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Microvesiculas de membrana externa de Actinobacillus seminis

muestran actividad proteolitica.

Introduccion

La epididimitis ovina es un proceso infeccioso que afecta a los
carneros, esta enfermedad es contagiosa y progresiva de curso agudo
0 cronico, la inflamacion del epididimo puede dar como resultado
degeneracion testicular e infertilidad. Esta enfermedad tiene un
impacto importante en la economia debido a los efectos desfavorables

que ocasiona en la fertilidad del rebafo (Salas y col., 2004 (#).

Actinobacillus seminis y Brucella ovis son considerados los
principales agentes causales de la epididimitis y la infertilidad ovina.
Existe poca informacién acerca de A. seminis en comparacion con B.
ovis en cuanto a la forma en que logra la infeccion. A. seminis fue
aislado inicialmente de semen de carneros con epididimitis (1); otros
aislamientos se han reportado (2,3,4,5,6). Se ha considerado a A.
seminis como un microorganismo que forma parte de la microflora
normal de las membranas mucosas de los ovinos; localizandose en la
pubertad en la mucosa peniana y del epididimo, de donde la bacteria
invade causando una epididimitis ascendente la que puede progresar

en orquitis causando una infertilidad irreversible (5).



En el proceso de la division celular en las bacterias Gram negativas,
la membrana externa es capaz de liberar microvesiculas al medio de
cultivo (7, 8), las cuales principalmente estan formadas de proteinas
de membrana externa, en asociacion de toxinas, proteasas, étc (9). La
liberacion de estas microvesiculas se ha considerado como un nuevo
mecanismo de secrecidn, en donde la bacteria puede causar dafo al
huesped debido a diversos factores que estan contenidos en estas
microvesiculas. Se han reportado diversos microorganismos
productores de microvesiculas, entre ellos: Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Actinobacillus pleuropneumoniae, Brucella
melitensis, Brucella ovis, Bacteroides burgdorferi, Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens, Avibacterium paragallinarum, entre otros (8, 3, 9, Ramon-

Rocha y col, 2006).

Las proteasas microbianas han sido consideradas como un factor de
virulencia en la patogénesis de una variedad de enfermedades
causadas por microorganismos. Dichas proteasas extracelulares

pueden abandonar la bacteria dentro de las microvesiculas (8). Se ha

demostrado la produccion de microvesiculas en Actinobacillus seminis

(11).



El objetivo del presente estudio es conocer si las microvesiculas de

A. seminis presentan actividad proteolitica.



Material y Métodos

Bacteria y condiciones de crecimiento

Actinobacillus seminis ATCC 15768 y una cepa de campo fueron
crecidas por 48 h a 37 C en placas de agar tripticaseina soya

suplementado con 10 % de sangre ovina.

Aislamiento de microvesiculas

Las células bacterianas fueron cosechadas a partir de placas de 48
h de crecimiento empleando Solucion Salina Fisioldgica:
posteriormente se centrifugaron a 10,000 x g por 20 min a 4 C para
sedimentar las células, el sobrenadante colectado se filtro a través de
una membrana de 0.22 um (Millipore), para remover las células
residuales. Las  microvesiculas  fueron recobradas  por
ultracentrifugacion a 150 000 X g por 3 h a 4°C (8, 9). Las muestras
fueron conservadas en congelacién (-20 C) hasta su uso. El proceso

se repitid varias veces para ambas cepas.



Microscopia electronica.

Las microvesiculas fueron observadas mediante tincidon negativa.
Se colocaron 25 ul de la muestra con microvesiculas en rejillas de
nickel recubiertas de Formvar, con un tiempo de adsorcién de 20 min,
y se tifleron con acido fosfotungstico (Sigma chemical) al 25 % (p/v)
durante 3 min a pH 8, y se observaron en el microscopio electrénico

de transmision JEM-2000 EX transmission a 40, 000 X.

