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  I.- INTRODUCCION 

 La epididimitis ovina puede ser definida como una enfermedad 

infecciosa, transmisible, de los carneros en la cual la principal lesión es la 

inflamación del epidídimo. Los dos microorganismos frecuentemente asociados 

con esta condición son Brucella ovis  y Actinobacillus seminis. La epididimitis 

ha sido considerada una causa importante de infertilidad en carneros desde 

hace muchos años (Burgess, 1982). 

Varios bacilos pleomórficos Gram negativos, están asociados con la 

epididimitis contagiosa y la infertilidad en carneros: Actinobacillus seminis, , 

Histophilus somni, Manhemmia haemolytica y Brucella ovis, además de 

bacterias Gram positivas Corynebacterium pseudotuberculosis, Staphylococcus 

spp, y Streptococcus spp (De la Puente- Redondo et al, 2000). 

La epididimitis por A. seminis también conocida como de los  “corderos 

vírgenes” afecta carneros de 6 a 15 meses de edad, tiene alto impacto 

económico en  productores de pie de cría que producen carneros con fines 

reproductivos, los corderos infectados que desarrollan la enfermedad primero, 

reducen su fertilidad y finalmente resultan estériles (Hwang et al., 1989). 

A. seminis puede provocar la pérdida de hasta el 20% de los posibles 

reemplazos, durante el primer año de vida, aunque normalmente esta pérdida 

es algo más baja. Es importante considerar que A. seminis ha sido aislado 

hasta en el 13.8% de carneros que no presentaban lesiones clínicas en el 

epidídimo, el testículo o alteraciones seminales, por lo que se considera que la 

infección puede encontrarse en estado latente o incluso ser la bacteria un 

comensal oportunista que en ciertas condiciones es capaz de inducir la lesión 

del tracto reproductor del macho, por lo que los animales infectados pueden ser 

considerados portadores asintomáticos (Acosta y Tórtora, 2002). 

2. Etiología. 

Desde el primer aislamiento del Actinobacillus seminis realizado en 1960 

por Baynes y Simmons, a partir de casos de Epididimitis en carneros, la 

bacteria se describe como un bacilo pleomórfico, Gram negativo, de 1 µm x 1- 
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4 µm, inmóvil y sin presencia de endoesporas. El crecimiento óptimo ocurre 

cuando es incubado en una atmósfera de 10% de CO2 y 37º de temperatura, su 

crecimiento se ve favorecido con el agregado de sangre o suero. Luego de 24 

horas se observan colonias del tamaño de la cabeza de un alfiler, que a las 48 

horas alcanzan un diámetro de 1-2 mm, de color gris blanquecino, convexas, 

redondeadas con márgenes enteros, a los cuatro días adquieren un diámetro 

mayor de 3 mm y muestran estriaciones radiales (Burgess, 1982).  

Las características bioquímicas de A. seminis incluyen ser catalasa 

positivo, oxidasa negativo, nitrato negativo, indol negativo y presentar pobre 

fermentación de la glucosa (Low et al., 1995). En estudios de microscopia 

electrónica no se observan esporas, cápsula, ni pili en las cepas evaluadas 

(Sponenberg et al., 1983). 

En la utilización del sistema APIZYM (método comercial de identificación 

microbiológica), se constatan grandes similitudes entre A. seminis y H. somni. 

La cepa de referencia de A. seminis (ATCC15768) se caracteriza por resultar 

positiva a las siguientes reacciones del sistema: 2-fosfatasa alcalina, 4- 

esterasa C4, 6- Leucine arylamidasa, 11- fosfatasa ácida, 12- fosfoamidasa y 

15- β glucoronidasa (Acosta, 2001). 

Actinobacillus seminis ha sido aislado, en casos de epidídimitis, de 

muestras de semen y de epidídimo en Australia (Baynes y Simmons, 1960), 

Nueva Zelanda (Ekdahl et al., 1968), Estados Unidos de Norte América 

(Livingston y Hardy, 1964), Sudáfrica, Reino Unido, Kenia y más recientemente 

en España (De la Puente Redondo et al, 2000). En México existen reportes  de 

casos de epididimitis por esta bacteria desde 1986, donde se aisló del 

epidídimo de un carnero del estado de Hidalgo, posteriormente Oviedo et al., 

1988, aislaron el patógeno en carneros del Estado de México, en estos dos 

reportes sin embargo la identificación del agente se realizó por pruebas 

bioquímicas. Recientemente Méndez et al., 1999, aislaron la bacteria y 

confirmaron el diagnóstico en pruebas de IDD con la utilización de antígenos 

sonicados, comprobando la existencia de identidad antigénica con la cepa de 

referencia ATCC 15768 (Acosta, 2001). 
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A. seminis también se ha aislado de fetos abortados y de úteros después 

