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RESUMEN

A partir de la cepa de referencia de Actinobacillus seminis 15768 se realizé la
identificacion de proteinas de membrana externa, membrana interna y citosol. Se
encontrd que en la membrana externa esta bacteria tiene una proteina con peso
molecular de 75 kDa, 1a cual presenta la caracteristica de ser antigénica y especifica de
esta bacteria. Esto se concluyo porgue al enfrentar suero hiperinmune contra A.
seminis producido en conejo, con células completas sonicadas de Brucella ovis,
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida 'y Histophilus somni (antes
Haemophilus somnus) no present6 reaccidn cruzada, Por otro lado se enfrenté suero
hiperinmune producido contra Brucella ovis, Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida y Histophilus somni con células completas sonicadas y con proteinas de
membrana externa de A. seminis y tampoco se encontré reaccion cruzada.

Con la finalidad de determinar si la proteina de 75 kDa de A. seminis puede ser
empleada para el desarrollo de una prueba diagnéstica serolégica, se preparé la prueba
de ELISA de tipo indirecta en la cual se emple6 como antigeno la proteina de 75 kDa
obtenida por electroelucién, ademas de producir suero hiperinmune en conejo contra
esta misma proteina; se emplearon cuatro sueros hiperinmunes procedentes de conejo
contra B. ovis, M. haemolytica, P. multocida y H. somni en donde no se observd el
desarrollo de reacciones cruzadas.

Por ofro lado también se determiné que A. seminis tiene la capacidad de liberar
vesiculas de membrana al medio. Estas vesiculas fueron recuperadas por

ultracentrifugacién y observadas mediante microscopia electrénica de barrido y de

transmisioén. El contenido de las vesiculas fue sometido a corrimiento electroforético e




inmunotransferencia enfrentando con suero hiperinmune contra la proteina de 75 kDa,
encontrandose la presencia de esta proteina en las vesiculas.

La conclusion a la que se llegé es que A. seminis contiene tanto en membrana
externa como en vesiculas liberadas al medio de cultivo una proteina de 75 kDa, la
cual es especifica de este microorganismo, ademis de tener propiedades
inmunogénicas. La proteina de 75 kDa podria ser empleada para establecer una prueba

diagnéstica que ayude a determinar la presencia de este microorganismo antes de que

el animal infectado muestre 1a sintomatolo gia de la epididimitis,




ABSTRACT

Actinobacillus seminis is a gram-pegative bacterium involved in ovine epididymitis
which belongs to the Pasteurellaceae family. The protein profile of subcellular
fractions from A. seminis 15768 was determined. Proteins from outer membrane
(OMP), inner membrane (IMP) and citosol (CP) were obtained by using Sarcosyl. In
the OMP pattern a protein with molecular mass of 75 kDa was identified which
showed to be immunogenic and apparently specific for 4. seminis. This conclusion
was based upon confronting hyperimmune serum of rabbits immunized with whole
cells of 4. seminis against sonicated complete cells of Brucella ovis, Mannhaiemia
haemolytica, Pasteurella multocida and Histophilus somni. None of these bacteria
showed cross-reaction with the 75 kDa protein of A. seminis. Furthermore, when the
hyperimmune sera of rabbits immunized with whole cells of B, ovis, M. haemolytica,
P. multocida and H. somni were confronted against sonicated cells and each one of the
subcellular fractions of A. seminis, no recognition was found. We describe the isolation
and the identification of the 4. seminis protein of 75 kDa also present in released
microvesicles. The results suggest that the 75 kDa protein could be used in order to

establish a diagnosis test that results specific for the ovine epididymitis caused by A.

seminis.




L. INTRODUCCION

Una producci6n eficiente de corderos dependera principalmente de lograr una
efictencia reproductiva (capacidad de una poblacién para producir al destete [a mayor
cantidad de corderos) en las madres (Pijoan, 1986). Por otro lado, los borregos son
susceptibles a infecciones bacterianas con tropismo a los Organos genitales,
produciendo cuadros clinicos tipicos caracterizados por la sobresaliente inflamacién
del epididimo. La epididimitis ovina se ha demostrado en 1a mayoria de los paises en
los que existen explotaciones borregueras, origmindose su estudio en Australia y
Nueva Zelanda. En México se demostrd la enfermedad por primera vez en 1979
(Flores, 1986).

Son numerosos los agentes bacterianos involucrados en la patologia de la
epididimitis contagiosa en borregos, incluyendo diversos agentes infecciosos tales
como Histophilus somni (H. somnij, Corynebacterium pseudoyuberculosis (C.
pseudoyuberculosis), Bacteroides, Brucella melitensis (B. melitensis), Mannheimia
haemolytica (M. haemolytica), Pasteurella. multocida (P. multocida), Brucella ovis (B.
ovis) y Actinobacillus seminis (A. seminis), sin embargo, los dos microoganismos que
con mayor frecuencia se asocian con este padecimiento son B. ovis y A seminis
(Genetzky, 1995). Esta enfermedad se caracteriza por una inflamacién del epididimo
en los camneros, con lz consiguiente disminucién de la fertilidad, baja calidad del
semen, presencia de granulomas espermiticos y fibrosis progresiva del epididimo;

ademds, puede producir abortos tardios en las hembras y un aumento de la mortalidad

perinatal.




El género Actinobacillus esté integrado por bacterias Gram negativas las cuales
son consideradas como responsables de causar diversas enfermedades tanto en
humanos como en animales. Actualmente se consideran dentro de este género seis
especies considerablemente patdgenas en animales: 4. lignieresii, A. suis, A. equuli, A.
seminis, A. pleuropneumoniae y A. capsulatus; de menor impacto en veterinaria son las
especies A. rossii, A. muris, A. hominis y A. ureae. A. 'acrmomyceremcomirans es el
unico considerado como patdgeno importante en humanos por ocasionar problemas de
periodontitis, no es considerado patégeno en veterinaria, sin embargo ha sido aislado de

carneros con epididimitis (Ricroft, ef al., 2000).

A. seminis es considerada como parte de la microbiota permanente o transitoria
de las mucosas del tracto reproductor de los corderos. Causa infecciones ascendentes
al epididimo y ocasionalmente al testiculo y 6rganos sexuales accesorios, sin embargo
los factores especificos que predisponen a estos 6rganos a la infeccién no se han
definido claramente (Scanlan, 1992), ademas de asociarse con poliartritis en ovinos
existen reportes de su aislamiento a partir de semen de bovinos (Stephens et al., 1983).
El primer reporte de esta bacteria fue en 1960 en Australia por Baynes y Simmons
quienes la aislaron a partir de muestras de semen y de epididimo provenientes de
ovinos con epididimitis, en Nueva Zelanda (Ekdahl ef al., 1968), Estados Unidos de
Norte América (Livingston y Hardy, 1964), Sudifrica (van Tonder, 1973) y
recientemente en Espafta (De la Puente Redondo ef al., 2000). En Meéxico, existen
reportes de casos de epididimitis por A. seminis desde 1986 (Trejo et ai., 1986), donde
se aisié del epididimo de un carnero del Estado de Hidalgo. Posteriormente Oviedo et

al. (1988) realizaron el aislamiento en cameros del Estado de México, por otro lado
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Méndez et al. (1999) a partir de rebafios de ovinos localizadoes en los Estados de
México, Hidalgo y Distrito Federal los cuales mostraban epididimitis determinada por
palpacién y confirman su identidad por inmunodifusién doble empleando antigenos
sonicados preparados a partir de la cepa de referencia (ATCC 15768) ademas del

aislamiento e identificacién bacterioldgica.

1.1 CARACTERISTICAS BACTERIOLOGICAS DE A. seminis.

A. seminis presenta morfologia extremadamente pleomoérfica, variando de
forma cocobacilar a filamentosa, es Gram negativo y cuando se emplea la tincion de
Zieth - Neelsen Modificada (Stamp) se observan cocobacilos color r0jo, no
formadores de esporas e inméviles, mide 1 pym X 1-4 pm (ancho y largo,
respectivamente) y puede agruparse en cadenas o formando empalizadas. Requiere de
medios enriquecidos como agar sangre o presencia de suero, es anaerobio facultativo
con metabolismo fermentativo en donde su crecimiento se caracteriza por el desarrollo
de colonias con un didmetro de 2 a 4 mm en 48 horas de incubacion. Cuando se
realizan estudios bacteriologicos se emplean diversas muestras clinicas como cola,
cuerpo y cabeza del epididimo, asi como testiculos. Todas estas muestras son
sembradas en los medios de cultivo antes mencionados y Su crecimiento se ve
favorecido cuando se incuban a 37 C durante 48 horas en atmésfera de CO; al 10%. A
las 24 horas se observa el desarrollo de colonias puntiformes que a las 48 horas son

grandes y blancas de 1-2 mm de didmetro (Burgess, 1982; Bergey, 1984; Walker,

1986).




En la tabla 1 se resumen las caracteristicas bioquimicas entre los principales

microorganismos asociados con la epididimitis ovina.

Tabla 1. Propiedades Bioquimicas de los principales microorganismos asociados
con epididimitis ovina (Genetzky, 1995).

Cm Brucella ovis Actinobacillus seminis | Hiophilus
Catalasa + -/+ -
Motilidad - - -
Hemolisis - -+ -
Nitratos - - +
Oxidasa - - +

Indol - - s

Ures - -

Rojo de Metilo - - -
Voges - Proskaver - - -

Ramsanosa -

1.2 FACTORES DE VIRULENCIA.
Las dos caracteristicas principales que participan en la virulencia de un

microorganismo son: 1) La adherencia de una bacteria a la mucosa, ya que es el paso

inicial para la patogénesis y posterior desarrollo de la infeccién, ademas de




proporcionar al microorganismo la capacidad para resistir los mecanismos de limpieza
en mucosas, proporcionar una superficie endotelial 1a cual le confiera Ia propiedad
para unirse, incrementar la posibilidad de obtener nutrientes y colonizar sitios
especificos en el huésped; y 2) la produccién de sustancias (toxinas) que producen
dafio al huésped (van Alphen et al., 1991).

Dentro del género Actinobacillus, la especie actinomicetemcomitans, bacteria
involucrada en cuadros de periodontitis (Rycroft et al., 2000), se ha encontrado que
tiene la capacidad de producir leucotoxina (LTX), integrante de la familia de toxinas
formadoras de poros (RTX), desempefiando un papel fundamental en la patogénesis de
esta bacteria, la cual es responsable de apoptosis y necrosis de leucocitos, (Korostoff ef
al., 1998). Por otro lado A. pleuropneumoniae es considerado un parssito obligado del
tracto respiratorio en cerdos que puede desarrollar cuadros de pleuroneumonia (Bossé
et al., 2002), es bien conocido que su virulencia, como en la mayoria de las bacterias
patdgenas es multifactorial. Dentro de los componentes involucrados en esa virulencia
estdn el polisacérido capsular, el lipopolisacarido, las proteinas de membrana externa,
factores de adhesion y exotoxinas (Inzana ef al., 1988; 1991 a; Jacques et al., 1991;
Idris et al,. 1993; Dom et al., 1994; Frey, 1995; Jansen et al., 1995).

Dentro de los trabajos reportados sobre factores de patogenicidad presentes en
A. seminis se encuentra el desarrollo de un modelo que propone su adhesién in vitro a
células renales obtenidas a partir de un cultivo primario de células de borrego, de ésta
forma se demostré la inhibicién de la adhesién por la presencia de anticuerpos
policlonales contra la bacteria. Por lo anterior se propone que 4. seminis posee
adhesinas de superficie, tales como fimbrias, proteinas de membrana externa u otros

apéndices, los cuales se asocian fuertemente a receptores especificos de células




epiteliales, sin embargo en el trabajo no se identifican o caracterizan los posibles
factores de patogenicidad presentes en 4. seminis (Healey et al_, 1991).

