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Resumen 

Pasteurella  multocida es  un  cocobacilo  Gram-negativo  anaerobio  facultativo  que  puede

causar enfermedades en diferentes animales produciendo perdidas económicas a la industria

pecuaria. Este microorganismo expresa diferentes factores de virulencia los cuales le otorgan

la  capacidad de infectar  un  amplio  rango de hospederos.  Una limitante  para  infectar  un

hospedero  es  la  baja  disponibilidad  de  hierro  libre.  Para  manejar  estas  limitaciones  las

bacterias  expresan  proteínas  en  su  superficie  que  pueden  interactuar  con  moléculas

asociadas al  hierro como lo son las hemoproteínas,  la lactoferrina o la transferrina o los

sideróforos.  Utilizando la  técnica Far-western blot,  se encontró que algunas cepas de  P.

multocida expresan una proteína de membrana de alrededor de 95kDa al crecer en un medio

con baja concentración de hierro. Esta proteína puede unirse a la lactoferrina humana y su

identidad  por espectrometría  de  masas  indica  homología  con  una  aldehído  alcohol

deshidrogenasa.  La  cepa  de  P.  multocida ATCC  43020  demostró  ser  capaz  de  usar

lactoferrina humana como fuente de hierro al crecerse en un medio con 2´2´-dypyridyl como

agente quelante de hierro. La adición de lactoferrina humana permite la recuperación de un

60% del crecimiento de esta cepa con respecto a un medio en el cual no se adiciona esta

proteína; esta recuperación no se observó en el aislado C-3 de P. multocida que no expresa

esta proteína. La capacidad de usar lactoferrina humana como fuente de hierro por parte de

algunas cepas de  P.  multocida podrían  convertir  a  este  microorganismo en un potencial

agente zoonotico.
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Introducción

Descripción del organismo de estudio

Pasteurella multocida es una bacteria que se encuentra como comensal en la oro-faringe y

el tracto respiratorio superior de mamíferos y aves tanto domésticos como salvajes y que

bajo ciertas circunstancias puede ser un patógeno oportunista (Wilson et al., 2013). 

P. multocida es un coco bacilo Gram-negativo capsulado, no formador de esporas, presenta

tinción bipolar con tinción de Gram, anaerobio facultativo, no móvil, produce H 2S e indol, no

es hemolítico en sangre de cordero, es sensible a penicilina, produce ácido sin gas a partir

de glucosa, galactosa, fructuosa, manosa, y sacarosa; no crece en agar MacConkey. Puede

ser clasificado por su cápsula en los serogrupos A, B, D, E y F, y por su lipopolisacárido en

los  serotipos  1-16.  Cada  serotipo  puede  afectar  a  diferentes  hospederos  y  causarles

diversas enfermedades. Un ejemplo, es el cólera aviar es producido principalmente por el

serotipo A, mientras que los serotipos E y B causan septicemia hemorrágica en bovinos y

búfalos. El serotipo D provoca rinitis atrófica en cerdos, mientras que el serotipo A:1 origina

neumonía en bovinos, cerdos y borregos (Harper et al., 2006, Liu et al., 2003; Trigo, 1987,

Boyce et al., 2010, Namioka, 1972).

La infección sintomática por Pasteurella es una enfermedad de alto impacto en la ganadería

y  en  las  poblaciones  silvestres  de  algunos  animales  (como  en  la  Saiga  tatarica cuyas

poblaciones se vieron afectadas en mayo del 2015 por este patógeno causando 152 336

animales muertos en un periodo de dos semanas). Debido al amplio rango de hospederos a

los  que  puede  afectar de  acuerdo  a  la  Organízación  Mundial  de  la  Salud  Animal

(www.oie.int).  Por  otro  lado,  hay  numerosos  reportes  de  infecciones  de  distinta  índole

provocadas por  P. multocida  en humanos;  sobre todo se ha notado que muchas de las

infecciones provocadas por mordeduras/arañazos de perros y gatos son provocadas por

esta bacteria; también se han reportado casos de infecciones por P. multocida que no están

relacionados  a  mordeduras/arañazos  de  animales.  En  estos  casos  la  mayoría  de  las
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infecciones se presentan en el  tracto respiratorio  y  en algunos casos,  infecciones en el

sistema gástrico, en las extremidades, el sistema nervioso central, en los ojos, en la boca  y

algunos reportes de septicemia.  Pero debido a que muchas veces no se identifican los

patógenos causantes de infecciones bacterianas, no se tienen estadísticas reales sobre la

incidencia de infecciones causadas por P. multocida en las poblaciones humanas (Talan et

al., 1999; Bailie et al., 1978; Dire, 1991; Peel, 1993; Talley et al., 2016; de los Santos et al.,

1987, FAO, 2015, Koshemetov et al., 2014).

Factores de Virulencia y su relación con la obtención del hierro

Los factores de virulencia son todos aquellos mecanismos que le permiten a un ser vivo

colonizar y permanecer en un hospedero con el fin de beneficiarse de esa estancia. A lo

largo de la historia evolutiva, las bacterias han desarrollado una serie de características que

les permiten sobrevivir  en el  hospedero como son los receptores especializados para la

adhesión,  mecanismos  para  la  evasión  del  sistema  inmune,  para  la  captación  de  los

nutrientes transportados por algunas proteínas o para causar daño tisular y con esto liberar

los nutrientes necesarios para su crecimiento (Tortora et al., 2007).