del aborto en ovejas Dorper en Sudáfrica (Van Tonder, 1973). Recientemente 

se ha relacionado en el Reino Unido con abortos en ovejas ocurridos dos 

semanas antes del comienzo de las pariciones. Los fetos presentaban pocos 

cambios postmortem indicando que la muerte se produjo poco antes del 

mismo. En las placentas se encontraron amplias adherencias y necrosis 

cotiledoniana, se descartaron otras causas del aborto (Salmonella spp., 

Campylobacter spp., Brucella spp., Chlamydhiophila y Toxoplasma) y los 

aislamientos se lograron del contenido estomacal de los fetos (Foster et al., 

1999). Se le ha relacionado con casos de poliartritis y postitis en borregos (Watt 

et al., 1970). También fue encontrado en semen normal de bovino (Van Tonder 

y Bolton, 1970); y se ha inducido mastitis necrótica aguda luego de la 

inoculación intracisternal en ovinos. Estas observaciones señalan a A. seminis 

como una bacteria propia del ambiente de cría ovina, capaz de inducir o 

asociarse a distintas condiciones patológicas. (Watt et al., 1970; Alsenosy y 

Dennis, 1985). 

Baxendell, citado por Jackson y White, 1982, señala a A. seminis como 

uno de los microorganismos de importancia en la producción de epididimitis en 

caprinos, sin importar su condición, presentándose en machos adultos de 

cualquier edad. Ekdal et al., 1968, aislaron microorganismos semejantes a A. 

seminis en el semen de casos de epididimitis, pero no aislaron la bacteria de 

las lesiones en la necropsia, estos autores proponen que las lesiones 

encontradas pudieron ser provocadas por otros microorganismos, y que A. 

seminis se encontraría sólo en glándulas anexas. Sin embargo el hallazgo 

repetido en semen de A. seminis y bacterias semejantes a A. seminis sugiere 

fuertemente su papel en la etiología de la epididimitis tanto clínica como 

subclínica (Acosta, 2001). 

Para la demostración de A. seminis en semen se ha empleado la 

inmunofluorescencia, utilizando anticuerpos policlonales. Esta técnica es 

considerada, altamente específica, lográndose la identificación del patógeno en 

forma clara con la ayuda adicional de su característico pleomorfismo (Ajai et al., 

1980). 
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Las pruebas de inmunodifusión de A. seminis muestran reacciones 

cruzadas, por la presencia de antígenos comunes, con H. haemoglobinophilus 

y los integrantes del grupo  Haemophilus – Histophilus somni (H.somnus, H. 

agni, H. ovis) (Stephens  et al, 1983). 

Las muestras de sangre de animales infectados experimentalmente 

presentan anticuerpos contra A. seminis que fijan el complemento a los 14 días 

postinfección, con una persistencia de 35 días. Los títulos mayores o iguales a 

1:20 se consideran positivos, los títulos 1:10 se consideran dudosos, pero 

también se encontró que animales de los cuales se aisló A. seminis del semen, 

no presentaban títulos detectables por fijación del complemento (Baynes y 

Simmons, 1960). 

Se han desarrollado pruebas de ELISA utilizando antígenos de A. 

seminis completo y sonicado. Los títulos obtenidos con el antígeno completo 

fueron menores que los obtenidos con células sonicadas (Cárdenas y Maky, 

1986). También se han desarrollado pruebas de ELISA empleando como 

antígeno el LPS, preparado por autoclavado y centrifugación (Tekes y Hajtos, 

1990). 

Al estudiar los perfiles proteicos de la membrana externa por 

electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), se encontró 

homogeneidad en las bandas de la cepa de referencia A. seminis (ATCC 

15768) y de un aislamiento de campo realizado en Australia, los perfiles 

proteicos de la membrana externa de  H. somni, H. ovis e H. agni fueron 

similares, pero no idénticos a los de A. seminis, en cambio los perfiles de H. 

haemoglobinophilus, H. influenzae y A. lignierensis resultaron diferentes entre 

si y con los anteriores (Stephens  et al., 1983). Estos resultados soportan las 

diferencias entre estas especies, durante mucho tiempo discutidas como 

distintas, al mismo tiempo que subrayan la necesidad de asegurar la 

especificidad de los antígenos que se emplean en las pruebas serológicas para 

su identificación. 
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Recientemente, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ribotipo 

se ha utilizado para la identificación rápida y establecer diferencias con otros 

géneros bacterianos. El PCR con base en elementos palindrómicos, repetitivos 

extragénicos (REP) y PCR consenso enterobacterial repetitivo intergénico 

(ERIC), se han descrito para distinguir  A. seminis de otros microorganismos 

cercanamente relacionados (De la Puente- Redondo, 2000). 

