colocaron en rejillas 

de cobre recubiertas con carbón y Formvar y se tiñeron negativamente con 



 31

ácido fosfotúngstico pH 7.4 al 1% (peso/volumen). Estas muestras fueron 

observadas en un microscopio electrónico de transmisión JEM 2000 EX a 80 V. 

 

8.7 EXTRACCIÓN DE DNA CROMOSÓMICO  
La obtención del DNA cromosómico de P. multocida se llevó a cabo 

mediante la técnica descrita por Chen y Kuo (1993).  Se centrifugaron 1.5 ml de 

cultivo bacteriano durante 3 minutos a 12, 000 rpm. La pastilla se resuspendió y 

las células se lisaron usando 200 µl de buffer de lisis (Tris-acetato 40 mM pH 

7.8, acetato de sodio 20 mM, EDTA 1 mM, SDS 1 %) con agitación vigorosa. 

Para remover la mayoría de las proteínas  y restos celulares se adicionó 100 µl 

de NaCl 5M se mezcló muy bien y se centrifugó a 12, 000 rpm durante 10 min a 

4 oC. Se recolectó el sobrenadante y se le adicionó cloroformo, el tubo se agitó 

por inversión  suave, se centrifugó a 12, 000 rpm durante 3 min a 4 °C, el 

sobrenadante se pasó a otro tubo y se le adicionó etanol  al 100 %, se lavó dos 

veces con etanol al 70 %, se secó y se resuspendió en 50 µl de agua 

desionizada estéril. La pureza e integridad del DNA obtenido fue determinada 

por corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1% de acuerdo al método 

descrito por Sambrook y col., (1989). La electroforesis se realizó a 10 

voltios/cm durante 1 h, y utilizando como marcador de tamaño al marcador de 1 

kb (Invitrogen). 

 

8.8 AMPLIFICACIÓN DEL GEN fliC  POR LA REACCIÓN EN CADENA DE 
LA POLIMERASA 

El DNA genómico de P. multocida se utilizó como templado para la 

amplificación del gen fliC por PCR, para esto se utilizaron los oligos reportados 

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

 

Oligonucleótido en sentido   5´ AATACAACAGCCTCTCGCT 3´  

Oligonucleótido en antisentido  5´ AGAGACAGAACCTGCTGC 3´  

 

La reacción de amplificación se realizó en un volumen de 30 µl que 

contenía amortiguador de PCR 1X para la enzima Taq DNA polimerasa (Tris-

HCl 20 mM pH 8.4; KCl 50 mM), MgCl2 4.3 mM (Gibco, BRL, EUA) dATP, 

dCTP, dGTP y dTTP 200 µM de cada uno (Boehringer-Mannhaeim), 1 U de la 
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enzima de DNA polimerasa de Thermus aquaticus (Gibco, BRL, EUA), 30 ng 

de DNA y 100 ng de cada uno de los oligonucleótidos iniciadores. Las 

reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp 

PCR System 9600 (Perkin-Elmer) bajo las siguientes condiciones: 10 min a 

94°C para la desnaturalización del DNA, 25 ciclos de polimerización (1 min a 94 

°C, 1 min a 56 °C (hibridación) y 2 min a 72 °C) y por último un ciclo de 10 

minutos a 72°C para la extensión.  

 

8.9 CLONACIÓN DEL GEN fliC DE P. multocida. 
El producto de la amplificación se clonó en el vector pCR2.1 (Invitrogen), 

interrumpiendo el gen lacZ (α-complementación), pCR2.1 posee dos 

marcadores de selección; ampicilina y kanamicina. Se utilizó una cepa de E. 

coli TOP10 como hospedero general para la construcción pCR2.1-fliC Pm. La 

identificación de las colonias lacZ-, que fueran portadoras del producto 

amplificado se realizó en primera instancia en base al fenotipo resultante de la 

α -complementación, en presencia del sustrato cromogénico 5-Bromo-4-Cloro-

3-Indol ß-D-galactósido (X-gal) y de ampicilina (100 μg ml-1), fenotipo colonias 

blancas ampicilina resistentes.  

Se extrajo DNA plasmídico a estas colonias blancas (lacZ-) por lisis 

alcalina (Sambrook, y col., 1989), y posteriormente se verificó que portasen el 

fragmento clonado mediante un análisis de restricción con  la enzima EcoRI 

(Promega). 

 

8.10 SECUENCIACIÓN 
Una vez identificadas las colonias portadoras del fragmento clonado se 

envió una muestra de DNA plasmídico (pCR2.1-fliC Pm) a secuenciar al 

laboratorio de Bioquímica de la Unidad de Biotecnología y Prototipos de la 

FES-I. El fragmento clonado fue secuenciado automáticamente en un 

secuenciador de nucleótidos Abi Prism 3100 (Perkin-Elmer, AB Fullerton CA), 

usando los primers universales reversos T4 y M13 y siguiendo los protocolos 

Taq dye deoxy terminator and dye primer. Las secuencias de amino ácidos y 

de nucleótidos de la flagelina y del gen fliC de P. multocida fueron depositadas 

en The Gene Bank Database con el número de acceso AY445112. 
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8.11 ANÁLISIS IN SÍLICO 
Una vez obtenidas las secuencias de aminoácidos y de nucleótidos, se 

realizó el análisis de las mismas comparándolas con diferentes genes fliC y 

flagelinas previamente reportadas utilizando los programas n-Blast y  AliBee 

Multiple Alignement,   
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9 RESULTADOS 
A través de resiembras sucesivas en placas con medio semisólido, se 

lograron seleccionar colonias bacterianas mótiles de P. multocida (Fig. 5A) las 

cuales presentaron un crecimiento radial mayor al de E. coli O63:H-, usada 

como control negativo, pero este crecimiento radial fue siempre menor al 

observado con E. coli enteropatógena E2348/69, usada como control positivo 

(no mostrada en la placa), pues como se observa en el ensayo en tubo (Fig. 