Los  diferentes  factores  de  virulencia  que  posee  P  multocida  podrían  causar

enfermedades en varios  hospederos. Entre estos factores se han descrito lipopolisacáridos,

cápsula,  adhesinas,  toxinas  y  proteínas  de  adquisición  y  regulación  del  hierro  que  se

encuentran  en su  membrana externa  (OMP´s),  Las OMP’s  resultan  interesantes  porque

entre el 20-30% de los genes de una bacteria codifican para proteínas de membrana, el 50%

de la membrana externa está constituida por proteínas y algunas de éstas tienen capacidad

de  interactuar  con  proteínas  hémicas  del  hospedero  (Koebnik  et  al.,  2000;  Hatfaludi  et

al.,2010).

En  miembros  de  las  familias  Moraxellaceae,  Neisseriaceae  y Pasteurellaceae  se  ha

detectado la expresión de proteínas de membrana externa involucradas directamente en la

asimilación  de  hierro  a  partir  de  glicoproteínas  del  hospedero  como la  transferrina  y  la
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lactoferrina y otras proteínas hémicas. En miembros de la familia  Pasteurellaceae  se han

reportado  receptores  para  lactoferrina,  transferrina,  haptoglobina,  grupos  hemo  libres,

hemopexina  y  hemo-albumina  en  los  siguientes  miembros  de  la  familia:   Haemophilus

influenzae, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Manheimia haemolytica,

A.  suis,  H.  parasuis,  H.  ducreyi  y Aggregatibacter  actinomycetemcomitans.  (Kuhnert  y

Christensen, 2008., Bosse et al., 2002., Pogoutse y Moraes, 2017., Ogunnariwo y Schyvers,

2001.).

Otro factor importante es la interacción con proteínas de la matriz celular (ECM por sus

siglas en inglés) ya que las bacterias deben adherirse a las células del hospedero antes de

poder  crecer  y  subsecuentemente  invadir  al  hospedero.  Estos  componentes  (como  la

fibronectina, el  colágeno y los proteoglicanos) se encuentran en todas las células de los

tejidos  de  los  eucariotas  y  están  asociados  a  la  membrana  celular,  lo  que  los  vuelven

objetivos  ideales  de  los  mecanismos  de  adhesión  celular  que  poseen  los  patógenos,

incluidos los  miembros de la familia  Pasteurellaceae,  para la colonización de hospederos

(junto con otros factores relacionados con la obtención de nutrientes, como el hierro por

ejemplo). En el caso de  P. multocida en algunos estudios se ha demostrado su habilidad

para  unirse  a proteínas de la  matriz  extracelular  del  hospedero como la  fibronectina,  el

colágeno tipo IX y la heparina, mediante proteínas que unen a fibronectina, siendo una de

estas Tbp (Transferrin Binding Protein) (Dabo et al., 2005).

La respuesta inmune a los factores de virulencia 

El  cuerpo tiene diversas maneras de reaccionar  ante  un patógeno,  ya  sea mediante  la

respuesta inmune innata o adaptativa, atacando agentes extraños por medio de macrófagos,

o por medio de anticuerpos, que impiden la propagación del microorganismo. La respuesta

inmune  innata  es  la  primera  línea  de  defensa  del  cuerpo  contra  los  microorganismos

invasores y consiste en una serie de barreras físicas, químicas y biológicas cuyo propósito

es impedir  que los microorganismos o materiales dañinos ingresen en el  cuerpo ya sea

evitando el establecimiento de dichos microorganismos, atrapándolos en sustancias como el
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moco, para después expulsarlos, o limitando los nutrientes que son indispensables para su

crecimiento como es el caso del hierro, el zinc y el cobre. (Castellanos et al., 2000).

El papel del hierro en las bacterias

El hierro es un factor de crecimiento esencial  para prácticamente todos los seres vivos,

incluidas  las  bacterias,  debido  a  sus  características  óxido-reductivas  funcionando  como

cofactor de diversas enzimas y proteínas, en la vía pentosa fosfato, en la replicación de DNA

y en la transcripción. Posiblemente por su abundancia en la corteza  terrestre, fue que los

organismos superiores desarrollaron mecanismos para mantener bajos los niveles de hierro

libre, esto se debe a la reacción de Fenton, que resulta de catalizar el H 2O2 con metales de

transición, generando radicales hidroxilo (OH) .  Por lo general el  hierro se encuentra en

mayor  concentracion  en  tejidos  específicos  como  el  hígado  o  la  sangre;  el  resto  se

encuentra en proteínas transportadoras como la transferrina y la lactoferrina, o proteínas de

almacenaje como la ferritina,  con las que forma complejos muy estables que solo ceden el

hierro a los tejidos demandantes  como los  antes mencionados (Wilks  y  Burkhard 2016,

Rubio-Clemente et al., 2014).

En las mucosas y tejidos existe una concentración de hierro libre baja, de alrededor de  10-18

M, debido a que el organismo produce proteínas que  secuestran los iones de hierro.  Esta

limitación  del  hierro  disponible  constituye  una  de  las  primeras  líneas  de  defensa  del

huésped,  frente  a  las  infecciones  bacterianas,  junto  con  la  reducción  de  nutrientes  no-

metálicos como los aminoácidos. Por otro lado el desarrollo de estos procesos por parte de

los  hospederos  obliga  a  los  patógenos  a  desarrollar   respuestas  de  evasión   de  estos

sistemas  de  protección  del  hospedero,  haciendo  con  esto  que  los  microorganismos

muestren especificidad por sus huéspedes con base a sus sistemas de captación de hierro

(Bosch, 2003, Palmer et al., 2016).
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La homeostasis del hierro cambia durante una infección bacteriana, esto incluye el aumento

en  la  producción  de  proteínas  quelantes  de  hierro  como  la  transferrina,  lactoferrina,

hemoglobina, hemopexina, ferritina y albúmina. Varias de estas proteínas se encuentran en

el plasma y el líquido linfático (Ganz y Nemeth, 2015).