3. Transmisión y Patogenia. 

La intervención de las hembras en la transmisión de la enfermedad no 

ha sido claramente establecida. Sin embargo la detección de  A. seminis en 

borregos después del destete y la presencia del patógeno en las muestras 

cervicales en el 38% de la hembras de una explotación con problemas de 

epididimitis, sustenta la posibilidad de la transmisión a partir de la madre en el 

momento del parto. La transmisión oral a través de la leche fue sugerida en 

1985 por Alsenosy, ya que la bacteria fue encontrada en leche 9 días 

posinfección experimental, pudiendo resultar en una infección latente en los 

corderos. También se sugiere como medio de transmisión a la actividad 

homosexual cuando los carneros se aproximan a la pubertad, o la vía venérea 

durante la época de monta (Heath et al., 1991). 

Investigar la patogenia de la enfermedad se ha dificultado debido a que 

Actinobacillus seminis parece ser un componente transitorio de la microbiota 

genital ovina y probablemente sólo es un patógeno oportunista, hasta ahora los 

postulados de Koch no se han podido satisfacer al intentar reproducir la 

enfermedad en carneros, no hay un modelo animal disponible, tampoco se ha 

logrado un  modelo in vitro (Hwang  et al., 1989). 

Por lo anterior la patogenia de la epididimitis es incierta, Jansen sugiere 

que A. seminis es un microorganismo ambiental que invade la cavidad 

prepucial y es capaz de ascender hacia las partes profundas del tracto genital y 

establece que la infección se presenta en animales jóvenes, más vigorosos y 

de mayor velocidad de crecimiento (Jansen, 1983). 
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La bacteriemia no ha sido demostrada y la información disponible apunta 

a que la bacteria realiza una migración retrógrada por la uretra, desde la 

mucosa peniana y prepucial, para alcanzar las glándulas anexas y por último, 

el epidídimo. Persiste la duda si este agente se comporta como patógeno 

primario o se trata de un patógeno secundario, ya que en muchas 

oportunidades se le encuentra asociado con  Streptococcus spp., 

Staphylococcus spp. y Actinomyces pyogenes (Acosta y Tórtora, 2002). 

4. Cuadro clínico y Lesiones 

En algunos casos de orquitis severa y epididimitis se presenta pirexia, 

anorexia y depresión, ocasionalmente la infección es fatal. En otros casos, la 

infección se presenta solo en forma subclínica con la presencia de neutrófilos 

en el semen (Sponenberg, 1983; Heath  et al., 1991) 

El cuadro clínico- patológico de epididimitis no es específico y no permite 

distinguir entre los  posibles agentes causales. El proceso inicia con  rubor 

escrotal, distensión del saco escrotal,  el escroto se puede ver tumefacto y con 

dolor al tacto, por lo cual los animales presentan dificultad para caminar o lo 

hacen en forma rígida. En otros casos se aprecia el calor y el aumento de 

tamaño del testículo y el epidídimo afectado, generalmente en forma unilateral; 

que luego evoluciona al agrandamiento permanente de la cola del epidídimo, 

con fibrosis y obstrucción de la luz del epidídimo, que resulta en éstasis 

espermática. En el proceso inflamatorio ocurre la rotura de la pared tubular y el 

contacto de los espermatozoides con el sistema inmunitario, con la formación 

de granulomas espermáticos como lesión característica. La participación de 

estos procesos autoinmunes en el cuadro de epididimitis es el componente que 

determina el carácter progresivo e irreversible del proceso de lesión, que 

culmina con la esterilidad del animal (Acosta y Tórtora, 2002). 

Cuando se realiza la necropsia o la castración de los carneros afectados 

en forma aguda, al incidir el escroto, el subcutáneo y la túnica vaginal se 

muestran marcadamente congestivos y edematosos. La túnica vaginal aparece 

adherida, congestiva y en muchos casos cubierta por depósitos de fibrina. En 
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estos casos los testículos comúnmente se encuentran de tamaño normal y los 

epidídimos están agrandados y firmes (Baynes y Simmons, 1960). 

5. Mecanismos de Patogenicidad  

La patogenicidad microbiana, depende de mecanismos estructurales y 

bioquímicos de los microorganismos. Entre los componentes estructurales de 

las células bacterianas se consideran: cápsulas, fimbrias, lipopolisacárido 

(LPS) u otros componentes de la pared celular y entre los mecanismos 

bioquímicos la secreción activa de sustancias que pueden dañar el tejido o 

protegen a la bacteria de los mecanismos de defensa del hospedero. La 

infección puede implicar colonización, multiplicación, invasión o persistencia de 

un patógeno sobre o en el hospedero. Hay dos cualidades fundamentales por 

medio de las cuales las bacterias pueden causar enfermedad: invasión y 

producción de toxinas (Kenneth,  2002). Para el desarrollo de una enfermedad 

bacteriana es necesaria la localización de la bacteria en un ambiente adecuado 

para su establecimiento, replicación y expresión de sus factores de 

patogenicidad (Figueroa y Verdugo, 2005). 