Electroforesis y zimograma.

Las microvesiculas fueron corridas en el PAGE-SDS preparando
previamente una muestra 1:1 con el buffer de muestra de Laemmli y
empleando un gel de poliacrilamida al 12 %, el cual se tifio con azul de

coomassie R-250 (Sigma Chemical) (12).

Para la determinacion de la actividad proteolitica de las
microvesiculas, el PAGE-SDS se copolimerizo con 1 ml de gelatina de
cerdo al 1% al gel de corrida (13). De la muestra de microvesiculas
preparada se coloco 2 ul por pozo, se corrid a 100 Volts a 4°C. El gel
se coloco en triton X100 al 2.5 % durante 1 h, posteriormente se puso
en Tris+CaCl, 1M durante 24 h a 37 °C. El gel fue tefido con azul de
coomassie R-250 y se decoloro hasta hacer presentes las bandas de

actividad enzimatica.



Determinacién del lipopolisacarido (LPS).

La presencia del LPS en las microvesiculas fue determinada
mediante la prueba de lisado de amebocitos de Limulus (LAL test)
(QCL-1000 Chromogenic Limulus Amebocyte lysate, Bio-Whittaker,

East Rutherford, New Jersey, USA).(14).



Resultados

Obtencion de microvesiculas

Las microvesiculas de las cepas de A. seminis fueron obtenidas por
ultracentrifugacion. En la figura 1 se muestra las microvesiculas
obtenidas después de 48 horas de cultivo y observadas en el
microscopio electronico, estas estructuras presentaron un tamano que

vario entre los 100 a 150 nm.

PAGE-SDS de las microvesiculas de A. seminis.

Se determino el perfil proteico de las proteinas contenidas en las
microvesiculas de las cepas de A. seminis las cuales fueron tefidas
con azul de Coomassie. Los patrones fueron similares entre ambas
cepas estudiadas y mostraron una amplia gama de proteinas entre los
15 y 200 kDa (Figura 2). Es posible observar la proteina de 75 kDa
caracteristica de A. seminis. en ambas cepas asi como en las

diferentes repeticiones.

Zimograma de las microvesiculas de A. seminis.

La actividad proteolitica  determinada en  PAGE-SDS
copolimerizado con gelatina puede ser observada en la figura 3. La
cepas de referencia (ATCC 15768) y la de campo mostraron un perfil
de actividad proteolitica similar. Se pueden observar cinco bandas de
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actividad que muestran un peso aproximado de 79.5, 59, 40, 27 y 13.5

kDa.

Determinacion del LPS en microvesiculas de A. seminis.

A partir de las microvesiculas obtenidas se realizo la determinacion
de la presencia de LPS mediante el LAL test. Se detectd LPS en las
microvesiculas de A. seminis ATCC 15768 y la cepa de campo, siendo

de 0.45 y 0.4 UE/ml respectivamente.



Discusion

Las microvesiculas liberadas en el medio y concentradas (figura 1)
de Actinobacillus seminis mostraron un tamafno aproximado entre 100
a 150 nm, dichas vesiculas fueron observadas a las 48 horas de
cultivo. Se ha reportado que las microvesiculas pueden variar en su
tamano de 20 a 500 nm, como se ha descrito en Actinobacillus
pleuropneumoniae (9): Actinobacillus sctinomycetemcomitans (15),
Brucella melitensis y Brucella ovis (38) y Pseudomonas (16), entre otros

géneros.