Por otro lado Shaller et al. {2000), empleando geles de agarosa a partir de
extractos totales de A. seminis y realizando inmunotransferencia con antitoxinas ApxI,
Apxll y ApxIll de A. pleuropneumoniae (monoespecificas, policlonales) se encontré la
presencia de reacciones cruzadas, lo que podria indicar la produccion de A. seminis de

toxinas RTX (Shaller et al., 2000).

1.3 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA.

Las proteinas de membrana externa (OMPs) han sido identificadas en muchas
bacterias Gram negativas, algunas han sido caracterizadas como porinas (Hansen ef
al., 1989; Chevalier et al., 1993), receptores de Fe (Lamont et a/., 1998; Simpson et
al., 2000) y algunas como factores de virulencia incluyendo adhesinas, invaginas
(Millar et al.,, 1990; China et al., 1993; Cirillo ef al., 1996) y factores involucrados en
la resistencia a la opsonizacién y muerte en suero (China et al., 1993; Sandt, ef al.,
2000).

Se han identificado varias OMPs en los 12 serotipos capsulares de A
pleuropneumoniae, los cuales presentan una proteina ﬁayoritaria comun la cual no
esta presente en otras membranas externas de bacterias Gram negativas relacionadas
con la patogénesis del tracto respiratorio del cerdo (Cruz et al, 1996). En A.
actinomycetemcomitans se ha reportado la presencia de una OMPs con peso molecular
aproximado de 34 kDa la cual tiene homologia con la proteina A (OMPA) de

Escherichia coli y de otras bacterias Gram negativas. Posteriormente Komatsuzawa et

al., (2002) identificaron seis OMPs denominadas de acuerdo a su peso molecular




aparente como OMP100, OMP64, OMP39, OMP29, OMP18 y OMP16; cada OMP
revela homologia con algunas factores de virulencia responsables de la adhesidn,
invasion, resistencia a los mecanismos de defensa especificos e inespecificos presentes
en el suero o proteinas antigénicas {White et al., 1998).

Escasos son los reportes relacionados con la identificacion de OMPs en A.
seminis entre los cuales esta el realizado por Stephens et a/. (1983) quienes con la
finalidad de conocer el perfil proteico de la envoltura celular de cepas de Histophilus
somni aislado a partir de cerebro, prepucio, pulmén de bovino, Histophilus ovis
obtenido de cerebro, sangre y vagina de ovino, Haemophilus agni de sangre de ovino;
ademas de una cepa de referencia de A. seminis (ATCC 15768) y un aislamiento
obtenido de un ovino con epididimitis realizaron electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE-SDS), los resultados indicaron que estas bacterias tienen en
comun proteinas de envoltura celular con peso molecular aparente de 75 kDa, 95 kDa,
34 kDa, 28 kDa y 13 kDa, ademés de proteinas minoritarias de alto y bajo peso
molecular, las dos cepas de A. seminis mostraron un perfil comGn de proteinas
resaltando las de 34 kDa y 13 kDa como mayoritarias y la de 75 kDa como minoritaria
en ambos aislamientos (Stephens et al., 1983).

Por otro lado, Healey et al. (1988), obtuvieron aislamientos de A. seminis, A.
actinomycetemcomitans y trece aislamientos identificados como Actinobacillus spp.
recuperados a partir de carneros con cuadro de epididimitis, de los anteriores se
obtuvieron extractos celulares empleando n-octyl-B-D-glucopiranosil para realizar la
identificacion de OMPs mediante electroforesis en geles discontinuos. Los resultados

indican que el perfil de proteinas mostrado por microorganismos del género
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Actinobacillus aislados a partir de animales con epididimitis, incluyen al grupo de
proteinas con masa molecular aparente entre 26-94 kDa y un segundo grupo
compuesto por cepas que muestran un perfil proteico diferente al anterior; Con lo cual
se concluy6 que los miembros del género Actinobacillus aislados a partir de carneros
con epididimitis son de diferentes especies ya que cada uno muestra diferente perfil

proteico (Healey et al,. 1988).

1.4 LIPOPOLISACARIDO.

El lipopolisacarido (LPS) es una estructura de alto peso molecular localizado en la
membrana externa de las bacterias Gram negativas. Est4 compuesto por una parte
lipidica (lipido A), la cual esta unida a la parte polisacarida (polisacarido central)
formada por azicares que incluyen al KDO (4cido-2-ceto-desoxi-D-manosa
octulosénico), unido a la cadena “O” especifica. La cadena “O” estd formada por
unidades repetidas de glucosa, galactosa, ramnosa, aziicares aminados como N-acetil-
gucosamina y N-acetil-galactosamina, que le confieren propiedades antigénicas
especificas, ademds de proporcionarle caracteristicas fenotipicas de LPS liso,
semirugoso y rugoso. Como este antigeno puede ser compartido por diferentes
serotipos relacionados, es considerado como responsable de las reacciones cruzadas
entre serotipos (Fedorka-Cray ef al., 1994).

Dentro de las propiedades biologicas del LPS estan las de presentar actividad de
endotoxina, gelificar los amebocitos del género Limulus, producir reaccion de
Schwartzman, actuar como pirégeno exdgeno e inducir la liberacion de mediadores de
la inflamacién (IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral, macréfagos) (Fedorka-Cray et

al.,, 1994). Actinobacillus pleuropneumoniae tiene LPS tanto liso como rugoso,
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dependiendo del serotipo, por otro lado, dentro del género Actinobacillus hay especies

que muestran ambos fenotipos, liso y rugoso (Haase, et al., 1999); sin embargo,

actualmente no existen reportes que indiquen cual LPS presenta A. seminis.

1.5 TRANSMISION, PATOGENESIS Y SIGNOS CLINICOS.

La epididimitis contagiosa del cammero es una enfermedad infectocontagiosa
que puede tener un curso agudo o crénico, afecta a la especie ovina en donde los
machos son altamente susceptibles teniendo como puerta de entrada las mucosas
uretral, rectal y en el caso de las hembras la vaginal, esta infeccién tiene severas
repercusiones economicas en paises dedicados a la crianza de estos antmales.

Son diversos los agentes bacterianos asociados con esta enfermedad, tal es el
caso de Corynebacterium pseudotuberculosis, Haemophilus agni, Histophilus somni,
Pasteurella heomolytica, Staphylococcus spp y Streptococcus spp, sin embargo los dos
IMicTOOrganismos que con mayor frecuencia se recuperan de animales que presentan el
cuadro clinico caracteristico de este padecimiento son en primer lugar B. ovis, seguida
de A. seminis. Ambos producen los signos caracteristico de la epididimitis como
inflamacién, edema, induracién y formacién de tejido cicatrizado en el epididimo,
disminucién de la fertilidad, baja calidad del semen, presencia de granulomas
espermaticos y fibrosis progresiva del epididimo; clinicamente la enfermedad es
similar cuando es causada por B. ovis (comiin en borregos adultos) o A. seminis
(comin en corderos Jovenes) (Ajai et al., 1980; Flores, 1986; Ley, 1993; Genetzky,
1995).

A. seminis también puede producir abortos tardios en las hembras y un aumento

de la mortalidad perinatal. El carnero con o sin lesiones transmite la infeccién en
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forma directa durante la monta, por contacto prepucial o rectal a otro carnero, 0 son
eliminadas en el semen y en la orina. La infeccion indirecta es comtin a traveés de las
hembras, que excretan las bacterias en secreciones vaginales, leche y placenta
(Genetzky, 1995; Appuhamy ef al., 1998;: de la Puente-Redondo ef al., 2000). En el
caso de las hembras la infeccion se inicia con una etapa de bacteremia prolongada y
rara vez se presentan lesiones aparentes, sin embargo puede haber e-xudado purulento y
en hembras gestantes se presentan la muerte y la expulsién del feto (Flores, 1986).

La patogénesis de la epididimitis causada por 4. seminis es incierta, sin
embargo se han propuesto teorfas que tratan de explicar este proceso. Jansen en 1983
sugirié que A. seminis es un microorganismo ambientai que invade la cavidad
prepucial y es capaz de ascender a las partes profundas del tracto genital del camero;
también establece que la infecci6n se presenta en los animales JOvenes, mas vigorosos
y de mayor velocidad de crecimiento.Jansen, (1980) ,es‘tudjé el papel del estado
hormonal en la migracién de los microorganismos de las partes superficiales del
aparato reproductor (mucosa peneana) a las profundas (epididimo y testiculo), con
base en los cambios que se producen a nivel del aparato reproductor durante el
despertar de la pubertad, especialmente en las células del epitelio epididimal.
Unicamente se aislé A. seminis de la prostata, vesiculas seminales y 4mpula del
deferente y en un caso de la cola del epididimo, cuando inpculé la bacteria en el
extremo de la uretra y realiz6 tratamientos con hormona luteinizante (Jansen, 1980).
Por otro lado, Sponenberg, (1983) indica que es poco probable la infeccién por via
ascendente, por no aislar el microorganismo en glandulas ascendentes, debido a que se
aisla el microorganismo en glindulas anexas en un caso clinico de epididimitis por A.

seminis. Posteriormente Walker y Leamaster en 1986 sugirieron que por formar parte
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de Ia flora normal bacteriana del aparato genital de ovinos tanto de machos como de

hembras, por razones no conocidas, puede provocar epididimitis en algunos animales:;
por lo anterior se desconoce si esta bacteria se comporta como patégeno primario o
secundario (Walker ef a/., 1986).

Una vez que las bacterias penetran al organismo se presenta una fase transitoria
de bacteremia para posteriormente culminar con la localizacion de éstas en la cola del
epididimo, manifestAndose con una inflamacién que puede ser unilateral o bilateral.
Posteriormente se desarrolla un cuadro autoinmune debido a que la pared que cubre al
tubulo se rompe, en esta etapa se desarrollan granulomas espermaticos y fibrosis
progresiva del epididimo que puede progresar a orquitis con resultados de infertilidad
irreversible; la enfermedad se clasifica en subclinica y clinica (Jansen en 1983; Mbaj ef
al., 1996).

Alsenosy et al. (1985), reproducieron cuadros clinicos de mastitis en ovejas por
introduccion directa de A. slemim's en la glindula mamaria, al realizar las biopsias
correspondientes 1a bacteria fue recuperada a partir de todas las glandulas inoculadas
Que mostraban lesiones, no asi de tejidos como cerebro, sangre higado, rifién, pulmén,

utero o corazon.

1.6 DIAGNOSTICO DE A. seminis.

La el;idjdimitis ovina es una enfermedad importante en paises dedicados a la
crianza de estos animales, suele ser diagnosticada con base a una correcta anamnesis,
examen clinico, estudios sexolégicos, bacteriolégicos y de semen (Baynes y Simmons,
1968, Genetzky, 1995). Estos estudios deben realizarse en forma periédica, incluyendo

un control durante la pubertad y en animales en servicio, se debe incluir un estudio
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detallado dos meses antes de la época de monta y un estudio posterior a la misma (Ley,
1993; Appuhamy, ef al.,, 1998). Es importante recurrir a las pruebas de laboratorio
para identificar animales infectados que no manifiesten signos clinicos y determinar
que microorganismo es responsable (Watt, 1972, Webb et al., 1980). El diagnéstico
clinico no tiene valor definitivo debido a que existen animales infectados que no
presentan manifestaciones por lo que es necesario recurrir a pruebas serologicas y
bacterioldgicas para establecer un diagnéstico preciso (Ficapal, 1993).