La lactoferrina como limitante de hierro

La lactoferrina es una glicoproteína de 80 kDa, monomérica, hémica, está formada por 703

aminoácidos,  pertenece  a  la  familia  de  las  transferrinas,  y  es  producida  por  distintas

especies de mamíferos. Tiene diversas funciones, entre ellas la captación de hierro libre,

aunque también se ha reportado que es capaz de unir  cobre,  zinc,  manganeso,  galio  y

vanadio.   En el  cuerpo puede encontrarse en 3 formas, monoférrica, diférrica y libre de

hierro.  Debido a la similitud en el  peso y forma con la transferrina es que están en el mismo

grupo. Funciona como un factor humoral no específico que cumple un papel importante en

los  mecanismos  de  protección  innata  de  los  mamíferos:  Se  distribuye  en  secreciones

diseminadas  en  las  superficies  mucosas  que  recubren  glándulas  exocrinas  y  algunos

conductos como el tracto respiratorio, el intestinal y el genitourinario (Ferenc et al., 1995.,

Drago, 2006).
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captación de hierro en las bacterias Gram negativas (tomado de Faraldo y Sansom 
2003)



En el  plasma los  niveles  de lactoferrina  son relativamente bajos  (0.122-0.040 µg/ml)  en

comparación con los niveles encontrados en el calostro (5-7 mg/ml), la leche humana (1-2

mg/ml) y el líquido seminal (1.18-0.74 mg/ml). También se encuentra en niveles altos en la

sangre del cordón umbilical (25.8-28 µg/ml), las lágrimas (2.2 mg/ml) y la mucosa vaginal

(62.9-218µg/ml). La lactoferrina es producida principalmente por los neutrófilos, aunque se

ha reportado que se produce en pequeñas cantidades en otros tipos celulares. La principal

función de la lactoferrina en el cuerpo humano aún no ha sido determinada, sin embargo su

papel en el metabolismo del hierro está muy bien estudiado así como su regulación en el

crecimiento  de algunos tipos celulares y posiblemente  en la  modulación de la  adhesión

celular. Su rol en los mecanismos de defensa del hospedero va más allá de ser un simple

agente bacteriostático. Tambien se ha demostrado que tiene propiedades bactericidas y que

puede frenar la proliferación de diversos microbios como los hongos, los virus y algunas

bacterias  como  en  las  infecciones  causadas  por  Salmonella  enterica  y  la  septicemia

experimental  causada por  Escherichia  coli   (Ferenc et  al.,  1995.,  Barreto et  al.,  2016.,

Machniki 1991., Zagulski et al.,1989).

Su  efecto bactericida  se debe a la lactoferricina B, un péptido proteolítico derivado de la

región N-terminal de la lactoferrina. Esto es debido a su acción sobre la membrana externa

de  las  bacterias,  afectando  su  permeabilidad.  El  daño  a  la  membrana  incluye  la

incorporación de la lactoferrina a la membrana externa y la subsecuente dispersión de los

lipopolisacáridos  a  través  de  un  proceso  modulado  por  cationes  (Ca++,Fe++  o  Mg++ )

(Bellami et al., 1993, Bellami et al., 1992).

Los  microorganismos  patógenos  no  pueden  desarrollarse  en  las  mucosas  debido  a  la

carencia  de hierro, por lo que han desarrollado una serie de estrategias para evadir los

ataques de los distintos componentes del sistema inmune y poseen mecanismos para captar

el hierro del huésped a partir de las moléculas hemo o de las proteínas transportadoras de

hierro y de esta manera tienen una fuente permanente de este metal dentro del hospedero

(Bosch, 2003).
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Estos mecanismos  suelen estar mediados por  sustancias muy afines a las moléculas de

hierro  como  los  sideróforos  (moléculas  de  bajo  peso  molecular  secretadas  por  los

organismos  para  captar  hierro)  con  una  alta  afinidad  por  el  Fe+3,  o  los  receptores  de

hemoglobina y transferrina, los cuales se unen a dichas proteínas y les permiten  robar  el

hierro que contienen. Por su papel en la defensa del hospedero, es importante determinar si

los agentes patógenos como P. multocida pueden evadir la acción de la lactoferrina y si es

posible que pueda ser utilizada como fuente de hierro (Palmer et al., 2015). 

Este proyecto pretende determinar  y  comprender  los diversos mecanismos mediante los

cuales esta bacteria puede causar infecciones en seres humanos ayudara en un futuro a

realizar  mejores  tratamientos  a  las  personas  que  se  vean  afectadas  por  dicho

microorganismo. La gran variedad de hospederos que  P. multocida puede infectar (se ha

aislado de ovejas, búfalos, bueyes, gatos, perros, cerdos, gallinas, pavos, cabras, jilgueros,

vacas, gaviotas y humanos entre otros), sus diversos factores de virulencia  y la presencia

en  su  superficie  celular  proteínas  que  actúen  como receptores  de  lactoferrina  humana,

hacen que este sea un patógeno a tomarse en cuenta, sobre todo en personas que están

constantemente expuestas a los animales antes mencionados (Liu et al., 2003, Ewers et al.,

2006).
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Objetivos

General
 Identificar las proteínas de membrana externa de P. multocida capaces de unir

lactoferrina humana.

Particulares

 Identificar  y  aislar  las  proteínas  de  membrana  externa  capaces  de  unir

lactoferrina humana.