5B), la cepa de E. coli empleada como control positivo presentó siempre una 

alta motilidad ocupando todo el espacio de que disponía en tiempos de 

incubación cortos. 

 

ENSAYO DE MOTILIDAD. 
 

 

 
 

Figura 5. Ensayos de movilidad de P. multocida (Pm). A. En placa con medio 

semisólido (triptona con NaCl y agar 0.4%). B. En tubo a las mismas 

condiciones pero suplementado con glucosa [27 mM] y agar 0.2% (1) E. coli 

(EPEC); (2) E. coli H-; (3) Pm aislada de ave y (4) Pm aislada de cerdo. 
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CONDICIONES DE MOTILIDAD 
De los diferentes medios empleados para detectar la motilidad de si, 

tanto en TSB como en triptona con NaCl se observaron resultados similares. 

Se eligió éste último para poder determinar las condiciones de motilidad debido 

a que se trataba de un medio menos complejo que el TSB.  

En el ensayo para la motilidad en placa se usó una concentración de 

agar de 0.4%. En tubo la concentración de agar óptima fue de 0.2%; a una 

concentración de 0.3% la motilidad disminuyó, siendo aún menor a 0.35%. A 

0.4% la motilidad prácticamente fue nula (Tabla 2). La condición atmosférica 

también influyó en la motilidad, siendo más evidente en condiciones de 

microaerofilia que en condiciones atmosféricas normales. 

La adición de glucosa en concentraciones de 13 o 27 mM al medio de 

ensayo favoreció la motilidad, pero concentraciones superiores (55 o 110 mM) 

la inhibieron.  

La presencia de NaCl y la de KH2PO4 fueron necesarias para la 

motilidad de P. multocida, siendo las concentraciones óptimas de 17 y 1.4 mM, 

respectivamente. Concentraciones superiores a 17 mM de NaCl no afectaron la 

motilidad de P. multocida, pero una concentración mayor o igual a 4 mM de 

KH2PO4 la disminuyó. El MgSO4 no afectó la motilidad a concentraciones de 2 

y 4 mM; sin embargo, la presencia de CaCl2 en concentraciones iguales o 

superiores a 5 mM la afectaron negativamente. 

El pH también afectó la motilidad, siendo 7 el pH óptimo. Valores por 

arriba o por debajo de 7 afectaron negativamente la motilidad. La motilidad de 

P. multocida pudo observarse sin cambio a 37, 39 o 40 ºC, pero a temperatura 

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

crecimiento. 

 

 

 

 

 
 

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

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

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

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

resultados fueron registrados después de 72 h de incubación. +++: muy  mótil; 

++: moderadamente mótil; +: mótil; +/-: escasamente mótil; -: no mótil. 
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OBTENCIÓN DE LA FLAGELINA 
Las cepas seleccionadas como mótiles, crecidas en soya tripticaseina 

con agar al 0.7% y adicionado con 5% de suero de ternera o sangre de 

borrego, se cosecharon y agitaron mecánicamente para liberar el flagelo de la 

superficie bacteriana. Estas estructuras bacterianas se purificaron por 

centrifugación diferencial y se corrieron electroforéticamente en condiciones 

desnaturalizantes en un gel de poliacrilamida al 10% dando origen a una 

proteína de aproximadamente 38 kDa, entre otras (Fig. 6A). Como no se 

obtuvo una purificación total y la muestra presentaba diferentes bandas de 

proteínas, se realizó un inmunoreconocimiento usando un suero policlonal anti-

flagelo de E. coli para confirmar que ésta(s) bandas correspondían a una 

flagelina (Fig. 6B) 

 

 

 
 

Figura 6. A. SDS-PAGE al 10% teñido con Azul de Coomassie donde se 

muestra la flagelina de P. multocida. Carril 1) Marcadores de peso molecular, 

Carril 2) primeras fracciones, Carril 3) fracción enriquecida B. Proteínas 

transferidas a papel de nitrocelulosa y tratadas con el anticuerpo anti-flagelina 

de E. coli. Carril 2) primeras fracciones, carril 3) fracción enriquecida 
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MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA. 
Las colonias de P. multocida crecidas en soya tripticaseina con agar al 

0.4% y adicionado con 5% de suero de ternera o sangre de borrego y 

seleccionadas como mótiles mostraron filamentos flagelares en su superficie 

cuando se observaron con ayuda de un microscopio electrónico. Estas 

estructuras presentaron una distribución principalmente polar; lo cual no 

descarta una distribución diferente en condiciones de crecimiento distintas. Los 

flagelos presentaron una longitud promedio de 15 µm y un grosor de 10-20 nm 

(Fig. 7A). La presencia de flagelos en las muestras obtenidas por centrifugación 

diferencial  fue también determinada por microscopía electrónica confirmando 

el reconocimiento inmune obtenido con el suero policlonal anti-flagelo de E. coli 

(Fig. 7B). 