6. Colonización y adherencia 

La supervivencia de un microorganismo en las mucosas depende 

fuertemente de su habilidad para adherirse, las adhesinas de la bacteria tienen 

una estructura que les permite reconocer receptores moleculares presentes en 

las células del hospedero, con una estereoquímica específica (Figueroa y 

Verdugo, 2005). La adherencia provee a la bacteria de la habilidad de evadir 

los mecanismos de defensa de las superficies mucosas (Jacques y Paradis, 

1998). 

La adherencia a tejidos es considerada un importante prerrequisito para 

la colonización y la manifestación de enfermedad. La adherencia permite que 

ocurra la colonización y que la bacteria ejerza sus efectos patógenos. Se han 

descrito varias estructuras de superficie en la familia  Pasteurellacea 

involucrados en la adhesión,  incluyendo cápsula, fimbria, lipopolisacáridos y 

proteínas de membrana externa (Van Overbeke et al., 2002). 
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Las bacterias patógenas necesitan en el proceso de colonización, del 

establecimiento de una relación fuerte y estable, entre las adhesinas de la 

superficie bacteriana y los receptores celulares.  Esta unión determina a los 

hospederos susceptibles y el organotropismo de la bacteria; además, las 

adhesinas tienen la capacidad de activar a linfocitos B y neutrófilos, lo que 

resulta en una variedad de respuestas biológicas incluyendo proliferación 

celular y secreción de citocinas (Sellwood et al., 1975).  

La adhesión bacteriana puede inducir cambios en la célula receptora, 

originalmente para las cepas enteropatógenas de E. coli, se decribieron 

cambios en el citoesqueleto que inducían malformaciones de superficie, estos 

cambios son demostrables con técnicas fluorescentes y se conocen como 

prueba de FAS (Fluorescent- Actin Staining).  Esta prueba es de las más 

utilizada para la detección y visualización de la lesión  de adherencia y pérdida 

de microvellosidades (efacelación) A/E (Attaching / Effacing), consecuente a la 

adherencia bacteriana sobre las células intestinales del hospedero, con 

cambios en su citoesqueleto. La habilidad de causar esta lesión en las células 

de la mucosa del intestino, fue identificada como un factor de patogenicidad 

importante en las cepas de Escherichia coli enteropatogénicas (EPEC) y 

enterohemorrágicas (EHEC). La lesión AE es generada por la unión íntima de 

la bacteria a los enterocitos, lo cual es seguido por la agregación del 

citoesqueleto de actina y el “rasurado” de las microvellosidades. La agregación 

del citoesqueleto causada por esta lesión de las cepas de E. coli, resulta en un 

cuadro típico de daño tisular el cual puede ser visualizado por una tinción 

fluorescente de actina (Beutin et al., 2003). 

En general, las adhesinas de bacterias Gram negativas son: fimbria, 

fibrilla, flagelo, lipopolisacárido (LPS), cápsula y Proteínas de membrana 

externa (OMP) (Figueroa y Verdugo, 2005).  En el caso de Actinobacillus 

seminis  carece de flagelo. 

Pili o fimbrias: Un pilus se constituye básicamente por una secuencia 

ordenada de subunidades proteicas de pilina que forman una estructura 

cilindrica. Los pili son largos, flexibles y se extienden hacia el exterior de la 

superficie bacteriana para interactuar con la célula hospedadora, pueden 

encontrarse distribuidos en todo el perímetro microbiano o en alguna zona 
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específica. Las puntas de los pili median la adherencia uniéndose a ciertas 

moléculas ubicadas sobre la superficie de las células; por lo general estos 

receptores de las adhesinas fimbriales corresponden a carbohidratos, 

glicoproteínas o glicolípidos, cuya función primaria consiste en mantener unidas 

a las células de los tejidos. La unión de los pili a su célula “blanco“ es tan 

específica, que los receptores presentes en los tejidos del hospedador 

determinan el tipo de bacterias que colonizan la zona implicada. En algunos 

casos, la unión específica entre el carbohidrato superficial de la célula 

hospedadora y el extremo distal del pilus depende de otras proteínas 

localizadas precisamente en la punta de la fibrilla; no obstante; numerosas 

reacciones de adhesión se basan en la participación directa de la pilina (Garza 

et al., 2000). 

Las fimbrias inicialmente se clasificaron de acuerdo a su morfología y 

patrón de hemoaglutinación, posteriormente se encontraron fimbrias que no 

entraban en ese esquema.  El tipo 1, refiere a fimbrias que son rígidas y 

exhiben una hemoaglutinación sensible a la manosa; el tipo 2 se relaciona 

serológicamente al tipo 1 pero no causa hemoaglutinación; el tipo 3 es 

resistente a la manosa, flexible y común en las Enterobacteriaceae; el tipo 4 

posee N- metilfenilalanina en la región aminoterminal de la subunidad mayor; y 

las del tipo 5 son sensibles a la manosa y delgadas como las del tipo 1 (Ofek y 

Doyle, 1994). 