 Comprobar que P. multocida puede utilizar lactoferrina humana como fuente de

hierro.
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Materiales y métodos

Bacteria y crecimiento

Se utilizaron seis cepas de Pasteurella multocida: cuatro son aislados de campo, C-18, OV,

Cerdo Puebla ,C-3, y las cepas de referencia ATCC 43017 y ATCC 43020 del cepario del

laboratorio de Genética de la Unidad de Morfología y Función de la Facultad de Estudios

Superiores Iztacala, UNAM. El material de vidrio utilizado se trató con una solución de EDTA

al 0.5% durante toda la noche para eliminar el exceso de hierro (este proceso se realizó

antes de cada experimento para reducir las fuentes de hierro disponible). Las bacterias se

resuspendieron  en  tubos  de  ensayo  con   caldo  de  Soya  Tripticaseina  (TSB)  donde  se

dejaron  crecer  durante  un  periodo  de  5  horas  y  posteriormente  se  usó  para  inocular

matraces con 300 mL de caldo TSB (1%), usando un matraz para crecer las bacterias en

condiciones de crecimiento  normales y otro  para las condiciones de estrés  por  falta  de

hierro, incubándolas  durante un periodo de 16 horas antes de comenzar con el proceso de

recolección de las células y la subsecuente extracción de proteínas. Posteriormente para

determinar  la  capacidad de estas cepas de utilizar  lactoferrina  humana como fuente de

hierro,  se  utilizó  un  medio  mínimo hecho con Casaminoacidos 10 g/L y  peptona 1  g/L,

derivado del medio YESCA (Hammar et al., 1996). Se inocularon con las bacterias a trabajar.

Estos cultivos se realizaron agregando o no dipyridyl en diferentes  concentraciones  (0.25,

0.3, 0.5, 0.7, 0.9 y 1.1 mM) para determinar la concentración a usar. Luego se probaron

estos  medios  adicionados  con  dipyridyl  con  distintas  concentraciones  de  FeCl3 (20µM,

40µM, 60µM, 80µM 100µM) y lactoferrina humana  biotinilada y saturada con hierro al 90%

(20µg/mL,  40µg/mL,  60µg/mL,  80µg/mL y  100µg/mL).  Finalmente  se  incubaron  a  37°C

durante 18 horas en agitación constante.

Identificación de cepas que interactúan con lactoferrina

Los cultivos fueron ajustados a una densidad de 1.0 utilizando una absorbancia de 600 nm.

Una vez terminado el periodo de crecimiento de la bacteria se realizó un Dot Blot (Abcam

2019) tomando 10 µL de cada cultivo en condición normal o de baja concentración de hierro

y se colocaron en una membrana de nitrocelulosa con la ayuda de una micropipeta y se
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esperó a que se secara. La membrana se bloqueó con PBS-Tween-leche al 5% y se incubó

con lactoferrina humana la cual fue biotinilada  de acuerdo al método descrito por Leera et al

en 1998; el cual consistió en disolver 1 mg de lactoferrina humana saturada al 90% de hierro

en 1 mL de PBS 0.15 M pH7.2 y luego la mezcla fue clarificada mediante centrifugación a

300 rpm x 10 minutos. Después fue dializada con una solución de bicarbonato de sodio 0.1

M pH 8.2 a 4°C durante toda la noche, fue clarificada de nuevo y mezclada con 1 mg/mL de

N-hidroxi  succinimidobiotina  en  dimetilsulfoxido,  tras  lo  cual  fue  puesta  en  agitación  a

temperatura ambiente durante 4 horas. Posteriormente fue dializada de nuevo con PBS 0.15

M. pH7.2 y clarificada de nuevo. A la mezcla final se le adiciono un volumen igual de glicerol

y se almaceno a -20°C. Esta lactoferrina biotinilada fue usada en una concentración de

1:1000 durante dos horas tras lo cual se lavó con PBS-Tween durante media hora y se

incubo con avidina peroxidasa (concentración 1:1000) por otras dos horas; el revelado de la

membrana se realizó con diaminobencidinana y H2O2.

Extracción de OMP’s

Una vez identificadas las cepas capaces de unir lactoferrina éstas se cultivaron en medio

TSB y el medio mínimo Casaminoácidos-peptona para determinar los tiempos óptimos de

expresión de la proteína de interés, tanto en presencia como en ausencia de un agente

quelante  de  hierro  (Dypyridyl).  Las  OMP’s  de  las  células  fueron  obtenidas  mediante  la

técnica  propuesta  por  Blackall  et  al.,  (1990).  Se  colectaron  las  células  del  cultivo  por

centrifugación (10500 rpm x 30 minutos), se incubaron por 1 hora con HEPES-Lisozima y se

sonicaron  en  frío  con  ciclos  de  10  segundos  de  sonicación  por  10  de  descanso  por  3

minutos. Una vez terminada la sonicación, las muestras se centrifugaron (10500 rpm x 2

minutos) para separar las células no rotas. Posteriormente se centrífugo el sobrenadante

(10500 rpm x 30 minutos) y la pastilla obtenida se incubo con 200 µL de HEPES 10 mM (pH

7.4) y 200 µL de HEPES (pH 7.4) con 2% (vol/vol) Tritón X100 durante 1-2 h en agitación. La

suspensión  se  centrífugo  nuevamente  (10500  rpm  x  30  minutos)  para  obtener  OMP’s

insolubles y solubles en Tritón X100. 
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Electroforesis

Las OMP’s extraídas fueron separadas electroforéticamente en gel de poliacrilamida al 10%

con  dodecil  sulfato  de  sodio  (SDS-PAGE)    bajo  condiciones  desnaturalizantes.  La

electroforesis se realizó cargando 20 µg de muestra en cada pozo y 1 de β-mercaptoetanol

en una cámara vertical a 95 volts durante aproximadamente dos horas.