Actualmente el diagnostico de la epididimitis por 4. semiis se realiza de acuerdo a
signos clinicos, patolégicos y examen bacterioldgico del semen, sin embargo estos no
ayudan identificar a este microorganismo. Por otro lado el aislamiento bacterioldgico
es tardado debido a que la muestra va contaminada con otros microorganismos los
cuales pueden formar parte de flora normal bacteriana, ademas de que dentro de las
pruebas bioquimicas empleadas en el analisis bacteriolégico no existe alguna
especifica que ayude a identificar A. seminis de los principales MICTOOrganismos

asociado con la epididimitis (Tabla 1) (Ajai, 1980).

1.6.1 Clinico:

La obtencién y examen del contenido escrotal es utilizada para identificar a
los carneros con epididimitis (Hughes et a!., 1968), sin embargo, no tiene valor
definitivo para el diagnéstico de la infeccién por A. seminis debido a que existen
animales infectados que no presentan manifestaciones clinicas ya que puede aparecer
como resultado de un traumatismo o de otros factores (Watt, 1972, Webb et al., 1980).

A partir de cameros con lesiones testiculares y epididimales se han

1dentificado y aislado diferentes microorganismos siendo Brucella ovis aislado con
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mayor frecuencia (Ajai ef al, 1980), seguido de ofros microorganismos como
Histophilus ovis (Claxton ef al., 1966}, Actinobacillus seminis (Baynes, ef al., 1960;
Livingston et al., 1964; Ekdahl et al., 1968; van Tonder 1973, Heath et al_, 1991, Mbai
et al., 1966; de la Puente Redondon et al., 2000) Actinobacillus lignieresi (Hughes et
al., 1968), Actinobacillus acinomycetemcomitans (Delong et al., 1979; Komatsuzawa
et al., 2002), Pasteurella spp. (Edkall et al., 1968), Bacteroides (Edkall ef al., 1968),
Corynebacterium pseudotuberculosis (Zamora et al., 1977, Delong ef al., 1979,
Yersinia pseudotuberculosis (Zamora et al 1977), Brucella abortus y B. melitensis
(Edkall ef al., 1968; Jubb et al., 1974; Kulshreshtha et al., 1978), Corynebacterium
pyogenes (Delong et al., 1979; Zamora et al 1977), Chlamydia (Euxter et al., 1970,
Store et al., 1976; Rodolaski et al., 1977) , Escherichia coli (Burgess et al., 1981),
Staphylococcus spp. (Delong et al., 1979 Zamora et al., 1971 y 1977, Jansen, 1980),
Streptococcus spp. (Bogdan, 1960), Pseudomonas spp. (Zamora et al., 1971).

La gran variedad de microorganismos que pueden estar involucrados hacen
necesario el recurrir a pruebas bacteriolégicas a partir de semen extraido por
electroeyaculacion, previa limpieza del prepucio y pene, depositindolo en bolsa de
coleccién estéril. Como paso siguiente se debe realizar la identificacién por pruebas
bioquimicas primarias y secundarias. Por otro lado, la muestra obtenida se utiliza en
estudios de calidad seminal como: motilidad, concentracion espermaética, porcentaje de
anormalidades en cabeza, cuerpo y cola, ademas de porcentaje de espermatozoides
vivos y muertos (Low et al,, 1995, Mabi et al., 1996). Por otro lado se debe comprobar
la presencia de células inflamatorias en frotis tefiidos con Giemsa ademis de la
presencia de bacilos pleomérficos Gram negativos (Heath ef a/., 1991). Al realizar

estudios bacteriologicos del semen es importante considerar que las bacterias no son
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eliminadas de forma continua, por lo cual los muestreos deben hacerse en forma
periddica, con el fin de lograr el aislamiento de A. seminis (Bremen ef al., 1982).

Van Tonder, (1979) concluye que en el diagnostico individual y de hato se
debe realizar una evaluacién completa incluyendo examen clinico, de semen,

bacterioldgico y sexolégico.

1.6.2 Serolégico y de PCR:

Se han propuesto pruebas de tipo seroldgico para ser empleadas en el
diagnostico de la epididimitis causada por 4. seminis; sin embargo, actualmente no
existe una prueba diagndstica de este tipo que se ocupe de forma rutinaria para la
identificacién de animales sintomaticos y asintométicos. A continuacién se
mencionan las pruebas reportadas en la literatura:

Rehaley (1978) desarrollé la prueba de Fijacién de Complemento para
establecer una comparacién serolagica entre H. ovis, A. seminis y B. ovis, las cepas
empleadas se obtuvieron a partir de animales que mostraban cuadro clinico de
epididimitis, los anti - sueros se elaboraron en conejos. Los resultados indicaron que
la infeccién producida por A. seminis e H. ovis no se puede diferenciar por la prueba
de Fijacion de Complemento a menos que el suero del animal infectado sea probado
contra ambos antigenos y se mostré una diferencia significativa entre el titulo de
cada uno. Por otro lado, se presentaron reacciones cruzadas a bajos titulos entre los
sueros anti-H. ovis y anti-A. seminis con el anti-B.ovis, lo anterior sugiere que los
antigenos empleados en las pruebas no son lo suficientemente especificos lo que
explica por qué se obtienen resultados positivos en ovinos que presentan brucelosis,

por lo que el autor propuso obtener antigenos mas especificos que puedan ser
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empleados en el desarrollo de ésta prueba; ademas, se establecié que existe una
relaciéon muy estrecha entre los microorganismos probados (Rehaley, 1978).

Ajai et al. (1980), establecieron 1a prueba de inmunofluoresecencia directa e
indirecta para el diagndstico de epididimitis ovina, las cepas empleadas fueron A.
seminis 15768, B. ovis 25840 y C. pseudotuberculosis 19410 todas ATCC, los
antisueros fueron elaborados en cabras, la conjugacién se realizé con isotiocianato de
fluoresceina y las muestras biologicas empleadas fueron semen obtenido por
electroeyaculacién a partir de cameros infectados con las anteriores bacterias. Los
resultados de este estudio demuestran que A. seminis, B. ovis y C.
pseudotuberculosis pueden ser identificados especificamente por
inmunofluorescencia observandose igual morfologia bacteriana entre B. ovis y C.
pseudotuberculosis destacando el pleomorfismo mostrado por A. seminis; sin
embargo, las tres desarrollaron igual intensidad de fluorescencia. Es importante
considerar que a diferencia de A. seminis y B. ovis, C. pseudotuberculosis es un
cocobacilo Gram positivo que causa epididimitis supurativa, esta bacteria presenta
actividad bioquimica determinable en el laboratorio la cual ayuda a su rapida
identificacién a partir de aislamientos; y sin embargo es importante considerar que
este procedimiento no es conveniente cuando el tiempo de obtencién de resultados es
importante (Ajai et al., 1980),

Cardenas et al. (1986), realizaron 1a deteccién de anticuerpos en carneros con
epididimitis usando el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA). Para tal
proposito se emplearon extractos de pared celular y antigenos obtenidos por
sonicacién y ultracentrifugacion respectivamente a partir de aislamientos de

muestras de semen de cameros y las cepas de referencia: B. ovis ATCC 25840, A.
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seminis 15768 y A. actinomycetemcomitans ATCC 29522. Los sueros se obtuvieron
de 5 cameros con diferentes historias clinicas, 2 sueros obtenidos lesiones de
epididimitis en necropsia con aislamiento de 4. seminis, 1 recuperado de carnero con
epididimitis identificando como causa a A. seminis, uno con epididimitis y
granuloma espermatico sin aislamiento bacteriologico, una muestra de tejido
testicular con aislamiento de C. pseudotuberculosis y 14 muestras séricas de
amimales sanos. Los resultados indican que cuando se emplea como antigeno
extractos de pared celular dan bajos valores comparados con los obtenidos con
células sonicadas. Se observé que estos antigenos no presentan alta especificidad ya
que desarrollan reacciones cruzadas en animales no infectados con A. seminis lo cual
se confirmé al identificar en la muestra C. pseudotuberculosis. Finalmente los sueros
de animales sanos mostraron titulos de anticuerpos contra las tres bacterias y no
presentaron signos de epididimitis, por lo anterior esta prueba no es confiable para
detectar anticuerpos especificos contra 4. seminis (Cardenas et al., 1986).
En México, Méndez et al. (1986), determinaron la prevalencia de A. seminis
en 6 diferentes rebafios localizados en los estados de México, Hidalgo, Distrito Federal, .
se tomaron muestras de suero de 307 ovinos y semen de 17 cameros. El estudio
serolégico se realiz6 con la prueba de inmunodifusién doble en agar empleando un
antigeno soluble y suero control positivo ambos obtenidos a partir de la cepa de
referencia ATCC15768, la identificacién bacteriana fue con cultivo y pruebas
bioquimicas, el antigeno se obtuvo por sonicacién de las células. Los resultados indican
que A. seminis esta presente en rebafios de la region central de México con una alta

distribucién, por lo que es necesario realizar mis estudios para conocer la magnitud del
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problema, sin embargo en animales que mostraron aislamientos positivo no fue asi para

la prueba de inmunodifusién (Méndez et al., 1996).

Recientemente se han sugerido métodos moleculares rapidos, como Ila
identificacién de 4cidos nucleicos de una regién blanco especifica del genoma
bacteriano por la técnica de Reacién en Cadena de la Polimerasa (PCR), que es
ampliamente utilizada para la deteccién y diagnéstico de .patogenos. PCR presenta
carcteristicas como alta sensibilidad, no requerir agente vivo, evidenciar una infeccién
aunque el individuo se encuentre en ventana inmunolégica permite disminuir la
transmisién de estas infecciones, sin embargo su implementacién requiere de
infraestructura fisica y personal muy especializados. Esta técnica permite la
amplificacion in vitro de secuencias especificas de DNA existentes en una muestra en
nimero de decenas a niveles de millones de copias en pocas horas, detectando
posteriormente dichas secuencias mediante hibridacién de acidos nucleicos o

electroforesis (Bell, 1989).

La técnica de PCR se ha utilizado para realizar un rapida identificacién de A.
seminis y establecer diferencias con otros géneros bacterianos. Una regién del genoma
bacteriano que parece proporcionar un adecuado blanco para la identificacion de la
bacteria es la regién espaciadora entre los genes 16S y 23S rARN. La amplificacién del
PCR de la regitén espaciadora 16S-23S rARN ha sido dugerida como base de la
identificacidn universal de la bacteria. Appuhamy ef al. (1998), muestran que la prueba
de PCR ribotipo de la regién espaciadora 16S-23S rARN genera dos amplificaciones

comunes a partir de todas las muestras de donde se aislé A. Seminis, posteriormente
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utilizaron las secuencias de esas dos regiones espaciadoras intergénicas y elaboraron
iniciadores especie-especificos para la rédpida deteccién e identificacion de A. seminis
por PCR. Para este PCR especifico se disefiaron iniciadores que amplifican una region
del gen B que es uno de los operones ribosomales caracterizados, los cuales
codifican para dos ARN de transferencia (tARN-Ile y tARN-Ala). Las muestras
utilizados se obtuvieron de semen de carmero, las cuales ya se habia aislado e
identificado 4. seminis, con estas muestras obtuvieron un solo producto de 436 bp y se
obtuv6 amplificacién con otras bacterias del tracto reproductor ovino {Appuhamy et al.,

1998).
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JUSTIFICACION

La importacioén de ganado ovino a nuestro pais ha superado el 50% del abasto
nacional, lo que incrementa el riesgo de la introduccién de enfermedades por algunos
lotes que son desviados en su trayecto a la crianza. Este ganado de introduccién puede

diseminar diversas infecciones, tal es el caso de la epididimitis causada por A. seminis.