Lipopolisacárido (LPS): Son largas estructuras de  polisacáridos, 

consistentes en unidades repetidas de tri o tetrasacáridos, presentes en las 

bacterias Gram negativas. Puede mediar la interacción de las bacterias con las 

células fagocíticas (Ofek y Doyle, 1994). Estas moléculas grandes y complejas 

contienen tanto lípidos como hidratos de carbono y están formadas por tres 

partes: 1)lípido A, 2)polisacárido central o core y 3) cadena lateral O. La región 

del Lípido A contiene dos derivados del azúcar glucosalina, se encuentra 

inserto en la membrana externa, mientras que el resto de la molécula del LPS 

sobresale de la superficie, el core se encuentra unido al lípido A, la cadena 

lateral o antígeno O es una cadena de polisacáridos, que varían según la cepa 

bacteriana. El LPS contribuye a la carga negativa de  la superficie bacteriana, 
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facilita la estabilización de la estructura de la membrana. El lípido es tóxico, y el 

LPS actúa como endotoxina cuando estas bacterias son degradadas o 

destruidas (Prescott et al., 2004). El LPS en A. seminis según Tekes y Hajtos, 

1990, no  es el antígeno más apropiado para detectar una infección genital 

subclínica 

Debido a que se ha establecido que la adhesión bacteriana a las células 

es una interacción específica entre adhesinas de la superficie bacteriana y 

moléculas de la membrana celular en una característica ligando-receptor. La 

interacción entre la adhesina y receptor puede ser bloqueada cuando ocurre 

una interferencia estérica entre la adhesina y receptor o el organismo no es 

viable (Healey et al., 1990). 

6.1 Adherencia de Actinobacillus seminis. 

Teniendo en cuenta que la capacidad de adhesión a mucosas es 

esencial para determinar la virulencia de muchas bacterias y significa el paso 

inicial en la patogénesis de muchas enfermedades, Healey et al., 1991, 

desarrollaron un modelo para comprobar la adhesión de A. seminis a  la línea 

celular de células epiteliales de riñón de bovino y la inhibición de la misma por 

el uso de anticuerpos policlonales, con resultados positivos. Es posible en 

consecuencia, que A. seminis se adhiera a la mucosa del tracto reproductor por 

adhesinas de superficie que se asocien a receptores específicos de las células 

epiteliales.  

 Enríquez et al., 2003 demostraron la adhesión in vitro de A. seminis a 

fibrinógeno, observando que la bacteria se adhiere a partir de una 

concentración de 0.05 µg (8.1%), que se incrementa hasta  50 µg (100%). La 

unión inicia a los 5 minutos,  saturándose a las 2 horas. Posteriormente para 

caracterizar la naturaleza química de la adhesina, observaron que  la N acetil 

galactosamina, la glucosa, la galactosa y la manosa, inhibieron la adhesión en 

un 50%, la N acetil glucosamina un 84%, el LPS un 60%, la Proteinasa K y la 

Tripsina un 95%, la lizosima un 75%, el EDTA y EGTA un 30%. Mientras el 

CaCl2 y el ác. periódico aumentaron la unión  en un 27 y un 69%. La 

fibronectina, la hemoglobina, la colágena y el MgCl2, no tuvieron efecto, ni 
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tampoco el agitar en vortex. Por lo que concluyeron que A. seminis se une al 

fibrinógeno por medio de proteínas glucosiladas presentes en la membrana 

bacteriana.  

 7. Justificación 

 Una bacteria patógena puede colonizar la mucosa al adherirse a la 

superficie epitelial, establecerse dentro de las células epiteliales o en el tejido 

intersticial. Se considera que este proceso es relativamente estable y la unión 

de las adhesinas bacterianas a los receptores celulares es irreversible. En 

muchos casos esta unión se da entre proteínas de superficie y moléculas 

receptoras con carbohidratos, presentes en la membrana de la célula huésped. 

Sin embargo esta asociación puede ocurrir con otras moléculas. 

Hasta el momento no se ha probado si A. seminis presenta 

organotropismo para su adherencia, por las lesiones provocadas en el 

epidídimo podría ser considerado este el órgano blanco para su 

establecimiento, por otro lado esta bacteria se ha aislado de las glándulas 

anexas al aparato reproductor, pudiendo ser este su sitio de colonización.  Es 

por estos motivos que, en este trabajo utilizaremos células epiteliales 

provenientes de estos órganos del aparato reproductor, para analizar si existe 

el organotropismo y se realizara in vitro para evitar la respuesta defensiva del 

hospedador. 
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HIPOTESIS 
 

 

 

 

Actinobacillus seminis tiene mecanismos que le permiten adherirse a los 

epitelios del tracto reproductor del carnero, esta adherencia puede expresarse 

in vitro en aislados de éstas células 

 

 

 

OBJETIVOS 
 

 

 

Objetivo General: 

 

Determinar la capacidad de adherencia in vitro de Actinobacillus seminis 

a los epitelios de: epidídimo, ámpulas del conducto deferente, uretra y en  la 

línea celular de células  de riñón de conejo RK-13. 