Para poder visualizar el patrón de proteínas una vez terminada la electroforesis, el gel fue

teñido con una solución de azul de Coomassie (R250) 0.1%, metanol 40% y ácido acético

10% durante 20 minutos.  Posteriormente se puso a desteñir  con una solución de ácido

acético al 10% durante 24 horas.

Far-Western-blot

Se realizó  una separación  electroforeticá  de las  OMP’s  en geles  de acrilamida al  10%,

corriendo a 95 volts durante un periodo de dos horas. Una vez terminada la electroforesis un

gel  se  tiño  con  azul  de  Coomassie  durante  20  minutos  y  otro  gel  se  transfirió  a  una

membrana de nitrocelulosa, a 300 mAmp durante 70 minutos.

Una vez terminada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se bloqueó en PBS-Tween

con leche descremada al 5% durante dos horas a temperatura ambiente y en constante

agitación, posteriormente se lavó la membrana con PBS-Tween 3 veces durante 10 minutos

cada una.

Enseguida,   la  membrana  se  incubó  con  lactoferrina  humana  biotinilada  en  proporción

1:1000 durante un periodo de 2 horas a temperatura ambiente y en agitación constante.

Nuevamente se lavó con PBS-Tween 3 veces durante 10 minutos cada una para retirar el

exceso de lactoferrina humana.

Por  último  se  incubo   con  avidina  peroxidasa  en  proporción  1:1000  con  las  mismas

condiciones.  Después de los lavados,  la  interacción de la  lactoferina con las OMPs fue
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evidenciada utilizando una solución reveladora hecha con ácido fosfórico, cloruro de níquel y

cobalto, diaminobenzidina  y agua oxigenada.

Purificación de la proteína que une lactoferrina humana

Una vez identificada esta proteína,  se procedió a purificarla  mediante electro  elusión de

proteínas. La técnica original descrita por Rosemberg (1996) fue modificada para ajustarse a

las  necesidades  de  este  trabajo.  Las  OMP’s  de  la  bacteria  se  separaron  en  geles  de

acrilamida al  10%, terminada la  corrida  electroforética los  geles se sumergieron en una

solución de KCl 0.3 M fría por 5 minutos, una vez identificada la banda de interés, se cortó

con un bisturí y las bandas seleccionadas se electroeluyeron  durante  una hora a 100 V. El

buffer usado para la electro elución, conteniendo la proteína eluida, se recuperó y precipito

con dos volúmenes de metanol.   La pureza de la proteína se corroboro por  corrimiento

electroforético.

Análisis mediante Matrix-Assisted Laser 

Desroption/Ionization(MALDI-TOF)

Con el fin de identificar la proteína de P. multocida que tuvo interacción con lactoferrina 

humana, se realizaron geles de poliacrilamida al 10% usando las muestras de OMP´s de 

cultivos adicionados con quelante. La banda de interés fue cortada y electroeluida, 

posteriormente  se realizó una digestión con tripsina, los péptidos fueron sometidos a 

análisis MALDI-TOF  en el Instituto Nacional de Medicina Genómica (Montes-Garcia et al., 

2016).

Crecimiento de la bacteria en un medio con lactoferrina humana 

como fuente de hierro

Para comprobar que P. multocida puede usar lactoferrina como fuente de hierro primero se

determinó la concentración máxima de dypyridyl a la que  P. multocida puede crecer. Para

esto se usó un medio mínimo con la menor cantidad de hierro posible,  para lo  cual  se
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preparó  medio  Casaminoácidos-peptona  disueltos  en  agua  desionizada  (10  g

Casaminoácidos por litro, 1 g de peptona por litro) y se puso en tubos de 3 mL, previamente

tratados con EDTA al 0.5% durante una noche, en los que se probaron concentraciones de

dypyridyl de 0.25, 0.3 0.5, 0.7, 0.9 y 1.1 mM y se incubaron a 37°C en agitación durante 18

horas.  Se medió la absorbancia del cultivo a 600 nm a las 18 horas.

Una  vez  determinada  la  concentración  de  dypyridyl  en  la  que  se  generaba  una  baja

concentración  de hierro, se probaron concentraciones de FeCl3 (20, 40, 60, 80, 100, µM) en

el medio antes mencionado para encontrar una concentración en la que el crecimiento fuera

similar al del control sin agente quelante y se demostrara que la reducción de crecimiento

era provocada por la ausencia de hierro y se incubaron a 37°C en agitación durante 18

horas. Una vez alcanzadas las 18 horas se medió la absorbancia a 600nm.

Posteriormente se probaron distintas concentraciones de lactoferrina humana (20, 40, 60, 80

y 100 µg/mL) para determinar si  la bacteria es capaz de obtener hierro a partir  de esta

proteína. Los cultivos se incubaron a 37°C en agitación durante 18 horas, al término de las

cuales  se midió la absorbancia a 600nm.

Resultados

Efecto de 2,2’ dypiridil en el crecimiento de P. multocida 

El crecimiento de la cepa  P. multocida 43020 en medio TSB en presencia de 2,2’ dipyridyl

0.3 mM durante 9 horas indujo una reducción en el crecimiento de aproximadamente el 30%

arespecto al control sin adición del quelante esto puede observarse en la Figura 2.
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Dot blot con lactoferrina humana

Una vez determinada la reducción del crecimiento de la bacteria en condiciones de estrés

por hierro se realizó el dot blot a partir de cultivos en medio TSB donde se observó que de

las  6  cepas  utilizadas  en  el  estudio,  solo  las  43020  y  43017   mostraron  afinidad  por

lactoferrina, como se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3: Dot blot en que se muestra la interacción de P. multocida con lactoferrina
humana biotinilada. Carriles 1 y 2 Pm 43017; 3 y 4 Pm 43020; 5 y 6 Pm C-3. 
Carriles 1, 3 y 5 Pms crecidas en presencia de 2,2’ dipyridyl; 2, 4 y 6 sin 
2,2'dipyridyl.