No se cuenta con un diagnéstico serologico confiable para determinar la
presencia de 4. seminis y con el diagnéstico clinico es imposible distinguir una

infeccion epididimal causada por este microorganismo en carneros.

HIPOTESIS
Algunas proteinas purificadas de la membrana externa de A. seminis podrian ser

adecuadas para su uso como antigenos en el desarrollo de pruebas diagnésticas.
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OBJETIVO GENERAL

Identificacién de una proteina especifica e inmunogénica de Actinobacillus
seminis, 1a cual ser4 empleada como antigeno en el desarrollo de una prueba de ELISA

indirecta.

Objetivos particulares:

1. Obtener de fracciones subcelulares de 4. seminis ATCC 15768 mediante el método
de Sarcosyl determinando su perfil electroforético en PAGE-SDS y el reconocimiento
de las proteinas que son inmunogénicas mediante la técnica de

Inmunoelectrotransferencia.

2. ldentificar mediante inmunotransferencia una proteina inmunogénica que

unicamente sea identificada por suero hiperinmune de A. seminis obtenido en conejos.

3. Purificar la proteina seleccionada por electroelucién.

4. Determinar mediante microscopia electrénica la liberacién de microvesiculas de

excrecion de 4. seminis asi como el perfil de proteinas presentes en las mismas.

5. Desarrollar una prueba de ELISA indirecta, empleando como antigeno la proteina
seleccionada y probada con sueros hiperinmunes de A. seminis, B. ovis, M.

haemolytica, P. multocida y H. somni.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Crecimiento de la cepa de referencia de A. seminis

Todas las cepas bacterianas empleadas en este trabajo las cuales son mencionadas en la
tabla 3, se sembraron en caldo infusidn cerebro y corazén (BHI) (Difco, Detroit, M1, USA)
y posteriormente transferidas a placas de agar suplementadas con 5% de sangre de bovino
desfibrinada. Todos los cultivos bacterianos fueron mantenidos a 37 C y 10% de CO,
durante 48 horas.

Tabla 2. Cepas bacterianas de referencia y aislamientos

Bateria Clave Origen
Actinobacilus seminis 15768 ATCC*
Aislamiento INIFAP - SAGARPA®, Méx.
Brucella ovis BP 2001 (Aislamiento) | BUAP® Méx
BP 2002 (Aislamiento)

Mannheimia haemolytica GM31 (Aislamiento) FESC, UNAM®, Méx.
EH 28 (Aislamiento)
CA22 (Aislamiento)
MAL16 (Aislamiento)
SC17 (Aislamiento)

Pasteurella multocida SM13 (Aislamiento) FESC, UNAM®, Méx.
AC14 (Aislamiento)
SALS (Aislamiento)
AE28 (Aislamiento)
SC17 (Aislamiento)

Histophilus somni Aislamiento INIFAP-SAGARPA®, Méx,

® La cepa de A seminis fue adquirida de American Type Culture Collection (ATCC) con

clave 15768 (mimero de orden s082885).

® Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. Secretaria de
Agricultura Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién.

° Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

4 Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin Universidad Nacional Auténoma de

México.
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2.2 Obtencién de fracciones subcelulares (membrana externa, membrana interna y
citosol) de A. seminis

A partir de un crecimiento de 4. seminis en agar sangre, las células fueron recuperadas
en HEPES 10 mM y se lavaron dos veces, la pastilla obtenida fue suspendida en HEPES 10
mM conteniendo como inhibidores de proteasas PMSF 0.1 M (fenil-metil-sulfonil-
fluoruro), PHMB (p-hidroxi-mercm“b-cn;oato) y EDTA 2 mM (acido
etilendiaminotetracético). El rompimiento celular se realiz6 mediante sonicacion
empleando un sonicador Vibra-cell (Sonios, Newton, Connecticut, USA) con 6 ciclos, cada
uno con una duracién de 1 minuto por un minuto de descanso. Los detritus celulares fueron
removidos centrifugando a 10,000 X g durante 20 minutos, posteriormente el sobrenadante
fue centrifugado a 150,000 X g durante 1 hora. El sobrenadante se encontraba enriquecido
con proteinas citosélicas (CPS) y la pastilla contenia proteinas de membranas totales; este
sedimento fue suspendido en HEPES 10 mM con SDS 1% (N-laurilsarcosina de sodio)
{Sarkosyl; Sigma Chemical) y fue sometido a agitacién durante 30 minutos a 37 C para
posteriormente ser centrifugado a 150,000 X g por 1 hora; Ia pastilla contenia las proteinas
de membrana externa (OMPs) y el sobrenadante las de membrana interna (IMPs), (Filip et
al., 1973; Morton ef al., 1996).

Para obtener las proteinas contenidas en la pastilla se empleé el método de
recuperacion cuantitativa de proteinas diluidas en solucién de detergentes y lipidos (Wessel
y Flugge, 1984), para lo cual a 0.1 ml de OMPs se le adicionaron 0.4 ml de metanol
absoluto, la mezcla se centrifugé a 9,000 X g por 30 segundos para la coleccion total de la
muestra, posteriormente se agregd 0.1 ml de cloroformo, se agité y centrifugd é 9000 X g
durante 1 minuto desechando la fase superior. A la fase cloroformica (fase inferior) se le

agregd 0.3 ml! de metanol, se agitd y centrifugd a 9,000 X g durante 1 minuto en
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refrigeracién. Se separé el sobrenadante y la pastilla se dejé secar a temperatura ambiente y
se guard6 a 4 C hasta su uso. Para recuperar las proteinas de IMPs y CPs, estas fracciones
fueron precipitadas con etanol frio a una relacion de 1:4 v/v dejandolas en refrigeracion
toda la noche, se centrifugaron a 10,000 X g y el precipitado se secé a temperatura
ambiente guardando la pastilla a 4 C hasta su uso. La concentracién de proteinas de las

fracciones subcelulares se determiné por el método de Bradford (Bradford, 1976).

2.3. Determinacién de lipopolisacdrido en la membrana externa de A. seminis

La deteccién de LPS presente en la OMP de A. seminis se desarroll6 con la técnica
de tincién de plata descrita por Tsai et al. (1982), para lo cual se llevé a cabo un
corrimiento electroforético en poliacrilamida-SDS-urea a una concentracién de gel
separador del 6% eﬁ el que se colocaron células completas y fracciones subcelulares de A.
seminis y como controles LPS liso de B. melitensis y rugoso de B. ovis, el gel se fijo toda la
noche en solucién fijadora (etanol 40%, acido acético 5%). Posteriormente se oxidaron los
azicares presentes- en el LPS con una solucién de 4cido periédico al 0.7%, etanol al 40% y
acido acético al 5%, después de 5 minutos el gel se lavd con agua desionizada para
inmediatamente realizar la tincién adicionando el reactivo de plata amoniacal (NaOH 0.1
N, NH:OH 14.8 M, AgNO; 20%) durante 10 minutos en total obscuridad y agitacién
continua, después se hicieron tres lavados con agua desionizada y se revelé con
formaldehido al 0.0185% y acido citrico al 0.005%. Una vez desarroliadas las bandas, la

tincién se detuvo con acido acético al 5% (Tsai et al., 1982).
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2.4 Cuaatificacién de endotoxina en fracciones subcelulares de A. seminis

Con la finalidad de determinar la pureza de las fracciones subcelulares de A.
seminis se ensayo6 la presencia de endotoxina por el método de Limulus Amebocyte
Lysate (LAL) QCL-1000 (Qantitative Chromogenic LAL) (Bio Whittaker, Md, USA).

La endotoxina de bacterias Gram-negativas cataliza la activacién de una proenzima
presente en el Lisado de Amebocitos de Limulus (Young, et al., 1972), el grado de
activacion estd determinado por la concentracion presente de endotoxina, la enzima
activada cataliza la separacion de p - Nitroanilina (p-NA) de color amariillo de un
péptido incoloro; la p-NA liberada es determinada fotométricamente a una longitud de
onda de 405 - 410 nm. El principio bioquimico es el siguiente:

Endotoxina
Proenzima de LAL ~ Enzima

Substrato + H,O —ER2Ma—» peptido + p-Nitroanilina (color amarillo)

El proceso fue el siguiente:

La microplaca se preincubd a 37 C durante 30 minutos, se adicionaron 50 ul de las
fracciones subcelulares, el estindar (endotoxina de E. coli) y como blanco agua libre de
pirdgenos, posteriormente se adicionaron 50 ul de LAL incubando 10 minutos a 37 C,
posteriormente se agregaron 100 ul del substrato incubando 16 minutos a 37 C; la

reaccion se detuvo y se determinaron las absorbancias a la par de la curva estdndar.

27




La concentracion de endotoxina presente en la muestra de OMP de A. seminis se

obtuvo interpolando las lecturas obtenidas de cada muestra con las obtenidas en la

curva estandar.

2.5 Cuantificacién de poteinas

Previo al comimiento electroforético se realiz6 la cuantificacion de proteinas
presentes en extractos y fracciones celulares por el método de Bradford (Bradford,
1976). La curva patron fue preparada como se describe en la tabla 2:

Tabla 3: Curva patrén para cuantificacion de proteinas por método de Bradford,

(1976).
Tubo Agua destilada (pl) (il) de ABS Reactivo de
{1pg/ml) Bradford (yl)

Blanco 10 - 200

2 9 1 200

3 8 2 200

4 7 3 200

S 6 4 200

6 5 5 200

Problema 10 - 200

ABS: Albimina sérica bovina

Todos los tubos se mezclaron y dejaron reposar durante 20 minutos a temperatura
ambiente para ser leidos en un espectrofotémetro a una A = 595 nm. La absorbancia
mostrada por las muestras problema fue interpolada en una gréfica construida con los

datos de la curva estandar, obteniendo asi el valor de la concentracién de la muestra

problema.
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2.6 Produccidén de sueros hiperinmunes

Para cada protocolo de inmunizacion se emplearon 2 conejos de la raza Nueva
Zelanda de 2.0 Kg de peso cada uno.

2.6.1 Suero hiperinmune de conejo anti — A. seminis

Se prepard una suspension con células sonicadas de A. seminis (1.5 x 10® UFC
/ ml) inactivadas con autoclave (15lb, 121C) para inocular a los dos conejos por via
intramuscular con un volumen total de 2 ml, inicialmente se empleé adyuvante
completo de Freund mas células completas, 20 dias después con adyuvante incompleto
de Freund. Posteriormente se llevaron a cabo tres inoculaciones semanales mas por via
intramuscular sin adyuvante; los titulos de anticuerpos fueron determinados por la
técnica de Dot-ELISA empleando como antigeno células completas inactivadas de A.

seminis {Cloackaert, 1997).

2.6.2 Suero hiperinmune de conejo anti - B. ovis, M. haemolytica, P. multocida y H.
somni

El suero anti — B. ovis fue donado por FESC-UNAM, los sueros anti - M.
haemolytica, P. multocida y H. somi fueron donados por CENID-Microbiologia,
INIFAP-SAGARPA, todos los sueros fueron producidos en conejos empleando células
sonicadas. Los titulos de anticuerpos fueron de 1:2000 para B. ovis y 1:1000 para las
bacterias restantes.