 

 

 
 

Figura 7. Micrografía electrónica de A. Células de P. multocida. B. Flagelo 

purificado de P. multocida. 
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RECONOCIMIENTO (WESTERN BLOT) 
La flagelina de P. multocida fue reconocida por sueros policlonales 

dirigidos contra flagelinas de diferentes bacterias (Fig. 8). Esta reactividad fue 

muy similar a la observada con la flagelina de E. coli usada como control 

positivo. Este inmunoreconocimiento confirmó la presencia de epítopos 

comunes entre las diferentes flagelinas bacterianas ya descritas. 

 

 

 

 
 

Figura 8. Western blot donde se muestra el reconocimiento de  las flagelinas 

de E. coli (carriles con número 1) y de P. multocida (carriles con número 2) al 

usar diferentes sueros policlonales anti-flagelo. 

 

A. Anti-flagelo de E. coli. 

B. Anti-flagelo de S. typhimurium. 

C. Anti-flagelo de P. mirabilis. 

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

La extracción del DNA de la cepa de P. multocida aislada de pollo se 

logró adecuadamente y después de un tratamiento con fenol cloroformo y 

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

9). 

 

 

 

 

 

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

Kilobase, Carril 2) DNA cromósomico de P. multocida. 
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Usando este DNA como templado se logró la amplificación de un 

producto de aproximadamente 1000 pb  (Fig. 10) el cual se clonó en el vector 

pCR 2.1 y se envió a secuenciar.  De la misma manera, se obtuvo también 

DNA genómico de la cepa de P. multocida aislada de cerdo (serotipo D) así 

como de dos aislados de campo (de cerdo y de conejo, también 

proporcionados por BioVetSA) de los cuales se logró amplificar un producto de 

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

 

 

 

 

 

Figura 10. Producto de amplificación del gen fliC de P. multocida con los 

iniciadores diseñados para amplificar el fliC de A. pleuropneumoniae. Gel de 

agarosa al 1%, Carril 1) Marcador 1 Kb, Carril 2) Producto de PCR fliC de P. 

multocida aislada de pollo. 
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Fig. 11. Productos de amplificación de los genes fliC de P. multocida aisladas 

de diferentes hospederos. Carril 1) Marcador 1 Kb, Carril 2) P. multocida OV, 

Carril 3) P. multocida X73, Carril 4) P. multocida 1569 (otro aislado de cerdo), 

Carril 5) P. multocida 3307 (aislado de conejo) 

 

 

SECUENCIA DE AMINO ÁCIDOS Y NUCLEÓTIDOS DE LA FLAGELINA Y 
DEL GEN fliC DE P. multocida Y ANÁLISIS IN SILICO. 

Utilizando oligonucleótidos complementarios al gen fliC de A. 

pleuropneumoniae y DNA genómico de P. multocida, se obtuvo por PCR un 

fragmento de 990 pb, cuya secuencia fue homóloga a la de los genes fliC de 

otras bacterias, incluida A. pleuropneumoniae, también miembro de la familia 

Pasteurellaceae (Fig.12) 

La secuencia de amino ácidos completa de la flagelina obtenida de P. 

multocida aislada de pollo mostró una proteína constituida por 335 a.a. La 

comparación de esta secuencia con las de otras flagelinas reportadas usando 

el programa BlastX (EXPECT=10; matrix BLOSUM62, word size=3) reportó un 

alto porcentaje de identidad con las flagelinas de A. pleuropneumoniae, E. coli 

O15H17, V. cholerae, y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15691), entre otras 

(Fig.12).  
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Fig.12. Alineamiento nucleotídico del gen fliC de P. multocida con las 

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

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

en rojo indican bases idénticas, en azul las bases idénticas entre dos 

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

 

 

 
 

 

 

 

 

Fig. 13. Alineamiento múltiple de la región N-terminal del péptido deducido del 

gen fliC clonado de P. multocida, con siete  diferentes flagelinas bacterianas; E. 

coli, P. aeruginosa, P. putida, S. typhimurium, Yersinia enterocolitica, Bordetella 

bronchiseptica y Treponema phagedenis. Aminoácidos en rojo indica el más 

alto índice de identidad, en azul  indica residuos funcionalmente idénticos y en 

negro un menor índice de identidad. Realizado con el programa AliBee Multiple 

Alignament 
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10 DISCUSIÓN 
Existen evidencias de que muchos de los determinantes de virulencia de 

bacterias patógenas son regulados por el medio ambiente y se expresan sólo 

bajo ciertas condiciones. Los microorganismos patógenos deben tener 

mecanismos específicos que faciliten la colonización, eviten el sistema inmune 

del hospedero y  les permitan adquirir los nutrimentos necesarios. Ellos deben 

también producir factores que  causen  daño al hospedero (directa o 

indirectamente). Debido a que el ambiente encontrado en un hospedero será 

completamente diferente del ambiente externo, los patógenos deben ser 

capaces de regular la expresión de los genes necesarios al moverse del 

ambiente al hospedero o de un nicho a otro (Shehata y Marr, 1971; Griffiths, 

1991; Óbice y col., 2004). 

Un factor esencial en las infecciones es la habilidad de un patógeno 

invasor para multiplicarse exitosamente bajo condiciones adversas en el 

hospedero. Es por ello que la bacteria debe poseer los determinantes 

necesarios para la patogenicidad. Una vez dentro del hospedero, algunos de 

los patógenos se mueven a través de diferentes medios ambientes (de la 

superficie de la mucosa al torrente sanguíneo o de la localización extracelular 

al interior de las células). Esto tiene consecuencias importantes no solo para el 

entendimiento de la patogenicidad bacteriana y de las enfermedades causadas, 

sino también para el diseño de medidas usadas para prevenir o tratar 

infecciones. La patogenicidad generalmente depende de una o varias 

propiedades de la bacteria y la respuesta a las señales del medio ambiente 

involucran alteraciones coordinadas en la expresión de grupos de genes y 

operones que codifican varios factores (Miller y col., 1989). 