Figura 2: Crecimiento de P. multocida ATCC 43020 en medio TSB en ausencia y presencia de 2,2'dypiridil 



Obtención de patrones de OMP´s

Para poder visualizar la posible proteína que interaccionaba con lactoferrina biotinilada,  se

realizaron cultivos en el medio mínimo de Casaminoácidos y peptona, en el cual se agregó

una concentración de  0.3 mM de 2,2’ dipyridyl  para generar un estrés por la escases de

hierro  e  inducir  la  sobre  expresión  de  proteínas  relacionadas  con  la  captación  de  este

elemento.

Posteriormente  se  extrajeron  OMP’s  de  las  cepas  43020  y  43017  y  se  realizó  una

electroforesis  en  un  gel  de  acrilamida  (SDS-PAGE)  al  10% para  observar  el  patrón  de

proteínas y las diferencias entre la condición de crecimiento normal y la de estrés por hierro

con 0.3 mM de dipyridyl. Los patrones de proteínas se pueden observar en la Figura 4.

Como se puede observar, en la condición de estrés por hierro se expresan proteínas que no

se encontraban en la condición normal. En los carriles correspondientes a  las proteínas de

la cepa 43020 se observa una banda de alrededor  de 100 kDa. Dicha proteína también

puede observarse en los carriles que pertenecen a la cepa 43017.Posteriormente se realizó
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Figura 4: Patrones de proteínas De Pm C-3, 43020, 43017 y  C-18 En los carriles impares 
patrones obtenidos en presencia de dipyridyl; En carriles pares patrones obtenidos en 
condiciones normales. La linea roja marca la banda de interes.



una cinética de crecimiento de la cepa 43020 con el fin de determinar en qué momento se

comienza a  sobre  expresar  la  proteína de interés y se  observó que la  sobre expresión

comienza en la segunda hora del cultivo y se mantiene a lo largo del tiempo. 

Far western blot con Lactoferrina humana y purificación.

Debido a la diferencia más marcada entre las dos condiciones se decidió trabajar con la

cepa 43020, a cuyas OMP’s se les realizó un Far-Western blot para ver si esta proteína y

algunas otras presentes en la muestra eran afines a lactoferrina humana y como puede

observarse, hay una notoria interacción de la proteína sobre expresada en la condición de

estrés  por  hierro  con  la  lactoferrina  humana.  También  se  puede  observar  una  ligera

interacción con una proteína de al rededor 50 kDa (Figura 5) Posteriormente se purificó la

proteína  de  interés  mediante  la  técnica  de  electroelusión,  utilizando  OMP’s  de  la  cepa

43020, como se puede observar  en la Figura 6 donde se muestra como la  proteína de

interés fue aislada.   
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Figura 5: Far-Western blot de 
OMP’s de P. multocida 43020  en
presencia de lactoferrina. 1. 
OMP’s insolubles en condiciones
normales, 2. OMP’s insolubles 
en condiciones de estrés por 
hierro, 3. Marcador de peso 
molecular. La linea roja muestra 
la banda de interés

Figura 6: Purificación de la 
proteína de interés. 1) 
Marcador de Peso 
molecular 2) OMP's sin 
purificar 3) Proteína de 
interés purificada. La línea 
roja marca la proteína de 
interés



Identificación de la proteína mediante MALDI-TOF
 

De acuerdo con el análisis realizado mediante la técnica MALDI-TOF a la proteína que se 

sobre expreso en condiciones de crecimiento en baja concentración de hierro, se obtuvo que

la proteína de la bacteria P. multocida ATCC 43020 de 96.127 kDa presenta homología con 

una Aldehído-alcohol deshidrogenasa de Escherichia coli O157:H7 enterohemorrágica con 

un porcentaje de confianza de 66% y un índice de cobertura de 43.3%. Su código de acceso 

es ADHE_ECOLI (P17547).

Crecimiento de P.multocida con lactoferrina humana como 
fuente de hierro 

Primero  se  realizó  una  cinética  de  crecimiento  en  el  que  se  usó  el  medio  mínimo

Casaminoácidos  y  peptona,  en  el  cual  se  agregaron  distintas  concentraciones  de  2,2’

dipyridyl   y que como puede observarse en la Figura 7 el  crecimiento de la bacteria se

reduce de manera importante a partir del tratamiento con 0.25 mM del quelante mencionado.

Luego se realizaron dos cinéticas de crecimiento para las cepas ATCC 43020 y el aislado C3

donde  se  utilizó  un  medio  mínimo  adicionado  con  0.3  mM  2,2’dipyridyl  y  la  cristaleria

utilizada fue tratada con EDTA para eliminar el hierro presente en ella. Por un lado se utilizó
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Figura 7: Crecimiento de P. multocida en presencia de 2´2´dipyridyl en medio mínimo 
casaminoácidos-peptona (carriles 3 a 10) o en medio TSB  o Cas-Pep sin 2´2´dipyridyl (carril 1 y 2,
respectivamente). Carriles 3 a 10 contienen 2´2´dipyridyl en concentraciones de 0.25 (3), 0.3 (4), 
0.4 (5), 0.5 (6), 0.6 (7), 0.7 (8), 0.8 (9) o 0.9 mM (10). 