2.6.3 Suero hiperinmune contra la proteina de 75 kDa de A. seminis
En el segundo protocolo de inmunizacién ambos conejos fueron inoculados

con la proteina de 75 kDa a una concentracidn de 4.58 ug / ul contenida en el gel SDS-
PAGE al 7.5 %, el gel fue previamente macerado y mezclado con SSF estéril en un

volumen aproximado de 1.5 ml. La inoculacién fue por via intramuscular cada tercer
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dia; en la tabla 4 se muestran los dias y via de inoculacién y en la tabla 5 la toma de_

muestra sanguinea.

Tabla 4. Protocolo de inmunizacién para la proteina de 75 kDa.

Dia Via de inoculacién Inéculo
0-25 Intramuscular 1.5 ml de proteina de 75 kDa de A. seminis
contenida en poliacrilamida macerada
26 Intravenosa 0.5 ml de proteina de 75 kDa
de A. seminis eluida
27-35 Intramuscular 1.5 ml de proteina de 75 kDa de A. seminis
contenida en poliacrilamida macerada
36 Intravenosa 0.5 ml de proteina de 75 kDa
de A. seminis eluida

Tabla 5. Protocolo de toma de muestra de conejos inoculados con la proteina de 75

kDa.

Dia Via
0 Intravenosa
10 Intravenosa
15 Intravenosa
20 Intravenosa
25 Intravenosa
30 Intravenosa
37 Cardiaca

2.6.4 Titulacién de sueros hiperinmunes )
Los sueros hiperinmunes obtenidos se titularon por la prueba de Dot-ELISA,

para ambos se cortaron circulos de membrana de nitrocelulosa (Gibco Laboratorios,
Carlsbad, California, USA) de 0.45 um. Los antigenos empleados fueron la proteina

obtenida por elusién a una concentracion de 4.58 pg / l y células sonicadas 1.5 x 10°
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UFC / ml, de cada uno se adicionaron 50 pl, se dejo adsorber durante 24 horas a 37 C.
Posteriormente se realizaron tres lavados con 100 ul de TBS (Tris-NaCl 20 mM pH
7.5). El bloqueo se realiz6 durante 1 hora a 37 C con leche descremada al 5%,
transcurrido el tiempo se lavo tres veces con 100 pl de TBS. Se procedié a adicionar 50
pl de cada uno de los sueros hiperinmunes a titular en diluciones dobles, incubando 2
horas a 37 C; lavando tres veces con 100 pl de TBS. La adicion del segundo anticuerpo
consistio en adicionar 100 pl de anti-IgG de conejo peroxidado (Sigma) diluido 1:1000
dejando incubar 2 horas a 37 C; lavando tres veces con 100 pl de TBS. El revelado de
la reaccion en el papel se realizé adicionando 100 pl de ABTS-H,O, (Acido 2,2-
azinobis-3-etilbenzotiazolina sulfénico — Peréxido de hidrogeno) (Sigma Chemical,
Co.) incubando durante 15 minutos a 37 C; transcurrido este tiempo retiro la solucién
reveladora realizando un lavado con agua desionizada. La identificacién del titulo de
cada muestra se determiné por la visualizacién de la intensidad de coloracién

desarrollada (Gavilondo, 1995).

2.7 SDS - PAGE y Western blot de fracciones subcelulares y células sonicadas de
A. seminis; SDS — PAGE y Western-blot de células sonicadas de B. ovis, M.
hemolytica, P. multocida y H. somni.

Las células completas sonicadas y fracciones celulares de 4. seminis y las

células completas de Brucella ovis (B. ovis), Manheimia haemolytica (M. haemolytica),
Pasteurella multocida (P. multocida) y Histophilus somni (H. somni) separadas por
SDS-PAGE en geles que midieron 8 cm de alto y 10 cm de ancho y 0.75 mm grosor a
una concentracién de gel separador del 10% (Laemmli, 1970) a 100 Volts durante 140

minutos, empleando la camara electroforética MiniProtean IT (Biorad, USA) y los geles
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fueron tefiidos con Azul brillante de Coomassie R-250. La masa molecular aparente de
las proteinas se determiné empleando marcadores proteicos comparando la movilidad
relativa de éstos con la de las proteinas obtenidas en las fracciones subcelulares. Para la
inmunotransferencia, después de realizar la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas segin la técnica descrta por Tow’oin. et al. (1979), a membranas de
nitrocelulosa (Gibco) de 0.45 um (Gibco, USA), empleando la Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell BioRad Laboratories, Inc. Hercules, California, USA) a
100 Volts / 400 mAmp durante 1 hora. Para lograr visualizar las proteinas
inmunogénicas presentes en células lisadas y fracciones subcelulares se emplearon
sueros policlonales producidos en conejo contra A. seminis, B. ovis, M. haemolytica, P.
multocida y H. somni (ver arriba) todos ellos con un titulo de 1:20 y como anticuerpo
secundario anti-IgG de conejo preparado en cabra y conjugado con peroxidasa diluido
1:1000 (Sigma Chemical, Co.). El revelado de la reaccién en el papel se realizd
adicionando 100 pl de ABTS-H;O; (Sigma Chemical, Co.).

Por otro lado se realizé la separacién electroforética de extractos crudos de B.
ovis, M. haemobytica, P. multocida y H. somni y se enfrentaron con suero policlonal
contra A. seminis producido en conejo y sueros hiperinmunes de cepas de campo. Como
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo preparado en cabra y conjugado con

peroxidasa diluido 1:1000 (Sigma Chemical, Co.).

2.8 Purificacién y Western-blot de la proteina de 75 kDa de 4. seminis
Para la purificacién de la proteina con peso molecular aparente 75 kDa de 4.

seminis 15768, se realizo un corrimiento electroforético de las OMPs en SDS-PAGE al
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- 12% (Laemmli, 1970) en una camara Hoefer (16 cm X 0.2 ¢m X 18 c¢m), (Hoefer
Scientific Instruments, San Francisco California, USA). Posteriormente la banda de la
proteina se cortd del gel para ser electroeluida en una cdmara Mini Protean 111
(BioRad), empleando un voltaje de 60 mAmp durante 3 horas. Para la recuperacidn de
la proteina, el material eluido fue precipitado con 4 volumenes de etanol frio y
mantenido durante 24 horas a 4 C y centrifugado a 10, 000 X g por 5 minutos, el etanol
se decantd y la proteina se dejo secar a temperatura ambiente (Scopes, 1988).
Finalmente, el precipitado obtenido fue resuspendido en agua deionizada para la
cuantificacion de proteinas, la pureza de la proteina fue comprobada SDS-PAGE al
12% (Laemmli, 1970) empleando como referencia marcadores de peso molecular.

Con la finalidad de comprobar la pureza de la proteina de 75 kDa y corroborar
se presenta actividad inmunogénica se realizd Western blot empleando antisuero de
conejo contra la proteina de 75 kDa de A. seminis. Por otro lado, para determinar si ésta
proteina es especifica de A. seminis, se emplearon cepas obtenidas a partir de tejidos de
cameros infectados con B. ovis, M. haemolytica, P. multocida y H. somni (ver tabla 2).
Las células sonicadas fueron separadas por SDS-PAGE al 12% (Laemmli, 1970), las
proteinas fueron electrotransferidas (Towbin et a/., 1979), a membrana de nitrocelulosa
(Gibco) de 45 um durante 1 bora a 400 mAmp, y enfrentadas con antisuero de conejo
contra la protefna de 75 kDa, como anticuerpo secundario anti-IgG de conejo preparado
en cabra y conjugado con peroxidasa diluido 1:1000 L(Sigma Chemical, Co.). El
revelado de la reaccion en el papel se realizd adicionando 100 pl de ABTS-H,0,

(Sigma Chemical, Co.),
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2.9 Obtencién de microvesiculas de membrana externa de A. seminis

Después de crecer la bacteria en agar Brucella por 48 horas a 37 C se cosecho
con SSF, se centrifugd a 10, 000 X g por 20 min. a 4 C y el sobrenadante se filtré a
través de membrana de nitrocelulosa de diAmetro de poro 0.22 um. Finalmente el
filtrado se ultracentrifugd a 150, 000 X g durante 1 hora a 4 C, las vesiculas fueron
resuspendidas en agua desionizada congeladas (-20 C) hasta su uso (Gamazo et al.,
1989). Por otro lado el contenido de las vesiculas se detecté por corrimiento
electroforético en SDS-PAGE con una concentracion de gel separador del 12% vy
posterior inmunotransferencia, enfrentando con suero hiperinmune (ver tablas 4 y 5)

producido a partir de la proteina purificada.

2.9.1 Western-blot de microvesiculas dezi. seminis

Para determm_ar si la proteina de 75 kDa esta presente en las
microvesiculas, después de la electroforesis las proteinas de las vesiculas fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa (Gibco) durante 1 hora a 400 mAmp (Towbin
et al., 1979). Las proteinas transferidas fueron enfrentadas con antisuero de conejo
contra la proteina de 75 kDa de A. seminis, y de aislamientos de campo anti-A. seminis,
B. ovis, M. haemolytica, P. multocida y H. somni (ver tabla 6) todos diluidos 1:20.como
conjugado anti-IgG de conejo preparado en cabra y conjugado con peroxidasa diluido
1:1000 (Sigma Chemical, Co.). El revelado de la reaccién en el papel se realizo

adicionando 100 pl de ABTS-H,0; (Sigma Chemical, Co.).
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2.9.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La presencia de vesiculas fue confirmada mediante microscopia electrénica de
barrido, para lo cual la cepa de referencia fue crecida en agar Brucella e incubada en
una atmdsfera de CO; al 10% a 37 °C. A las 48 horas a partir de este crecimiento se
tomé una muestra y se resuspendi6 en caldo BHI, los tubos fueron nuevamente
incubados a las condiciones antes mencionadas. Posteriormente el cultivo fue
homogenizado por inversion, se tomé 1 ml del cultivo y se deposité en tubo de ensaye
agregando 1 ml de glutaraldehido al 25% y se dejé reposar por 24 horas. Transcurrido
este tiempo se filtré la mezcla a través de membrana de nitrocelulosa de 0.22 um,
utilizando un filtro para volumenes pequefios. Una vez que las bacterias estaban
contenidas en ¢l papel, se colocaron en una caja Petri la cual contenia glutaraldehido al
25% dejandose reposar por 1 hora, lo anterior con el objeto de que cese la actividad
bioldgica, se preserve la estructura celular, se mantenga la integridad de la superficie y
s¢ eviten cambios autoliticos por temperatura, pH, concentracion de oxigeno y
nutrientes. Posteriormente se continué la deshidratacion empleando etanol a
concentraciones ascendentes desde 10% al absoluto. A continuacién la muestra se
colocd en un secador de punto critico (modelo Tousimis Samdri-780). Una vez que la
muestra fue deshidratada, ésta se mont6 en un porta muestra colocando en el mismo
una cinta de Carbono Cemento Conductivo (CCC) permitiendo asi su aseguramiento y
se procedio a colocar el ionizador de oro para recubrir la muestra con oro; el objetivo
fue que 1a muestra se convierta en conductora de corriente eléctrica y se proteja del haz
de electrones secundarios, la capa debe ser suficientemente gruesa para permitir una

buena resoluci6n de la muestra y lo suficientemente delgada para no enmascarar o tapar
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las caracteristicas superficiales de interés. Finalmente la muestra se coloco en la camara

del ionizador, se sell y se programé el tiempo de recubrimiento (5 minutos) para que
el oro se depositara uniformemente para obtener una capa de 50 Amstrong de grosor, se
hizo vacio y automaticamente se recubrié la muestra; al finalizar el tiempo el aire
ingres6 lentamente a la cdmara. La muestra fue observada en un microscopio
electronico de barrido modelo JSM-5410LV a una magnificacién de 20,000 aumentos

(Nezelof, 1975; Birbeck, 1995).