En términos generales, los genes pueden ser regulados positiva 

(activados) o negativamente (reprimidos), y su regulación puede ocurrir nivel de 

transcripción, traducción o posttraduccionalmente. La regulación de un gen o 

grupo de ellos a nivel transcripcional y en particular a nivel del inicio de la 

transcripción es el método más efectivo para controlar su expresión. El 

conocimiento de la regulación genética bacteriana ha sido fuertemente influido 

por el concepto del operón, en el cual una proteína regulatoria controla la 

expresión de dos o más genes que son transcritos como un mensaje 

policistrónico. El operón representa un mecanismo para la expresión 
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coordinada de un grupo de genes de acuerdo a como una bacteria experimenta 

diferentes cambios ambientales. El agrupamiento de varios operones o genes 

individuales bajo el control de una proteína regulatoria común produce un 

regulón, en el cual todas las unidades transcripcionales son reguladas en 

respuesta a una señal común (Dorman y Smith, 2001).  

El regulón de la quimiotaxis flagelar en E. coli contiene más de 50 genes 

que están organizados en una jerarquía tal que la expresión de genes en la 

punta de la jerarquía es requerida para la expresión de los genes más bajos en 

esa jerarquía. Se requiere  una gran cantidad de energía para la síntesis de 

flagelo. La cantidad de flagelina sola es el 8% del total de la proteína celular 

cuando los operones flagelares son expresados óptimamente. A pesar del alto 

costo energético que representa para un microorganismo expresar flagelos, las 

ventajas que le confiere expresarlos le redituarán en ventajas de sobrevivencia 

y de su patogenicidad con respecto a aquellos que no los expresen (Macnab y 

Parkinson, 1991). 

La expresión de genes de virulencia está estrictamente regulada y 

responde a estímulos ambientales tales como la temperatura, el pH y la 

disponibilidad de nutrientes, entre otros. Tal regulación permite la expresión 

oportuna de proteínas requeridas para el crecimiento y sobrevivencia de un 

microorganismo dentro de su hospedero o en un ambiente definido, en 

coordinación con cambios en las condiciones ambientales (Mekalanos, 1992).  

Diferentes factores de virulencia han sido descritos y caracterizados en  

P. multocida (Boyce y col., 2000b; Essler y col., 1998; Mizana y col.,  2000; 

Snipes y col., 1988); sin embargo a la fecha no han sido descritas evidencias 

acerca de la movilidad in vitro y la presencia de flagelo en esta bacteria. (Kilian 

y Biberstein, 1984). En este trabajo se reportan las condiciones y 

características bioquímicas que permiten evidenciar la motilidad y la presencia 

de flagelo bacteriano en P. multocida. 

Se ha demostrado previamente en diferentes microorganismos que los 

primeros eventos de una infección, tales como la adhesión y la invasión, 

dependen al menos parcialmente de la expresión de fimbrias y flagelos (La 

Ragione y col., 2000; Van Hasten y col., 2000). Para P. multocida la expresión 

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 patógenas la 
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expresión de organelos de superficie para poder colonizar eficazmente 

depende de factores relacionados al microambiente en el que se encuentren 

dentro de su hospedero o de ciertas condiciones in vitro, por ejemplo, los 

cambios de temperatura influyen en la expresión del pilus tipo 1 en E. coli (Wolf 

y Arking, 2002) y el contacto con células induce la expresión de pili tipo IV de 

diferentes bacterias Gram negativas, tales como A. pleuropneumoniae 

(Winther-Larsen y Koomey, 2002; Boekema y col.,2004). Varios autores han 

demostrado que cuando cepas de P. multocida aisladas de aves se crecen in 

vivo, expresan nuevos antígenos de  superficie los cuales no son expresados 

en condiciones in vitro (Snipes y col., 1988; Choi y col. 1991), lo que sugiere 

fuertemente que la expresión de proteínas tales como la flagelina podría estar 

relacionada ciertas condiciones del medio ambiente dentro de su hospedero o 

que no están comúnmente presentes in vitro. 

Para poder evidenciar la motilidad in vitro, la presencia de flagelo sobre 

la superficie de P. multocida y para obtener la flagelina a partir de células que 

la expresaban, fue muy importante la selección previa de cepas mótiles. Sin 

esta selección, no hubiese sido posible ver la motilidad de esta bacteria. Este 

proceso fue similar  al utilizado para seleccionar cepas mótiles de A. 

pleuropneumoniae, otro miembro de la familia Pasteurellaceae y agente 

responsable de la pleuroneumonía porcina, del cual también se demostró 

recientemente la motilidad in vitro (Negrete-Abascal y col., 2003). Para ambas 

bacterias, la motilidad se vio favorecida en medios BHI o TSB con una 

concentración de agar del 0.2-0.3%. Estos resultados también fueron similares 

a los reportados por Girón (1995) al estudiar la motilidad de diferentes cepas de 

Shigella reportando una concentración óptima de agar de 0.175%. 

P. multocida presentó motilidad óptimamente a una concentración de 

agar de 0.2% independientemente de cual cepa se estuviese probando. La 

motilidad disminuyó cuando la concentración de agar se elevó al 0.3 o 0.35%. 

La variación en la concentración de agar conlleva cambios importantes en 

disponibilidad de oxígeno,  nutrientes, osmolaridad y viscosidad, entre otras, las 

cuales pueden tener gran influencia en la expresión del flagelo. 