FeCl3 para determinar que la adición de este hace que el  crecimiento de la bacteria se

recupere como se observa en la Figura 8 y 9.
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Figura 8: Crecimiento de P. multocida C3 con distintas concentraciones de cloruro de hierro.  
1)Control sin adiciones 2)Control + 0.3 mM 2,2' dypiridil  3) 0.3 mM 2,2´dypiridil +20 µm de  FeCL34) 
0.3 mM 2,2´dypiridil + 40 µm de  FeCL3 5) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 60 µm de  FeCL3 6) 0.3 mM 2,2
´dypiridil + 80 µm de  FeCL3  7) 0.3 mM 2,2´dypiridil +100 µm de FeCL3

Figura 9: Crecimiento de P. multocida 43020 con distintas concentraciones de cloruro de hierro. 1)Control 
sin adiciones 2)Control + 0.3 mM 2,2' dypiridil  3) 0.3 mM 2,2´dypiridil +20 µm de  FeCL34) 0.3 mM 
2,2´dypiridil + 40 µm de  FeCL3 5) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 60 µm de  FeCL3 6) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 
80 µm de  FeCL3  7) 0.3 mM 2,2´dypiridil +100 µm de FeCL3



Como  se  puede  observar,  en  ambas  cepas  el  crecimiento  de  la  bacteria  se  recupera

gradualmente  conforme  aumenta  la  cantidad  de  cloruro  de  hierro.  Para  averiguar  si  P.

multocida puede obtener hierro a partir de lactoferrina se crecieron ambas cepas en medios

de cultivo con distintas concentraciones de lactoferrina saturada al 90% con hierro, como

única fuente de este metal,  obteniéndose los resultados de la Figura 11 y 12.
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Figura 10: Crecimiento de P. multocida C3 con distintas concentraciones de lactoferrina saturada al 90% con hierro. 1)
Control sin adiciones 2) Control + 0.3 mM 2,2' dypiridil  3) 0.3 mM 2,2´dypiridil +20 µg/mL de lactoferrina  4) 0.3 mM 
2,2´dypiridil + 40 µg/mL de lactoferrina  5) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 60 µg/mL de lactoferrina  6) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 80 
µg/mL de lactoferrina  7) 0.3 mM 2,2´dypiridil +100 µg/mL de lactoferrina.

Figura 11: Crecimiento de P. multocida 43020 con distintas concentraciones de lactoferrina saturada al 90%
con hierro. 1) Control sin adiciones 2) Control + 0.3 mM 2,2' dypiridil  3) 0.3 mM 2,2´dypiridil +20 µg/mL 
de lactoferrina  4) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 40 µg/mL de lactoferrina  5) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 60 µg/mL de 
lactoferrina  6) 0.3 mM 2,2´dypiridil + 80 µg/mL de lactoferrina  7) 0.3 mM 2,2´dypiridil +100 µg/mL de 
lactoferrina.  



Como puede observarse, en la cepa ATCC 43020 a partir del segundo tratamiento (40 µg/mL

de lactoferrina) se puede ver un aumento en el crecimiento del cultivo, comparado con el 

control con 2,2´dipyridyl hasta recuperar aproximadamente el 69% de su crecimiento 

respecto a los cultivos en condiciones normales. 

En el caso del aislado C3 puede observarse que en ninguna de las concentraciones de 

lactoferrina humana añadidas el crecimiento de la bacteria se recuperó por encima del 

crecimiento del control con 2,2’dipyridyl, incluso se observo que el crecimiento de la bacteria 

disminuyo con  la adición del primer tratamiento con lactoferrina humana.

Discusión 

Como ya se mencionó, P. multocida es un patógeno oportunista capaz de infectar una gran 

cantidad de hospederos como ovejas, búfalos, bueyes, gatos, perros, cerdos, gallinas, 

pavos, cabras, jilgueros, vacas, gaviotas y humanos entre otros. El que una bacteria sea 

capaz de infectar a un hospedero depende de su capacidad para evadir los mecanismos 

específicos que regulan los niveles de hierro desarrollados por el hospedero y obtener este 

elemento (Wooldridge et al., 1993, Ganz et al., 2015, Ratledge et al., 2000).

 

Debido a esto, los microorganismos han desarrollado una gran cantidad de mecanismos de 

captación de hierro, siendo de los más comunes las proteínas de unión a lactoferrina o 

transferrina (LBP’s yTBP’s por sus siglas en inglés). Los miembros de la familia 

Pasteurellaceae  se incluyen entre  estos microorganismos. Sin embargo, en diferentes 

microorganismos se ha observado la participación de proteínas expresadas en la superficie 

bacteriana que no pertenecen a las LBP ni a las TBP. En E. coli enteropatogena y otros 

entero-patógenos se ha observado la participación de porinas como OmpA y OmpC en los 

procesos de obtención de hierro a través de transferrina, lo cual indica que estas proteínas 

pueden realizar múltiples funciones. (Sandrini et al., 2013)

La  presencia  de  este  tipo  de  proteínas  ha sido  descrita  en  varios  organismos  y  se  ha

observado  que  tienen  una  variedad  de  funciones  muy  amplia,  pero  estas  funciones

dependen de la localización de la proteína (Ebner y Götz 2019)
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Los mecanismos de captación de hierro desarrollados por una bacteria son también una

limitante, ya que generalmente le permite infectar un solo tipo de hospedero. Algunos casos

son  el  de  Staphylococcus  aureus el  cual  ha  mostrado  que  puede  obtener  hierro  de  la

hemoglobina humana de una forma muy eficiente en comparación con la hemoglobina de

otros  animales.  En  M.  haemolytica,  que  es  uno  de  los  agentes  causales  del  síndrome

respiratorio  bovino,  es  capaz de utilizar  transferrina  bovina  como fuente  de hierro,  pero

incapaz de utilizar otras transferrinas, como la humana, porcina o equina. De forma similar

sucede con A. pleuropneuminiae, agente causal de la pleuroneumonia porcina contagiosa, el

cual  puede  utilizar  transferrina  porcina  como  fuente  de  hierro,  pero  no  otros  tipos  de

transferrina (Pishchani et al., 2010, Ogunnariwo y Schryvers, 1990, Bossé et al., 2002).