  

Objetivos particulares: 

 

 Definir si el fenómeno de adherencia de A. seminis es 

capaz de inducir cambios en el citoesqueleto de las células afectadas, a 

través de la prueba de FAS (Fluorescent- Actin Staining). 

 

 Establecer las posibles diferencias en la capacidad de 

adherencia de la bacteria a los epitelios, según  se trate de carneros pre 

o pospuberales. 

 

 Definir condiciones que puedan bloquear la adherencia en 

cada caso. 
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MATERIALES Y METODOS 
 

Bacterias  

 

Se utilizó la cepa de referencia de A. seminis ATCC 15768 (Healey et al 

1985; Cárdenas y Maki 1986; Healey et al, 1988; Scalan et al 1989) y las cepas 

aisladas en México 866- 9 y 867-9 de un trabajo en proceso, cedidas por el Dr. 

Jorge Acosta Dibarrat, identificadas mediante el APIZYM y PCR como A. 

seminis. 

Curva de Crecimiento 

Las bacterias se cultivaron en medio líquido; Infusión Cerebro Corazón, 

con incubación en movimiento, en estufa a 37º. De la bacteria incubada en 

movimiento, se tomaron muestras cada hora, durante 12 horas, se leyó la 

absorbancia del cultivo como indicador del crecimiento bacteriano. Se graficó la 

curva de crecimiento por absorbancia, leyendo las muestras a 600nm para 

determinar en que fase utilizarlas en las pruebas de adherencia, en las horas 2, 

4, 5, 6 y 8. 

    

Muestras de Tejidos 

 

Se tomaron muestras en rastro de cola del epidídimo, ámpulas del 

conducto deferente y uretra peniana, de siete animales adultos de buena 

condición corporal, sin lesiones aparentes en los órganos a utilizar y de dos 

corderos de 3 a 4 meses de edad, a los cuales se realizo la necropsia por 

haber padecido una infección gastroentérica por lo que se uvo registro de su 

edad. 

Las muestras se colectaron de la manera aséptica, se lavaron con 

solución salina, y se disecaron intentando eliminar  la mayor cantidad de tejido 

conjuntivo. Los órganos tubulares como uretra y ámpulas, se extendieron para 

exponer su superficie interna, raspándolos con navaja de bisturí de manera 

cuidadosa para procurar obtener la mayor cantidad de células epiteliales. 

El epidídimo se lavó  con PBS dos veces y otras tres veces más con 

agua destilada para eliminar la mayor cantidad de espermatozoides y se cortó 
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en trozos,  que posteriormente se pasaron por el mortero para su disgregación 

y poder obtener una cantidad adecuada de células epiteliales. 

Las suspensiones celulares obtenidas, se centrifugaron a 6- 10 º C a 

1000 xg (3000 rpm) por 10 minutos y se resuspendieron en solución salina 

estéril, para la elaboración de  los frotis. 

 

Elaboración de frotis  

 

Para estandarizar la densidad de células; se evaluaron diferentes 

concentraciones celulares en la suspensión, empleando densidades desde 105 

a 108 células por ml, realizando frotis que se tiñeron con Giemsa, verificando 

que las células quedaran suficientemente dispersas para poder observar y 

caracterizar los patrones de adherencia bacteriana. 

Se tomaron 50 µl de la suspensión celular elegida, se extendieron para 

realizar el frotis en  laminillas de vidrio esterilizadas, circulares de 13 mm de 

diámetro, se secaron  y se les agregó metanol absoluto hasta el secado total 

(Zepeda y González, 1995).  Las laminillas fueron colocadas dentro de 

microplacas de 24 pozos de 15 mm de diámetro, donde se realizaron las 

pruebas de adherencia.   

 

Técnica de FAS (Fluorescent- Actin Staining) 

 

La técnica de FAS (Fluorescent- Actin Staining)  es la más utilizada para 

la detección y visualización de la lesión  de adherencia y pérdida de 

microvellosidades (efacelación) A/E (Attaching / Effacing), (Beutin et al., 2003). 