Dos tipos diferentes de motilidad son mediados por el flagelo bacteriano. 

La motilidad natatoria (swiming) en medio líquido y el movimiento ondulatorio 

(swarming) en superficies sólidas o en  medios viscosos condiciones viscosas. 
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 La primera contribuye a la colonización bacteriana de la superficie 

celular del hospedero y juega un  papel muy importante en la formación de 

biofilm, la segunda  está asociada con la diferenciación celular al fenotipo 

ondulatorio (swarmer), y depende de la incrementada expresión flagelar 

inducida en superficies sólidas y por alta viscosidad, este tipo de motilidad se 

ha demostrado tanto en bacterias Gram-negativas como en Gram-positivas 

(Kirov, 2003). 

El swarming ha sido caracterizado en Proteus sp. y en V. 

parahaemolyticus. En Proteus sp la hiperflagelación resulta de la incrementada 

expresión del mismo tipo flagelar usado para el movimiento natatorio, mientras 

que en V. parahaemolyticus ocurre debido a la inducción del flagelo lateral. El 

swarming de Proteus tiene una fuerte apariencia de ojo de toro. La colonia 

inicial de 2-4 μm presenta bacterias con 6-10 flagelos perítricos y se diferencia 

en células hiperflageladas  de 20-80 μm las cuales migran en forma al mismo 

tiempo, paran y revierten a células vegetativas antes de una segunda fase de 

diferenciación de swarming. Esto da como resultado el patrón de anillo 

concéntrico (McCarter, 1999; Harshey 1994, Belas, 1996). 

La presencia de flagelo polar sobre la superficie de P. multocida fue 

determinada por microscopía electrónica, observándose filamentos de 

aproximadamente 15 µm de longitud y diámetro de 10-20 nm; dimensiones muy 

similares a las descritas para el flagelo polar expresado por A. 

pleuropneumoniae (Negrete-Abascal y col., 2003) en condiciones similares. Sin 

embargo, al comparar ambas proteínas por su corrimiento electroforético, se 

encontró que mientras que la flagelina expresada por P. multocida 

correspondía a una proteína de aproximadamente 40 kDa, la reportada para A. 

pleuropnuemoniae era de 65 kDa. Esta diferencia en tamaño no resulta 

extraña, pues se ha reportado que el peso molecular de las flagelinas 

expresadas por diferentes microorganismos puede variar desde 30 hasta más 

de 80 kDa o pueden existir variaciones en el tamaño de la flagelina entre cepas 

del mismo tipo, como ha sido descrito para P. aeruginosa (Brimer 1998). En 

ambos casos, P. multocida y A. pleuropnuemoniae, no se ha descartado la 

posibilidad de expresión de flagelos con otra distribución al cambiar las 

condiciones de crecimiento. 
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La formación de flagelo bacteriano es sensible a las condiciones del 

medio ambiente. En E. coli la síntesis flagelar es inhibida por represión 

catabólica causada por el crecimiento en presencia de D-glucosa como fuente 

de carbono, y por temperaturas elevadas (Adler y Templeton, 1967). Li y col. en 

1993 describieron diferentes condiciones de crecimiento que llevan a la pérdida 

de motilidad, éstas condiciones incluyen el crecimiento de la bacteria en altas 

concentraciones de carbohidratos, sales inorgánicas y alcoholes, altas 

temperaturas, o bajo la presencia de inhibidores de DNA girasa. 

La temperatura es una de las principales señales regulatorias para un 

gran número de patógenos, particularmente aquellos que pueden ser 

expuestos a temperaturas ambiente más bajas que el intervalo encontrado en 

sus hospederos, un ejemplo lo tenemos en la habilidad que tiene Shigella  para 

causar disentería dependiente de la capacidad para invadir y multiplicarse en 

células epiteliales de colon; ésta propiedad es dependiente de la temperatura. 

Se ha demostrado que Shigella crecida a 30 ºC es incapaz de penetrar células 

de mamíferos en cultivo y es avirulenta, en modelos de laboratorio, solamente 

aquellas que crecen  a 37 ºC exhiben el fenotipo asociado con virulencia. La 

virulencia en esta bacteria está mediada por varios genes localizados en 

plásmidos y en su cromosoma, algunos de estos se encuentran en un regulón 

controlado por la temperatura. La mayoría de las enterobacterias presentan 

motilidad a 35°C; la motilidad de Y. enterocolitica y Listeria monocytogenes se 

observa entre 22 a 25 °C, mientras que S. pullorum presenta una alta motilidad 

cuando es incubada a 42 °C (Holt y Chaubal, 1997; Kerridge ,1960; Koneman y 

col., 1983). 

En el caso de P. multocida se observó que era capaz de expresar flagelo 

a temperaturas de 37, 39 o 40 °C, pero a temperatura ambiente 

(aproximadamente 22-23 °C) la motilidad prácticamente se vio inhibida. Las 

temperaturas a las cuales P. multocida expresó flagelo corresponden con las 

temperaturas corporales de algunos de sus hospederos como pueden ser el 

humano (37°C); el pollo y el cerdo (aproximadamente 39-40°C). Esta motilidad 

también se vio favorecida cuando los medios de prueba se incubaron en 

condiciones de microaerofilia y presencia de CO2 (Tabla 2). 
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En algunos casos la expresión de factores de virulencia es controlada no 

sólo por la temperatura, sino que ésta actúa junto con otra señal regulatoria, 

por ejemplo la toxina de S. disenteriae es regulada por temperatura y hierro 

(Weinstein y col., 1988) y varios factores de virulencia en Yersinia son 

controladas por temperatura y calcio (Maurelli, 1989). En el caso de P. 

multocida, se desconoce si la combinación de temperatura y algún ión metálico 

u otra condición ambiental favorece la expresión de flagelo, pues se evaluaron 

condiciones individuales. La expresión de flagelo y motilidad podrían también 

estar reguladas por factores genéticos aún sin identificar y factores ambientales 

(Girón, 1995; Zhao y col., 1995). 