Las proteínas moonlight o multifuncionales son aquellas capaces de realizar más de una

función en la célula en la que se encuentran. Suelen ser proteínas que originalmente solo

tenían funciones enzimáticas, pero que por distintas razones han adoptado otras funciones

entre las que se encuentran las de señalizador transduccional,  regulador transcripcional,

motilidad y estructurales (Jeffery 1999).

En este trabajo se demostró la capacidad de P. multocida para interactuar con lactoferrina

humana y usarla como fuente de hierro. Esta actividad está relacionada con la presencia de

la enzima Aldehído-alcohol deshidrogrenasa (ALD por sus siglas en inglés) en su citoplasma

y se tiene constancia de que esta proteína  participa en el  metabolismo del alcohol. Sin

embargo existen evidencias de que en otros organismos tiene distintas funciones; en Listeria

monocitogenes  se reportada  su  función  como  adhesina  debido  a  su  sobreexpresión  y

acumulación en la  superficie  celular  de dicho organismo.  En  E.  coli   enterohemorrágica

parece tener una función reguladora, ya que la deleción del gen que codifica esta proteína

induce una concentración extra celular elevada de acetato en la superficie bacteriana y un

fenotipo en el cual se observa un sistema de secreción tipo 3 y la sobreexpresión de un

flagelo no funcional. En el parásito Entomoeba histolytica también se observa una proteína

homóloga que funciona como adhesina mediante la interacción con los elementos de la

matriz extra celular.  En la hom’ologa de  Streptococcus pneumoniae se observó que su

actividad está relacionada con la supervivencia en la sangre, mediante la actividad en contra
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del estrés por ácido nítrico (Stroeher et al., 2007, Yang et al., 1994, Beckham et al., 2014,

Jagadeesan et al., 2010).           

Con  la  realización  del  dot-blot  con  lactoferrina  humana  saturada  al  90% con  hierro  se

observó que la cepa ATCC 43020 de P. multocida interactuaba con esta proteína. Por otro

lado, se observó que el aislado C3 no interactuaba con dicha proteína. En estos cultivos, en

los  que  se  usó  el  medio  Casaminoácidos-peptona  y  el  agente  quelante  2,2’  dipyridyl,

también se observó una reducción en el crecimiento de las bacterias. También se encontró

que en las condiciones de estrés por hierro se sobre expresaba una proteína de 96.127 kDa.

Con la realización del Far-western blot, se observó que una proteína de 96.127 KDa era la

responsable de la interacción con lactoferrina la cual fue identificada como una aldehido-

alcohol  deshidrogenasa  que  posiblemente  pertenezca  a  la  familia  de  alcoholes

deshidrogenasas con hierro como cofactor, muy afín por este metal y con la capacidad de

unir 2 átomos del mismo en el caso específico de esta proteína. 

Por último, al crecer la cepa ATCC 43020 en un medio con baja concentración de hierro,

cuya única fuente de este metal fue lactoferrina humana, se observó que dicha cepa es

capaz de recuperar su crecimiento hasta llegar a un 68.01% con respecto a los cultivos

donde no hubo deficiencia de hierro. Si bien no recuperó completamente el crecimiento, el

organismo en cuestión es capaz de usar lactoferrina humana como fuente de hierro, proteína

que se encuentra en la mayoría de las mucosas de los seres humanos por lo que, tomando

en cuenta que la mayoría de los procesos infecciosos causados por esta bacteria en seres

humanos están relacionadas con heridas causadas por animales domésticos, exposición a

fluidos nasales y personas con sistemas inmunes comprometidos, es posible que esta ALd

pueda tener un papel importante en los procesos infecciosos causados en humanos y sería

prudente seguir investigando para determinar si esta proteína pueda tener más funciones

dentro de los procesos de infección en seres humanos .

 Conclusiones 
l Se  encontraron  dos  cepas  de  P.  multocida  (ATCC  43020  y  ATCC  43017)

capaces de interactuar con lactoferrina humana. 
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l Mediante un Far-western-blot se determinó que una proteína de alrededor de

100 KDa era la responsable de la interacción con lactoferrina.

l Se purificó una proteína de 96.127 KDa de la cepa ATCC 43020 que resultó ser

una aldehido-alcohol deshidrogenasa con hierro como cofactor.

l La lactoferrina humana saturada con hierro en una concentración de 40 µg/ml

induce la recuperación del crecimiento de P. multocida 43020 en un medio con

escases de hierro.

l Se demostró que la cepa ATCC 43020 de  P. multocida  es capaz de usar la

lactoferrina humana como fuente de hierro.
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Apendice 1

Preparacion de gel de acrilamida al 10%

Gel separador 10% mL

Agua destilada 4

Acrilamida 3.3

Tris pH 8.8 2.5

SDS 20% 0.1

NaCl 20% 0.2

PSA 10% 0.04

TEMED 0.008

Gel concentrador mL

Agua destilada 1.4

Acrilamida 0.33

Tris pH 6.8 0.25

SDS 10% 0.02

PSA 10% 0.02

TEMED 0.001
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