Para la prueba de FAS se utilizaron células de un cultivo celular de riñón 

de conejo RK-131, cultivadas en MEM, que se colocaron en las microplacas 

que contenían laminillas para su fijación en el fondo de las mismas, cuando en 

estas condiciones alcanzaron una confluencia del 70%, se expusieron a una 

suspensión de 1 x 106 UFC/ml de A. seminis y se realizó la prueba. Para 

demostrar los cambios en el citoesqueleto se utilizó una tinción de Faloidina 

rodamina (Beutin et al., 2003). Como controles positivos se emplearon las 

                                                 
1 Cedidas por el Dr. Guillermo Valdivia de Anda 
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cepas de E. coli, 933 J y la 933 W y como control negativo la cepa K-12 de esta 

misma bacteria.  

 

Pruebas de Adherencia. 

 

Una parte del cultivo se agregó a frotis de células epiteliales obtenidas 

de la uretra con los cuales se incubaron durante 3 horas, para evaluar su 

capacidad de adherencia de acuerdo con la etapa de crecimiento y se 

sembraron  cajas con agar sangre para evaluar la viabilidad de la bacteria. 

Las pruebas se realizaron en microplacas de 24 pozos, en cada pozo se 

colocó una laminilla de vidrio sobre la que adhirieron las células en cultivo o los 

frotis de las células epiteliales obtenidas de uretra, ámpula y epidídimo, fijadas 

con metanol absoluto. Se realizó una prueba de adherencia de células 

epiteliales obtenidas de la uretra peniana, utilizando células sin fijar y células 

fijadas con metanol absoluto, la elaboración de los frotis fue de manera similar 

a los anteriores. 

En todos los casos, a los preparados celulares se les adicionó 1 ml de la 

suspensión bacteriana de A. seminis cepa 866-9 a concentraciones de 1 x 10 6 

UFC y se dejó incubar durante tres horas a 37º. Realizando tres repeticiones 

de cada caso. 

Las placas tratadas e incubadas con la bacteria se lavaron con PBS 

cinco veces, posteriormente se fijaron con metanol, se tiñeron con Giemsa, y  

se les aplicó resina para su montaje en portaobjetos y su  observación 

microscópica. 

La lectura de la adherencia consideró el patrón de  distribución de las 

bacterias sobre la célula: Adherencia local (Fotos 3 y7), las bacterias forman 

acúmulos localizados sobre las células, agregativa (Fotos 4, 5 y 8), las 

bacterias se unen entre si formando cordones que adhieren por el extremo 

sobre la célula y difusa (Foto 6), las bacterias se adhieren individualmente, en 

diferentes partes de la célula (Beutin et al., 2003). Se consideró positiva la 

adherencia con solo observar 1 célula con bacterias adheridas, la valoración se 

realizó contando 100 células y de estas cuantas presentaban bacterias 

adheridas, para obtener un porcentaje de adherencia. 

Se hicieron tres repeticiones de esta prueba para cada animal utilizado. 
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Pruebas de Inhibición de la Adherencia 

 

En todas las condiciones, células de cultivo o de órganos, frescas o 

fijadas, se hicieron en paralelo pruebas de inhibición de la adherencia con D- 

manosa al 0.1 %, con suero hiperinmune de conejo, plasma seminal y suero de 

ovinos infectados experimentalmente2, en los que se había medido por ELISA 

la presencia de IgG. El plasma seminal utilizado correspondió a los que 

presentaron una mayor positividad a la prueba de ELISA es decir tuvieron una 

mayor concentración de IgG  

Los sueros y el plasma seminal utilizados se emplearon sin diluir y en 

diluciones 1:10, 1:20 y 1:40, para evaluar su efecto. 

Se incubó  a 37º durante 30 minutos, la suspensión de bacterias con 

manosa al 0.1% y con los respectivos sueros, antes de agregarlas a los cultivos 

y los frotis con  las células epiteliales de diferente origen, para su incubación de 

adherencia. Como controles negativos se utilizaron plasma y suero de ovinos 

sin anticuerpos, de  animales controles que no fueron infectados con la bacteria 

y que fueron evaluados como negativos mediante serología (ELISA) y cultivo 

seminal (Enríquez et al., 2004, Healey et al.,1991) 

Estas pruebas se realizaron con tres repeticiones, para cada caso. 

 

Análisis  Estadístico 

 

 Las diferencias de adherencia entre tratamientos se analizaron 

con el software Statgraphics, con la prueba de Tukey al 95% 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

                                                 
2 cedidos por el Dr. Jorge Acosta Dibarrat 
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RESULTADOS 
 
Considerando el comportamiento de la bacteria en las pruebas de 

crecimiento, viabilidad y adherencia, se consideró que el mejor tiempo para 

utilizarla en las pruebas de adherencia sobre diferentes muestras, era el de 6 

horas de incubación, en que se demostró una absorbancia de 0.724, leída a 

600nm y buena viabilidad (1 x 106 UFC por ml), (Gráfica 1). A partir de las 6 

horas de cultivo, el crecimiento de la bacteria se detuvo y empezó a haber 

muerte bacteriana. 