La motilidad  de P. multocida se vio afectada por el pH del medio, siendo 

óptima a pH neutro; cuando el pH del medio se alejaba de la neutralidad, la 

motilidad disminuía. De manera similar, ésta se vio afectada por la presencia 

de dextrosa, fosfato y cloruro de sodio, siendo las concentraciones óptimas de 

27 mM, 1.4mM y 170 mM respectivamente (Tabla 2). En E. coli, se ha descrito 

previamente que la presencia de glucosa en concentraciones  iguales o 

superiores a 27.8 mM inhibían la síntesis de flagelo (Adler y Templeton, 1967, 

Eisenstein y col. 1982), en P. multocida se observó que la adición de glucosa 

favorecía la motilidad, teniendo como concentración óptima 27 mM, 

concentraciones superiores a ésta, la disminuían; efecto muy parecido al 

reportado en E. coli. Se ha sugerido que este efecto se debe a que un 

incremento en la concentración de glucosa disminuye la concentración 

intracelular de CRP/cAMP, lo que provoca un efecto inhibitorio en la expresión 

del operón flhD. Yakota y Gots, 1970  reportaron que el cAMP es un 

requerimiento indispensable para la formación del flagelo en E. coli, y S. 

typhimurium, y por lo tanto para su motilidad. Sin embargo, este no parece ser 

un fenómeno común, pues bacterias tales como Enterobacter aerogenes, 

Providencia rettgeri y P. mirabilis presentan una mayor motilidad en medios con 

altas concentraciones de glucosa (Lai y col., 1997). 

La importancia del polifosfato inorgánico en la patogénesis y motilidad 

bacteriana ha sido descrita para diferentes microorganismo patógenos y esto 

se ha corroborado ampliamente con cepas de P. aeruginosa mutantes en la 

poli fosfato cinasa  (Rashid y col., 2000 a y b); en P. multocida, la adición de 

fosfato al medio de prueba, favoreció la motilidad, observándose una motilidad 
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óptima a una concentración de 1.4 mM, indicando que al igual que para otras 

bacterias la presencia de fosfato favorecía la inducción de motilidad. 

Resultados parecidos a los obtenidos en este trabajo han sido 

reportados por Avelino Flores y col., (2004) quienes trabajaron con una 

construcción genética de E. coli enteropatogénica H6 que contenía el promotor 

de fliC fusionado al gen reportero de la β-galactosidasa. Ellos encontraron que  

la presencia de iones divalentes, cloruro de sodio y una atmósfera con CO2 

inducían la transcripción de la β-galactosidasa.  

La liberación mecánica del flagelo y/o flagelina a partir de colonias 

previamente seleccionadas como mótiles, permitió observar una proteína de 

aproximadamente 38-40 kDa en geles de poliacrilamida al 10%. Debido a que 

se observaron, además de esta banda, otras de mayor tamaño (aprox. 28, 65 y 

90 kDa), aunque de menor intensidad (Fig. 6A), se decidió corroborar por 

inmunoreconocimiento si estas bandas correspondían a una flagelina. El 

immunoblotting de estas muestras, al usar un antisuero contra la flagelina de 

Salmonella, nos permitió observar reconocimiento intenso de la banda de 

aproximadamente 38-40 kDa y un menor reconocimiento de la banda de 

aproximadamente 65 kDa sugiriendo este resultado que P. multocida podría 

expresar más de una flagelina como ha sido reportado para bacterias tales 

como P. mirabilis (Fig 6B); (Belas y Flaherty, 1994). Este resultado necesita 

confirmarse con posteriores experimentos. Debido a que la banda más 

frecuentemente obtenida en los procesos de extracción y la que también se 

obtenía en mayor cantidad era la de 38-40 kDa, se decidió trabajar con esta 

proteína. Esta flagelina también mostró reactividad cruzada al usar sueros anti-

flagelina de E. coli, A. pleuropneumoniae, S. typhimurium, y P. mirabilis (Fig. 8) 

corroborando reportes previos que indican que las flagelinas de diferentes 

microorganismos presentan epitopos comunes al tener regiones compartidas 

en los extremos de la molécula (Macnab, y Parkinson 1991). Esta reactividad 

fue muy similar a la observada con la flagelina de E. coli usada como control 

positivo. 

Cuando se secuenció la proteína de 38-40 kDa, el extremo amino 

terminal mostró homología con las secuencias de flagelinas de A. 

pleuropneumoniae, E. coli O15H17, V. cholerae, y P. aeruginosa (ATCC 

15691), corroborando el resultado obtenido por inmunoblotting (Fig. 13). La 
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secuencia de amino ácidos total mostró homología con las secuencias de 

flagelina de las mismas bacterias y en menor proporción con las de otros 

microorganismos. 