2.9.3 Microscopia electrénica de transmisién (MET)

La cepa de A. seminis ATCC 15768 se sembr6 en Agar sangre incubando a 37
C con 10 % de CO,, a las 48 horas se observo el crecimiento bacteriolégico, se realizd
la recoleccion del crecimiento para su posterior lavado con agua desionizada estéril, del
sobrenadante obtenido el cual contenia las vesiculas suspendidas se tom6é 1 ml
agregandolo a tubo de ensaye con rosca estéril 13 x 100, posteriormente se le agrego 1
ml de glutaraldehido al 25% con la finalidad de fijar las células y permitir que cese la
actividad biologica de la célula asi como preservar la estructura celular (Birbeck, 1995).

Para la adsorcidén se colocd una gota de la suspension de las bacterias en un
trozo de papel parafilm, a esta gota se le colocéd encima la rejilla para que adsorbiera la
muestra, para realizar la adsorcion se probaron diferentes tiempos (de 1 a 30 minutos)
hasta encontrar el 6ptimo (20 minutos) (Nezeleof, 1975; Birbeck, 1978).

El elemento activo del 4cido fosfotingstico es el tungsteno (P.M. 183.92) con
Ia especial caracteristica de que este compuesto se asocia con cada molécula de 24
dtomos de Carbono del mismo. Por el gran peso molecular de este 4cido las tinciones

electrénicas denotan una gran resistencia al bombardeo del haz de electrones en el
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microscopio electrénico de transmisién, el 4cido fosfotingstico es un excelente
colorante electrénico con selectividad para los componentes extracelulares como
mucopolisacarido, membranas basales, granulos de secrecidn, este acido en general tifie
proteinas ya que es un colorante catiénico (Nezeleof, 1975; Birbeck, 1978). Una vez
transcurrido el tiempo de adsorcién en la rejilla, se adiciond una gota de acido
fosfotingstico al 25 % en un trozo de papel parafilm y encima de esta gota se coloco la
rejilla para que se adsorba el acido, se emplearon diferentes tiempos de tincién los
cuales fueron de 30 segundos, 1, 2, 3, 4 minutos y diferentes pH (6, 7, 8) para
determinar en cual de ellos se observa un mejor contraste de la muestra. Transcurrido el
tiempo de tincién se colocd 1 gota de agua destilada en un trozo de papel parafilm y
encima se mont6 la rejilla, el tiempo de enjuague fue de T minuto esto con el objetivo
de retirar las rejillas quitando el exceso de agua con un trozo de papel filtro y por
iltimo se dejaron secar a temperatura ambignte, una vez §eca la muestra se observaron
en un microscopio de transmisiéon modelo JEM-100S, a una magnificacién empleada

fue de 40,000 aumentos (Birbeck, 1995).

2.10 Inmunoensayo enzimitico ligado a una enzima

El objetivo de esta prueba fue dctl:rminar si con la proteina inmunogénica
seleccionada se puede montar una prueba de ELISA de tipo indirecto que podria ser
empleada de manera rutinaria en el diagnéstico serolégico de epididimitis causada por
A. seminis. La prueba se realizé empleando sueros hiperinmunes obtenidos de carneros
que mostraban cuadros de epididimitis con su correspondiente aislamiento e

identificacién microbiolégica anti-A. seminis, B. ovis, M. haemolytica, P. muliocida y

H. somni (tablas 2 y 6),
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Como fase solida o inmunoadsorbente se utilizaron microplacas de

poliestireno de 96 pozos, de fondo plano (Nunc-Immuno Plate PolySorp, InterMed,
Dinamarca) con capacidad de 350 pl. Para la adsorcién de la proteina en las
microplacas, se adicionaron 100 ul de la proteina de 75 kDa a una concentracién de 1
ug/ml por pozo e incubando toda la noche a 4 C y se retiro la proteina. Posteriormente
se realiz6 el bloqueo de sitios inespecificos agregando 100 ul de leche descremada al
2% y se incubd toda la noche a 4 C, enseguida se agregaron 100 pl por pozo de cada
uno de los sueros hiperinmunes anti-A. seminis, B. ovis, M. haemolytica, P. multocida 'y
H. somni (ver tabla 6) y como controles positivos sueros hiperinmunes obtenidos a
partir de células sonicadas y de la proteina de 75 kDa de A. semimis incubando
nuevamente a 4 C durante toda la noche. Posteriormente se adicionaron 100 ul de
conjugado (anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa) a una dilucién 1:2000
incubando a 4 C durante toda la noche. Finalmente se agregaron 100 pl por pozo del
sustrato ABTS-H;O, (Sigma Chemical, Co.) incubando durante 15 minutos a 4 C,
transcurrido este tiempo se adicionaron 100 ul de 4cido sulfirico 2.5 M para detener la
reaccion.

Entre cada paso se hicieron tres lavados cada uno con 100 pl de PBS-Tween 20 (0.05

% pH 7.4). Las lecturas se tomaron en un lector de ELISA modelo 450 BIO-RAD a

una longitud de onda de 405 nm.
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3. RESULTADOS

3.1 Electroforesis y Western-blot de fracciones subcelulares de A. seminis

Para conocer el perfil proteico de las fracciones subcelulares e identificar la
proteina especifica e inmunogénica que uUnicamente sea reconocida por suero
hiperinmune de A. seminis y no por bacterias produqtoras de cuadros de epididimitis {B.
ovis, H. somni, M. haemolytica y P. multocida) los perfiles de proteinas de células
sonicadas, fracciones subcelulares de A. seminis fueron analizadas por SDS-PAGE y
Western-blot. La figura 1 muestra el patron de células completas, OMP, IMP y CP
teflidas con azul de Coomassie. La pureza de las proteinas de membrana externa fue
verificada por la cuantificacion de endotoxina mediante la prueba de LAL, ya que
particularmente para el objetivo de este trabajo era importante comprobar que esta
fraccién subcelular se encontraba libre de contaminacién por proteinas de membrana
interna y citosélicas. 'La cantidad de endotoxina contenida en la OMP de A. seminis fue
de 0.17 UE / ml y de 0.0 UE / ml para IMP y CP concluyendo asi que las OMPs se
obtuvieron pricticamente libres de contaminacién con las otras fracciones subcelulares,
ademas de realizar SDS-urea al 6% tefiido con plata de OMP e IMP determinando asi
que A. seminis presenta LPS liso ya que la membrana externa muestra comportamiento
electroforético y de tincién similar al desarrollado por el LPS de B. mellitensis el cual
fue empleado como control de LPS liso (figura 8).

La figura 2 muestra el patrén correspondiente al Western blot de células
sonicadas asi como de fracciones subcelulares de 4. seminis presentando alta
reactividad antigénica cuando son enfrentadas con anti-suero anti-A. seminis,

especificamente en las lineas 2 y 5 se muestran extractos celulares y OMP
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respectivamente en los cuales se aprecia la presencia de una proteina con peso

molecular aparente de 75 kDa la cual no esta presente en las fracciones subcelulares
restantes. Estos perfiles antigénicos proporcionan los primeros datos respecto a las
proteinas presentes en las fracciones subcelulares de A. seminis obtenidas con el
detergente Sarcosyl y mostradas en geles de poliacrilamida, por otro lado se identificd
una proteina con propiedades inmunogénicas y que al parecer unicamente esta presente

en OMP.

3.2 Deteccién y purificacién de una proteina especifica de A. seminis

La prueba de Western blot fue desarrollada realizando SDS-PAGE a los extractos
celulares de A. seminis, B. ovis, H. somni, M. haemolytia y P. multocida empleando
como suero hiperinmune antisuero anti- A. seminis. La figura 5, linea 2 muestra una
proteina de aproximadamente 75 kDa presente en extractos celulares de 4. seminis la
cual también es observada en las lineas 3 y 4 (proteina eluida y extracto de
microvesiculas), presentando en la ﬁlﬁmﬁ un considerable enriquecimiento; lo cual
indica que tanto el método de electroelucién como las microvesiculas son una buena
fuente para obtener a la proteina de 75 kDa pura, sin embargo en la Gltima propuesta la
proteina se encuentra enriquecida. Por otro lado, cuan&c_: reaccionaron los extractos
celulares de A. seminis con antisueros anti-B. ovis, H. somni, M. haemolytia y P.
multocida estos anticuerpos no reconocieron a la proteina de 75 kDa (figura 6, lineas 2,
3, 4, 5, 6 respectivamente), por lo anterior es de considerar que esta proteina puede ser

especifica de A. seminis.
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En la figura 5, linea 3 se muestra el resultado de SDS-PAGE de 15 proteina de 75
kDa purifcada por electroelucién a partir de la OMP de A. seminis; la cual fue
postertormente enfrentada con suero hiperinmune anti- 4. seminis, B. ovis, H. somni, M.
haemolytia y P. multocida. El Western blot empleando suero anti- proteina de 75 kDa,
anti-A. seminis de conejo, B. ovis, H. somni, M. haemolytica, P. multocida y anti-A.
seminis las ultimas cinco a partir de aislamiento de campo (tabla 6) obtenidos de
cameros que mostraban problemas de epididimitis, los resultados revelaron que la
proteina eluida fue reconocida Unicamente por los sueros hiperinmunes de la cepa de
campo de anti-4. seminis, (linea 7) y anti-proteina de 75 kDa, pero no por los antisueros
anti- B. ovis, H. somni, M. haemolytica y P. multocida como se aprecia en la figura 6,
lineas 2, 3, 4, 5, 6, 7 respectivamente. Los resultado anteriores confirman que la

proteina de 75 kDa es especifica de 4. seminis.
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3.3 Titulacién de los sueros hiperinmunes obtenidos en conejo anti-células
completas, anti-proteina de 75 kDa de A. seminis y de aislamientos.
La titulacién de ambos sueros hiperinmunes se realizé por la técnica de Dot —

ELISA, los titulos obtenidos se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Sueros hiperinmunes

Bateria Origen Titule
Actinobacilus seminis 15768" 1:2050
Aislamiento® 1:2000
Proteina de 75 kDa" 1:4000
Brucella ovis BP 2001° (Aislamiento) | 1:2000

BP 2002° (Aislamiento) | 1:2000

Mannheimia haemolytica GM31¢ (Aislamiento) 1:1000

EH28° (Aislamiento) 1:1000
CA22¢ (Aislamiento) 1:1000
MAL16? (Aisimiento) 1:1000
SC17¢ (Aislamiento) 1:1000
Pasteurella multocida SM13° (Aislamiento) 1:1000
AC14° (Aislamiento) 1:1000
SA15° (Aislamiento) 1:1000

AE28° (Aislamiento) 1:1000
SC17¢ (Aislamiento) 1:1000
Histophilus somni - | Aislamiento® 1:1000

* Suero de conejo anti- A. seminis American T ype Culture Collection (ATCC) con clave
15768 (nimero de orden s082885).
® Suero de aislamiento de carnero con epididimitis anti- 4. seminis. Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. Secretaria de Agricultura Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién.
* Suero de conejo anti- proteina de 75 kDa de A. seminis.
° Sueros de aislamiento de carnero con epididimitis anti- B, ovis. Benemérita
Universidad Auténoma de Puebia. '

Sueros de aislamiento de carnero anti- A/, haemolytica. Facultad de Estudios

Superiores Cuautittan Universidad Nacional Auténoma de México.
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° Sueros de aislamiento de carnero anti- P. multocida. Facultad de Estudios Superiores
Cuautitldn Universidad Nacional Auténoma de México.
3.4 Aislamiento de microvesiculas de membrana externa de A. seminis

La liberacién de microvesiculas al medio de cultivo por parte de A. seminis las
cuales fueron observadas por microscopia electrénica de barrido (figura 9A) y de
transmisién presentadas en las figuras (9B y 9C). Las vesiculas presentan una
diversidad de tamafios de 20 a 100 nm, como lo indican reportes de microvesiculas de
A. actinomycetemcomitans (Meyer y Fives, 1993) y de A. pleuropneumoniae (Negrete
et al., 2000). Las vesiculas de 4. seminis fueron concentradas por centrifugacion para
posteriormente ser analizadas por SDS-PAGE, en la figura 5, linea 4 se presenta el gel
electroforético obtenido en donde se aprecia un enriquecimiento de la proteina de 75
kDa. La figura 7, linea 2 muestra que la proteina de 75 kDa presente en las
microvesiculas fue reconocida por antisuero de células sonicadas anti-4. seminis pero
no por anticuerpos anti-B. ovis, H. somni, M. haemolytica y P. multocida (figura 7;

lineas 3,4,5y 6 respectivamente).