Mayrand y Grenier en 1989 (17), sefalan que las vesiculas
extracelulares son parte de la membrana externa de las bacterias y
esto hace logico el pensar en que posean los mismos componentes de
éstas. La figura 2 muestra el perfil proteico de diferentes extracciones
de vesiculas de A. seminis ATCC y la cepa de campo determinadas
en PAGE-SDS al 12%, un amplio rango de diversas proteinas de
distintos pesos moleculares son observadas, dicho perfil se asemeja
con el de la fraccién subcelular de membrana externa de A. seminis,
reportado con anterioridad (18), en donde se resalta la presencia de
una proteina inmunogénica de 75 kDa que esta presente Unicamente
en la membrana externa de A. seminis, este hallazgo fue ratificado en
las microvesiculas extraidas de las cepas estudiadas. Aunado a lo

anterior, se determind la presencia de LPS en las microvesiculas de A.
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seminis ATCC 15768 y la cepa de campo, obteniéndose: 0.45 y 0.4
UE/ml respectivamente, lo que corrobora que las vesiculas de A.
seminis son estructuras que se originan de la membrana externa de

esta bacteria.

En lo concerniente a la actividad proteolitica de las microvesiculas,
en este estudio se pueden observar en la Figura 3, bandas de 79.5,
59, 40, 27 y 13.5 kDa con actividad proteolitica. Acosta y col, en el
2003 (10), reportan la presencia de proteasas en sobrenadantes de
cultivos de A. seminis, ellos identifican cuatro bandas de actividad
proteolitica en los geles de acrilamida copolimerizados con gelatina,
dichas bandas tienen un peso estimado de 80, 56, 45, 26 y 15 kDa.
Dicha similitud se debe a que en los sobrenadantes que emplearon
Acosta y col., 2003 (10), estaban presentes las microvesiculas, ya que
ellos no las eliminaron de sus sobrenadantes, por lo que la actividad
proteolitica encontrada se debe a las proteasas contenidas en ellas, lo
que corroboramos al probar sobrenadantes libres de microvesiculas
(datos no mostrados). Algo similar fue reportado por Zhou y col. en
1998 (8), en donde se demostrd que la actividad endotoxica reportada
en filtrados de cultivos de Veillonella spp, se debié a la presencia de

microvesiculas y actividad de LPS en ellas.

Es conocido que las superficies celulares bacterianas juegan un

papel muy importante dentro de la patogénesis, ya que varios
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componentes de virulencia forman parte de estas superficies (17). Es
por ello que las microvesiculas pueden contribuir al proceso
patogénico y ser consideradas un importante factor de virulencia,
como lo reporta Negrete y col., en el 2000 (9), en donde describe la
presencia no solo de metaloproteasas sino también de toxinas Apx en

las microvesiculas liberadas por Actinobacillus pleuropneumoniae.

Es necesario continuar con la caracterizacién de las proteasas
liberadas por A. seminis y dilucidar la importancia de éstas dentro de

la patogénesis de la epididimitis ovina.

Finalmente, las microvesiculas pueden resultar una fuente
excelente para la subsecuente purificacion y caracterizacidon de
moléculas con actividad antigénica que puedan ser empleadas para el
conocimiento de la patogenicidad, desarrollo de inmunogenos y

pruebas diagnosticas.

11



Figuras.

Figura 1. Microscopia electronica de transmision mostrando las

microvesiculas de A. seminis. Bar= 200 nm

200 nm
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Figure 2. PAGE-SDS al 12% de las microvesiculas de A. seminis
tefiidas con azul de Coomassie. Se colocaron 15 ug de proteina por
pozo. Linea 1, muestra los marcadores de peso molecular (kDa);
Lineas 2 a 6 microvesiculas de A. seminis ATCC 15768 y de las lineas
7 a 10 la cepa de campo. Obsérvese la presencia de la proteina de 75

kDa especifica de A. seminis.
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Figura 3. Zimograma de las microvesiculas de A. seminis, se
colocaron 2 ul de muestra para poder hacer visible el bandeo de la
actividad proteolitica. Linea 1, marcadores de peso molecular (kDa);
Linea 2 y 3 cepa de campo de A. seminis: Lineas 4,5 y 6 A. seminis
ATCC 15768. A la derecha del gel se indica los pesos moleculares

donde ocurri6 actividad proteolitica.
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