A partir del DNA genómico de P. multocida, se amplificó  un fragmento 

de aproximadamente 1000 pb utilizando los oligos empleados para la 

amplificación del gen fliC de A. pleuropneumoniae reportado previamente 

(Negrete Abascal y col., 2003). La secuencia de nucleótidos del fragmento 

correspondió a 990 pb y  mostró homología con las secuencias reportadas para 

genes fliC de diferentes microorganismos, incluyendo el de A. 

pleuropneumoniae. (Fig. 12) 

La secuencia de amino ácidos completa de la flagelina obtenida de P. 

multocida aislada de pollo mostró una proteína constituida por 335 amino 

ácidos. La comparación de esta secuencia con otras secuencias de amino 

ácidos para otras flagelinas reportadas usando el programa BlastX 

(EXPECT=10; matrix BLOSUM62, word size=3) reportó un alto porcentaje de 

identidad con las flagelinas de A. pleuropneumoniae, E. coli O15H17, V. 

cholerae, y P. aeruginosa (ATCC 15691), entre otras. 

A pesar de contar con la secuencia completa del probable gen fliC de P. 

multocida y a que segmentos de DNA de tamaño similar fueron amplificados a 

partir de otros aislados de campo de P. multocida usando los mismos primers y 

condiciones que para amplificar el probable gen fliC, no se encontró homología 

alguna en la secuencia del genoma completo reportada para P. multocida 

PM70. Sin embargo, varios genes relacionados con motilidad y secreción de 

proteínas están reportados en éste genoma y son comunes para las cepas 

PM70 y X-73. Estas cepas están aún bajo estudio a nivel de composición de 

secuencias y regulación de sus genes (Boyce y col., 2002). 

La motilidad es considerada como una propiedad muy antigua de las 

bacterias. Está estrechamente vinculada con la quimiotaxis, la habilidad para 

orientarse a lo largo de ciertos gradientes químicos. La combinación de 

motilidad y quimiotaxis habilita a la bacteria para detectar y obtener nutrientes y 

para poder colonizar. El mecanismo de motilidad mejor conocido en la bacteria  

es el debido a la presencia de flagelo. Las bacterias mótiles gastan parte 

considerable de su energía metabólica para sintetizar las proteínas que 
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formarán parte estructural de éste aparato y es proporcionar la energía para su 

rotación (Josenhans y Suerbaum, 2002).  

Existen varias especies bacterianas que requieren de la motilidad para 

tener éxito en la colonización  de sus hospederos humanos o animales. En la 

mayoría de  los casos  la evidencia se deriva de los estudios con cepas 

mutantes no móviles o no flageladas en modelos animales adecuados o 

cultivos celulares. Un argumento a favor de la importancia de la motilidad 

durante la infección es la recuperación de cepas mótiles después de la 

infección con cepas de bacterias no mótiles o la mezcla de bacterias motiles/no 

motiles (Eaton y col., 1992). Observaciones directas en biopsias de mucosa de 

animales o pacientes claramente muestran la presencia bacterias mótiles, por 

ejemplo con Campylobacter (Lee y col.1986). Se ha demostrado que en 

algunas bacterias patógenas la motilidad juega un papel importante, 

principalmente en las fases iniciales de la infección y no es necesaria 

posteriormente (Josenhans y Suerbaum, 2002). Entre estas bacterias tenemos 

a Salmonella, E. coli, Bordetella bronquiseptica, B. pertusis. El flagelo puede 

servir como un apéndice adhesivo en las fases iniciales de la colonización y 

como  un organelo móvil,  de esta forma sirve como una señal mecánica  para 

indicarle a la bacteria que el contacto con el hospedero ha iniciado. El flagelo y 

no la motilidad juegan un papel importante en el modelo de infección oral de en 

pollos de un día de nacidos por Salmonella (Allen-Vercoe y col., 1999). Se ha 

reportado que las mutantes deficientes en motilidad, quimiotaxis o flagelina son 

menos virulentas que la cepa silvestre (Robertson y col.,  2000), lo cual puede 

indicar que el contacto con las células del hospedero es más fácil para 

bacterias mótiles. En cambio L. pneumophila necesita la motilidad para 

establecer y mantener una infección en un hospedero (Swanson y Hammer, 

2000). 

Otras bacterias patógenas necesitan la motilidad durante la infección de 

un hospedero y no pueden persistir sin ella, tampoco cuando son deficientes en 

quimiotaxis. Entre ellas tenemos, por ejemplo, a Borrelia burgdorferi, 

Treponema, Helicobacter, Campylobacter, P. aeruginosa, y Proteus 

(Josenhans y Suerbaum, 2002). 

El sistema flagelar está estrechamente vinculado, estructural y 

funcionalmente al sistema de traslocación y exporte de proteínas, el cual fue 
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primeramente descubierto en Salmonella (Kubori y col.,  2000). Ambos 

sistemas son homólogos al sistema de secreción tipo III (TTSS) (Macnab, 

1999).  El flagelo y el TTSS asociados a virulencia no son mutuamente  

excluyentes y coexisten en muchos patógenos (Josenhans y Suerbaum, 2002). 

En la patogénesis de infecciones del tracto respiratorio debidas a P. 

aeruginosa, se ha demostrado que el flagelo y/o la motilidad flagelar son 

necesarios en tres estados de la infección: 1) la adquisición de organismos 

mótiles, 2) inmunoestimulación y 3) adaptación. La motilidad flagelar y la 

motilidad basada en el pili tipo IV se ha reportado que son necesarias para el 

desarrollo de una infección por parte de P. aeruginosa, así como para la 

formación de biofilms (Feldman y col., 1998; O´Toole y  Kolter, 1998). 

En la primera etapa de la infección, cepas ambientales de P. aeruginosa 

son inhaladas o inadvertidamente liberadas en el tracto respiratorio superior. 