3.5 Inmunoensayo enzimitico ligado a una enzima

Al realizar 1a prueba de ELISA indirecta empleando como antigeno la proteina
con peso molecular aparente de 75 kDa de A. seminis Yy como anticuerpos sueros
hiperinmunes obtenidos de carneros que mostraban cuadros de epididimitis (ver tablas
2 y 6) los resultados obtenidos indican que es posible emplear la proteina como
antigeno ya que a una concentracién de 1 hg/ml se observa la identificacién del

antigeno por parte del antisuero procedente de un camero con cuadro de epididimitis y
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aislamiento positivo de 4. seminis, el suero hiperinmune producido en conejo anti-A.
Seminis, el suero hiperinmune contra la proteina de 75 kDa de A. seminis ¥ no por los
suetos anti-B. ovis, M. haemolytica, P. multocida y H. somni. Lo anterior se copncluyé

¥ya que visualmente no se desarrollé coloracién en los pozos de la microplaca (datos no

mostrados).




4. FIGURAS
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Figura 1. SDS-PAGE 10% de proteinas de extractos celulares y fracciones
subcelulares de A. seminis tefiidas con azul de Coomassie. Cada fraccidon contiene
10 pg de proteina. Linea 1, marcadores de peso molecular; linea 2, extractos
celulares; linea 3, OMP; linea 4, IMP; linea 5, CP.
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Figura 2. Western-blot de extractos celulares y fracciones subcelulares de A.
seminis enfrentadas con antisuero de conejo anti-A. seminis. Cada fraccion contiene
10 mg de proteina. Linea 1, marcadores de peso molecular; linea 2, extractos
celulares; linea 3 CP; linea 4, IMP; linea 5, OMP.
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Figura 3. Western-blot de extractos celulares de bacterias asociadas con
epididimitis infecciosa, empleando antisuero antisuero anti-A. seminis. Linea 1,
marcadores de peso molecular, linea 2, 4. seminis; linea 3, B. ovis; linea 4, H.
somni; linea 5, M. haemolytica.

kDa

Figura 4. Westemn-blot de extractos celulares de A. seminis enfrentados con
antisueros de bacterias asociadas con epididimitis. Linea 1, Marcadores de peso
molecular; linea 2, anti-4. seminis; linea 3, anti-B.ovis; linea 4, anti-H somnus,
linea 5 anti-H. haemolytica; linea 6, anti-P. multocida.
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Figura 5. SDS-PAGE 12% de proteinas de extractos celulares, proteina eluida de
75 kDa y microvesiculas de A. seminis tefiidas con azul de Coomassie. Cada
fraccién contiene 10 pg de proteina. Linea |, marcadores de peso molecular; linea
2, extractos celulares de A. seminis; linea 3, proteina eluida; linea 4, extracto de
microvesiculas.
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Figura 6. Westemn-blot de proteina de 75 kDa purificada a partir de OMP de 4.
seminis, enfrentadas con antisueros de diversas bacterias asociadas con
epididimitis. Linea |, marcadores de peso molecular; linea 2, anti-A. seminis;
linea 3, anti-B. ovis; linea 4, anti-H. somni; linea 5, anti-AL haemolytica; linea 6,
anti-P. multocida; anti-A. seminis (lineas 3,4,5,6,7) procedente de aislamiento de
campo.
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Figura 7. Western-blot de la proteina de 75 kDa obtenida de microvesiculas de
A. seminis enfrentando con antisueros de diversas bacterias asociadas con
epididimitis. Linea |, marcadores de peso molecular; linea 2, anti-A. seminis;
linea 3, anti-B. ovis; linea 4, anti-H. somni; linea 5, anti-M. haemolytica; linea 6,
anti-P. multocida.

Figura 8. SDS-urea 6%, perfil del LPS de A. seminis. Linea 1, LPS liso de B.
mellitensis; linea 2, LPS rugoso de B. ovis; linea 3 extracto celular de A. seminis;
linea 4, OMP de A. seminis; IMP de A. seminis.




Figura 9. Microscopia electronica de microvesiculas de A. seminis. (A) microscopia
electronica de barrido se observa sobre la superficie celular microvesiculas. (Barra=1
um). (B y C) microscopia electronica de transmision, las células fueron tefiidas con acido
fosfotingstico. (Barra=300 nm).
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S. DISCUSION

La epididimitis infecciosa en cameros es una de las principales enfermedades
desarrolladas en los paises dedicados a la industrializacién de ganado ovino. En en
1960 en Australia, se reporté a Brucella ovis como el principal agente etiologico, sin
embargo, A. seminis y H. somni son microorganismos comianmente aislados a partir de
las lesiones ademds de producir los mismos signos clinicos y problemas caracteristicos
en tracto reproductivo en carneros con cuadro de epididimitis (Genetzky, 1995). A.
seminis y A. actinomycetemcomitans son considerados residentes transitorios de tracto
genital en ovinos, andlisis de su perfil protéico y antigenos de membrana externa
sugieren que estos patdgenos oportunistas constituyen un grupo diverso de bacterias
{(Healey et al., 1988). A. seminis es uno de los microorganismosom frecuentemente
aislado que produce signos clinicos, lesiones y problemas reproductivos similares a los
desarrollados por B. ovis (Van Tonder, 1979).

Cominmente las técnicas de diagnédstico empleadas para la identificacién de
A. seminis son de caracter bacteriologico, incluyendo tincién de Gram, tincién
modificada de Ziehl-Nielsen, esta ultima de gran aplicacién para diferenciar entre A.
seminis y B. ovis, ya que en la gama de pruebas bioquimicas primarias y secundarias no
existe alguna que diferencie a A. seminis de las ofras especies bacterianas involucradas
en la epididimitis. Es importante considerar que pruebas son desarrolladas hasta que el
animal muestra los signos caracteristicos de lIa infeccion,

La envoltura celular de las bactertas Gram negativas es una estructura
inmunoquimica compleja que consiste de una membrana interna o citoplasmdtica, una

capa rigida de peptidoglicano y una membrana externa. La membrana externa contiene
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gran namero de proteinas, fosfolipidos y LPS, diversos estudios en una gran variedad

de bacterias han revelado que los componentes de la membrana externa contribuyén a
incrementar la virulencia de las bacterias patégenas. En bacterias como E, coli,
Neisseria, Yersinia y Actinobacillus se ha encontrado que dentro de las funciones de las
OMPs estan las de ser porinas, receptores de Fe, invasinas y factores involucrados en la
opsonizacion (Corbeil, 1990; Less er al/, 1994). El primer reporte sobre la
caracterizacion de OMPs de 4. seminis fue realizado por Stephens e al. (1983), quienes
con la finalidad de conocer el perfil protéico de la envoltura celular de bacterias como
Histophilus somni, Histophilus ovis, Haemophilus agni, A. seminis reportaron que estas
bacterias presentan en comun proteinas de envoltura celular con peso molecular
aparente de 75 kDa, 95 kDa, 34 kDa, 28 kDa y 13 kDa, para las tres primeras, A.
seminis muestra diversas proteinas resaltando las de 34 kDa, 13 kDa como mayoritarias
y una minoritaria de 75 kDa.

Recientemente, el anilisis de proteinas de membrana externa, interna y
citoplasmética empleando geles de poliacrilamida estan siendo empleados para
clasificar e identificar familias, géneros y especies a microorganismos aislados a partir
de diversas muestras clinicas. Healey et afl. (1988), emplearon n-octyl-B-D-
glucopiranosil en aislamientos de campo y cepas ATCC de 4. seminis y A
actinomycetemcomitans, para que posteriormente las muestras fueron analizadas por
SDS-PAGE y empleando densitdmetria a los geles se realizé el analisis de los extractos
protéicos obtenidos. Con estos resultados, los aislamientos bacterianos fueron
agrupados de acuerdo al perfil de proteinas, por un lado el grupo 1 formado por cepas

identificadas como A. seminis y A. actinomycetemcomitans y siete aislamientos de
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Actinobacillus spp. presentando pesos moleculares aparentes de 94, 64, 60, 52, 44 y 26

kDa y por otro lado el grupo 2 que mostrdé en comin proteinas de muy bajo peso
molecular. Sin embargo, los resultados no muestran detalladamente el perfil protéico de
cada fraccién subcelular (Healey ef al., 1988).

El presente trabajo muestra los primeros datos referentes al perfil de proteinas
presentes en las fracciones subcelulares (OMP, IMP, CP) de A . seminis,
particularmente en el perfil protéico de OMP se identificé un polipéptido de peso
molecular aparente de 75 kDa, el cual no esta presente en las fracciones de IMP y CP.
Al realizar pruebas de Western-blot se encontr6 que ésta proteina presenta
caracteristicas inmunogénicas mostradas tinicamente al reaccionar con antisuero de A.
seminis tanto de campo como el producido en conejo y no por antisueros de
aislamientos anti-B. ovis, H. somni, M. haemolytica y P. multocida. Por otro lado,
cuando se enfrentaron células completas procedentes de aislamientos bacteriolégicos de
A. seminis, B. ovis, H. somni, M. haemolytica y P. multocida con suero anti-proteina de
75 kDa el iinico reconocimiento inmunogénico observado fue en A. seminis.

En bacterias comtinmente aisladas a partir de cameros con epididimitis se han
reportado factores de patogenicidad y en algunas se sabe el papel que estos desarrollan
en la patogénesis de la enfermedad. Tal es el caso de Brucella spp donde se han
identificado las OMPs con actividad inmunogénica clasificadas en tres grupos de
acuerdo a su peso molecular aparente: 1) porinas 31-34 kDa, 2) 36-38 kDa, y 3) 25-27
kDa; de las anteriores, la de 25 kDa es considerada como e! principal factor de

virulencia (Less et al., 1994). H. somni causa diversas enfermedades en ganado vacuno

y en camneros jovenes epididimitis siendo uno de los sindromes frecuentemente
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reportados que causan bajo nivel de reproduccién, mastitis, septicemia, artritis,

meningitis y neumonia (Togawa et al., 1993).