En esta etapa, la expresión del flagelo es crítica para que los microorganismos 

presenten quimiotaxis hacia los sustratos adecuados, tales como la mucina. En 

un huésped normal la presencia de defensinas y péptidos antimicrobianos así 

como el funcionamiento de mecanismos de limpieza, eliminarán a los 

microorganismos antes de que se monte una respuesta inmune. 

 

En la segunda etapa, en pacientes con fibrosis cística y probablemente 

neumonía, existe una infección de vías respiratorias caracterizada por 

inflamación en respuesta al microorganismo. Y como consecuencia de la 

disminución de la actividad de defensinas, el microorganismo no es 

eficientemente eliminado. La producción de diferentes factores de virulencia 

(proteasas, elastasa, neuraminidasas etc.) le permitirá alcanzar la barrera de 

glicocálix y posteriormente la superficie apical del epitelio. El flagelo actúa 

como un “sensor” que reconoce estructuras GM1 accesibles en la superficie de 

células epiteliales, permitiendo un contacto íntimo e iniciar la cascada de 

señales que resultan en la expresión de IL-8. Ya que IL-8 es una potente 

citosina, los organismos flagelados pueden ser eliminados en esta etapa por la 

respuesta inflamatoria. 

 

En la etapa de adaptación existen bastantes bacterias en las vías aéreas 

de tal manera que se puede realizar una selección de mutantes que 
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específicamente se adaptan al nicho ecológico. Para evitar ser eliminadas por 

las células fagocíticas del hospedero, mutantes aflageladas proliferan 

permaneciendo por más tiempo en el hospedero que las cepas silvestres 

flageladas. Puede ocurrir también que aparezcan mutantes mucoides que 

sobreexpresen alginato, un factor de virulencia adicional. 

Se ha reportado que la flagelina es una proteína muy inmunogénica 

(Akerley y col., 1995) y en algunas infecciones bacterianas se ha demostrado 

que bacterias flageladas son más fácilmente eliminadas que aquellas no 

flageladas  

Las flagelinas de patógenos Gram-negativos además de ser muy 

inmunogénicas, tienen propiedades inmunomoduladoras. Se ha demostrado 

que las flagelinas de S. typhimurium  y E. coli dirigen la expresión de la citosina 

proinflamatoria IL-8 en cultivos celulares de epitelio intestinal, mutantes 

flagelares no son capaces de causar esta fuerte respuesta inmune (Dibb-Fuller 

y col., 1999; Gewirtz y col., 2001). La inyección de flagelina purificada en 

ratones y ratas lleva a la liberación de citosinas inflamatorias y provoca 

síntomas similares al shock endotóxico independientes de las reacciones por 

LPS y el receptor Toll-like 4 (TLR-4). Posteriormente se demostró que esos 

efectos eran mediados por TLR-5 (Hayashi y col.  2001). Es por ello que la 

flagelina es considerada como una de las principales señales de daño que 

actúan en la  inducción de la inmunidad innata contra patógenos Gram-

negativos en el hospedero (Josenhans y Suerbaum, 2002). 

Considerando todas las funciones en las cuales está involucrado el 

flagelo, se  puede concluir  que éste podría ser muy importante para la 

patogenicidad de  P. multocida, junto con los demás factores de virulencia que 

posee esta bacteria. La participación del flagelo en diferentes procesos 

patogénicos llevados a cabo por P. multocida tales como la adhesión, la 

invasión celular, formación de biofilms, etc. dentro de su hospedero son 

eventos que esperan ser estudiados. 
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11 CONCLUSIONES 
 

• Se demostró la motilidad in vitro de P. multocida.  En base a los 

resultados obtenidos se puede concluir que P. multocida, contrariamente  

como se ha descrito en la literatura, es capaz de presentar movilidad in 

vitro y probablemente de igual forma lo haga in vivo, bajo condiciones 

microambientales de su hospedero que estimulen dicho movimiento.  

 

• La motilidad caracterizada para P. multocida en este trabajo es afectada 

por el pH del medio, la temperatura del ambiente, y presenta  un 

requerimiento de dextrosa, fosfato y cloruro de sodio a las 

concentraciones de 27 mM, 1.4mM y 170 mM respectivamente.  

 

• P. multocida expresa flagelos polares (aproximadamente 15 µm de 

longitud y diámetro de 10-20 nm) constituidos por una proteína 

monomérica de 38 kDa. 

 

• Se logró amplificar un fragmento de 990 pb (fliC) a partir del genoma de 

diferentes aislados de P. multocida.  

 

• La flagelina de P. multocida muestra una alta identidad (95%) a las 

secuencias de flagelinas reportadas para otros microorganismos incluida 

la de A. pleuropneumoniae. 

 

• Este es el primer trabajo donde se demuestra la movilidad  y la 

presencia de un gen fliC en P. multocida. Estos resultados amplían en 

gran medida el conocimiento sobre este patógeno y abren nuevos 

marcos de investigación en P. multocida, que pueden conducir hacia un 

mejor entendimiento de los mecanismos de interacción con su 

hospedero. 
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12 PERSPECTIVAS 
 

• Clonar el fragmento amplificado para lograr la sobreexpresión y 

purificación de la flagelina  

 

• Determinar la participación en patogénesis del flagelo de P. multocida a 

través de ensayos de adhesión, colonización e invasión a células. 

 

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

cuales serán útiles para apoyar los ensayos anteriores. 

 

• Determinar si esta flagelina pudiese ser utilizada como herramienta de 

diagnóstico. 

 

• Determinar su posible utilidad como un componente vacunal. 

 

• Demostrar su participación en virulencia con el uso de mutantes. 
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