La interaccion de diversos factores de virulencia con el huésped han ayudado a
explicar porque la epididimitis en carneros se manifiesta en unos casos y no en otros,
tal es el caso de la endotoxina de B. ovis caracterizada como un lipopolisacarido con
cadena “0” ademéis de una OMP de 40 kDa la cual al parecer es una proteina
inmunodominante importante (Won et al, 1993), ademis de proteinas con peso
molecular aparente de 28 kDa, 37 kDa (Davo et al., 2003); 17.5 y 31 (Gatto et al,
2002). P. multocida y M. haemolytica estin involucradas en enfermedades de
rumiantes, ambos microorganismos forman parte de la microflora normal en mucosas
oral, nasal, prepucio y pene en la pubertad y es a través de este ultimo y en esta etapa
que pueden causar epididimitis ascendente la cual progresa a orquitis. Las lesiones
resultantes son muy similares a las causadas por 4. seminis y B. ovis. En P. multocida y
M. haemolytica las OMPs antigénicas presentan pesos moleculares de 28 kDa y 45 kDa
respectivamente (Ajai ef al., 1980; Morton et al., 1996).

Son escasos los reportes relacionados con los factores de patogenicidad de A.
seminis dentro de los cuales se encuentra el descrito por Haley e al. (1991), en donde
proponen que como en todas las infecciones, el primer paso para establecer la infeccién
s una asociacic'm entre adhesinas de superficie y receptores celulares; en éste trabajo se
demostré la adhesion de A. seminis a células renales y la inhibicién de éstas con
nticuerpos monoclonales especificos, por lo cual se sugiere que A. seminis se adhiere al
epididimo por adhesinas de superficie que se asocian a los receptores especificos de las

celulas epiteliales del hospedero causando epididimitis en carneros virgenes, también
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sugieren que dentro de la especie pueden existir animales que carecen de estos

receptores.

No existen reportes sobre la existencia de toxinas que sean responsables del
cuadro clinico. En estudios recientes se encontrd en extractos totales de 4. seminis la
existencia de reacciones cruzadas con las antitoxinas (monoespecificas, policlonales)
ApxI, ApxIl, ApxIll de A. ?t’europneumoniae, a pesar de que A. seminis no posee los
genes que codifican para tales toxinas. Lo anterior podria indicar la produccioén por
parte de 4. seminis de toxinas RTX, distintas a las Apx (Shaller ef ai., 2000). Respecto
al LPS se sabe que dentro del género Actinobacillus hay especies que muestran ambos
fenotipos, liso y rugoso (Haase ef al, 1999), Actinobacillus pleuropneumoniae
presenta LPS tanto liso como rugoso dependiendo del serotipo. Hasta este momento no
existen reportes previos que indiquen el tipo del LPS presente en A. seminis, en éste
trabajo se determiné por SDS-urea al 6% teftido con plata que A. seminis contiene LPS
liso ya que 1a membrana externa muestra comportamiento electroforético y de tincién
stmilar al desarrollado por el LPS de B. mellitensis el cual fue empleado como control
de LPS liso.

Las microvesiculas o blebs producidas por bacterias Gram negativas son el
resultado del fraccionamiento de la membrana externa, estas estructuras tienen un
tamafio de 20 a 500 nm y son liberadas i vitro al medio de cultivo. El contenido de
éstas microvesiculas es de componentes de membrana externa, toxinas y enzimas por
lo que contribuyen al proceso de patogénicidad en las bacterias identificadas (Negrete
et al., 2000; Meyer et al., 1993). No existen reportes previos que indiquen la liberacién
de estas microvesiculas por parte de A. seminis, en este trabajo a partir del tratamiento

por ultracentrifugacion de células completas se determiné que A. seminis libera estas
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estructuras las cuales fueron observadas por microscopia electronica de barrido y

transmisién logrando su visualizacién sobre la superficie bacteriana de pequeas
estructuras circulares o “burbujas” identificadas como vesiculas de excrecion. Por otro
lado, al realizar SDS-PAGE se detérminé que las microvesiculas presentan un perfil
protéico el cual al compararse con el mostrado por la membrana externa refleja una
considerable disminucién en cuanto al nimero de proteinas, pero un enrequecimiento
con la proteina de 75 kDa, en el Western-blot realizado con antisuero anti-A. seminis
unicamente es reconocida la proteina de 75 kDa. Sin embargo de las microvesiculas de
excrecion de A. seminis no se sabe cual es su contenido y tampoco si estas estructuras
pueden estar relacionadas con el proceso de patogenicidad de esta bacteria. Es
importante realizar la caracterizacién de la proteina de 75 kDa de las microvesiculas de
excrecion y determinar si realizan alguna funcién en el proceso de patogenicidad de A.
seminis.

La epididimitis ovina suele ser diagnosticada deacuerdo a manifestaciones
clinicas, sin embargo es importante recurrir a las pruebas de laboratorio para
identificar animales infectados que ain no muestren manifestaciones clinicas o
determinar que microorganismo es responsable de la infeccién (Watt, 1972, Webb et
al., 1980). El diagnéstico clinico no tiene valor definitivo debido a que existen
animales infectados que no presentan manifestaciones clinicas por lo que es necesario
recurrir a pruebas seroldgicas y bacteriolégicas que establezcan un diagnéstico preciso,
por otro lado la signologia mostrada por cameros con epididimitis es la misma con lo
que es dificil por esta via establecer el agente etiolégico (Ficapal, 1993).

Se han propuesto pruebas de tipo serolégico para ser empleadas en el

diagnéstico de la epididimitis causada por 4. seminis, como las realizadas por Rehaley
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(1978), que desarrolld la prueba de Fijacién de Complemento para establecer una

comparacién seroldgica entre H. ovis, A. seminis y B. ovis, los resultados indicaron que
la infeccién producida por A. seminis e H. ovis no se puede diferenciar por esta prueba
a menos que el suero del animal infectado sea probado contra ambos antigenos y se
presente una diferencia significativa en el titulo de cada uno. Por otro lado, existen
reacciones cruzadas a bajos titulos entre los sueros anti - A. ovis y anti-A. seminis con
el anti-B.ovis (Rehaley, 1978). Otra altermativa de diagnéstico es la prueba de
inmunofluoresecencia directa e indirecta (Ajai et @/., 1980) empleando cepas ATCC de
A. seminis 15768, B. ovis 25840 y C. pseudotuberculosis 19410, las bacterias
anteriores pueden ser identificados especificamente por inmunofluorescencia
observéndosc_igual morfologia bacteriana entre B. ovis y C. pseudotuberculosis
destacando el pleomorfismo mostrado por A. seminis, sin embargo, las tres
desarrollaron igual intensidad de fluorescencia ademds, es importante considerar que
este procedimiento no es conveniente cuando el tiempo de obtencién de resultados es
importante (Ajai et al., 1980).

Lo anterior sugiere que los antigenos empleados en las pruebas no son lo
suficientemente especificos, lo que explica el por que de resultados positivos en
ovinos que muestran brucelosis, por 10 que el autor propuso obtener antigenos mas
espectficos que puedan ser empleados en ésta prueba, ademis de establecer que existe
una relacién muy estrecha entre los microorganismos probados (Rehaley, 1978).
Cardenas et al. (1986), realizaron la deteccién de anticuerpos en cameros con
epididimitis usando el ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELISA), para tal
propdsito como antigenos se emplearon extractos de pared celular obtenidos por

sonicacién y ultracentrifugacion a partir de aislamientos de muestras de semen de
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carneros, 5 sueros procedentes de cameroé con diferentes historias clinicas. Los
resultados indicaron que estos antigenos no presentaron alta especificidad ya que
desarrollan reacciones cruzadas en animales no infectados con A. seminis lo cual se
confirm¢ al identificar por pruebas bacteriologicasen la muestra C.
pseudotuberculosi; los sueros de animales sanos mostraron titulos de anticuerpos
contra las tres bacterias y no presentaban signos de epididimitis, por lo anterior esta
prueba no es confiable para detectar anticuerpos especificos contra A. seminis en
carneros antes de manifestarse los signos clinicos de la epididimitis (Cardenas ef al.,
1986). En Meéxico, Méndez et al. (1986), determinarén la prevalencia de 4. seminis
por la prueba de inmunodifusion doble en agar empleando un antigeno soluble
obtenido por sonicacion de las células y suero control positivo obtenido a partir de la
cepa de referencia ATCC15768. Los resultados indicarén que la presencia o ausencia
de epididirﬁitis no se relaciona con animales seropositivos ni con aislamiento
bacteriol6gico, ya que se aislo A. seminis y B. ovis de animales con y sin epididimitis
clinica (Méndez et al., 1996).

No existen datos del empleo de la prueba de PCR para detectar a A. seminis a
partir de muestras clinicas de ovinos, tampoco se ha realizado una comparacién de la
sensibiliadad del PCR con la sensibilidad bacteriolégica. Palomares, 2003 reportan
datos obtenidos de los ensayos a partir de suspensiones de A. seminis observando que
la PCR utilizada mostré una alta sensibilidad. Sin embargo, se aplicéd la metodologia
descrita del ADN de muestras de semen y tejidos a partir de animales inoculados, no
se obtuvo la sensibilidad esperada, resultando negativos al PCR.

Por lo anterior es importante considerar a la proteina de 75 kDa como un

candidato para ser empleado en I2 elaboracién de pruebas seroldgicas confiables que
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determinen la presencia de A. seminis ain antes de que el carnero presente las

manifestaciones propias de la enfermedad, ademas la prueba a seleccionar deberd de
cubrir los requisitos de validacién y estandarizacion con los que se confirme que el

antigeno seleccionado es ideal para los fines anteriores.
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6. CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron mediante el método de Sarcosyl las fracciones subcelulares de A.

seminis ATCC 15768 determinando su perfil electroforético en PAGE-SDS.

2. Mediante inmunotransferencia se identifico una proteina con peso molecular
aparente de 75 kDa como inmunogénica y que Unicamente es identificada por suero
hiperinmune anti-4. seminis producido en conejo y por el de aislamiento de campo. No
asi por los antisueros anti-B. ovis, M. haemolytica, P. multocida y H somni de
aislamiento de campo. Esta proteina se localizé en membrana externa y vesiculas de

excrecion de A. seminis

3. Por microscopia electrénica de barrido y transmicién se determiné que A. seminis
tiene la propiedad de liberar al medio microvesiculas de excrecion las cuales, estan
enriquecidas por una proteina de 75 kDa que al realizar Western-blot es identificada
linicamente por antisuero anti-4. seminis y no por los antisueros anti-B. ovis, M.

haemolytica, P. multocida y H. somni

4. Al desarrollar Ia prueba de ELISA de tipo indirecta, empleando como antigeno la
proteina de aproximadamente 75 kDa, y como antisueros anti-A. seminis, B. ovis, M.
haemolytica, P. multocida y H. somni obtenidos de cepas de campo de animales con

epididimitis se determind que la proteina seleccionada tiene cacteristicas que permiten
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el reconocimiento por los antisueros anteriores; sin embargo, es importante realizar

validacion y estandarizacién de la prueba serologica seleccionada.

5. Se concluye que este trabajo provee informacién no antes reportada relacionada
con la caracterizacién del perfil protéico de A. seminis, ademas de la identificacion de
una proteina que dnicamente es reconocida por suero hiperinmune anti-4. seminis y de

los microorganismos cominmente relacionados con problemas de epididimitis.



ii.

1il.

iv.

7. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Realizar la caracterizacién de la proteina de aproximadamente 75 kDa tiene

algun papel en la patogenesis de la epididimitis causada por A. seminis.

Conocer la secuenciacion de la proteina de aproximadamente 75 kDa.

Determinar el contenido de las vesiculas de excrecion y determinar si estas

puedan servir como inmunégenos.

Realizar la estandarizacién y validacién de una prueba diagnodstica serologica

que permita identificar carneros infectados antes de mostrar la sintomatologia

caracteristica.
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