Se calcularon las graficas de crecimiento y la viabilidad de todas las 

cepas disponibles, no se observaron diferencias entre ellas por lo que se eligió 

solo a una para realizar las pruebas de adherencia, siendo elegida la 866-9. 
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GRAFICA 1. Curva de crecimiento y Viabilidad. El gráfico muestra, con 

corrección logarítmica, las UFC de A. seminis en los diferentes tiempos de 

crecimiento. 

Los mejores frotis en término de cantidad y adecuada distribución de 

células para evaluar la adherencia, se lograron con las suspensiones celulares 

con una concentración de 10 8 células por ml. 

El cuadro 1, resume los resultados de las pruebas de adherencia de A. 

seminis a células epiteliales de uretra de ovino fijadas. En estos frotis se 

observaron dos tipos celulares dominantes, uno constituido por células de 



 19

bordes irregulares, cortados, enucleadas y de aspecto escamoso; el otro por 

células nucleadas, de bordes bien definidos y de citoplasma más basófilo. Fue 

evidente una mayor afinidad  de la bacteria a las células de morfología 

escamosa que se veían llenas de bacterias, que a las células nucleadas que 

presentaban pocas bacterias adheridas. 

 

Cuadro 1.  Resultados de la prueba de adherencia de Actinobacillus 

seminis, con diferentes tiempos de cultivo a frotis de células epiteliales fijadas 

de uretra de ovino. 

 

Frotis incubados 3 horas con 

la cepa 866-9 de A.seminis 

Células con adherencia (%) Patrón de adherencia 

A (incubado con T2) a)20%  

b) 85% 

 a y b)AD 

B (incubado con T4) a) y b) 100% adherencia AL 

C(Incubado con T5) a) y b) 100% AD 

D (Incubado con T8) a) 1% 

b) 100% 

a) AL 

b) AD 

 

 

Los incisos a) y b) se refieren a los dos tipos celulares encontrados en la 

uretra vistos en el Microscopio Óptico, siendo a)las células nucleadas y b) las 

células  de tipo escamoso que no presentaban núcleo. 

 

En el cuadro 2, se resumen los resultados obtenidos al utilizar células de 

riñón de conejo RK-13 y exponerlas a A. seminis, las  tres cepas ensayadas 

mostraron adherencia de tipo local y agregativa (fotografías 3 y5)  y resultaron 

positivas en la demostración de FAS. A. seminis fue capaz de adherir y 

polimerizar la actina del citoesqueleto de estas células y la respuesta positiva 

permitió que se visualizaran puntos fluorescentes, como se muestra en las 

fotografías 1 y 2, en forma equivalente a los controles positivos realizados con 

las cepas de E. coli. 
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CUADRO 2. Resultados de adherencia sobre células de riñón de conejo 

RK-13 y de la prueba de FAS 
CEPA FAS Patrón de Adherencia 

A. seminis 867- 9 + + AL Y AA 

A. seminis 866-9 + + AL Y AA 

A. seminis ATCC + + AL 

E. coli 933 J + + AL 

E. coli 933 W + + AL 

E. coli K- 12 ---- ---- 
 

---- Negativo a la prueba        ++ Alta positividad en prueba de FAS            

AL   Adherencia Local     AA  Adherencia Agregativa 
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Foto 1      Foto 2 

           
Las flechas señalan la fluorescencia, puntos de la polimerización de la actina, que corresponden a los sitios 

donde están adheridas las bacterias. En la foto 1 se trata de A. seminis 866-9 y en la 2 E. Coli  933W 

PATRONES DE ADHERENCIA 
      
 
 
 
 

 

Foto 3. Células RK-13 con adherencia local      Foto 4. Célula RK-13 con A. 

Agregativa 

 

           
Foto 5. Célula de uretra con Adherencia Difusa    Foto 6. Célula de uretra con Adherencia local 

Foto 7. Célula de uretra con adherencia Agregativa 
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En el ensayo realizado probando la adherencia  de A. seminis cepa 866-

9 en células de uretra frescas y fijadas, la adherencia fue mayor en las células 

no fijadas (frescas) (Gráfica 2). El análisis de adherencia por órganos con 

células fijadas demostró por su parte que la adherencia fue significativamente 

mayor en las células de cultivo RK-13, en las de uretra y en ámpula del 

deferente, que en las células del epidídimo (p<0.05) (Grafica 3). 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

U1 U1 U2 U2

céls sin f ijar Céls f ijadas Céls sin f ijar céls f ijadas

U1= e x pe r i me nt o 1 U2 = e x pe r i me nt o 2

Prueba de adherencia

SIN MANOSA
CON MANOSA

 
Gráfica 2. Prueba de Adherencia en células epiteliales de uretra peniana 

de ovino, fijadas y no fijadas con metanol absoluto y el efecto de la D-manosa 

en la inhibición de la adherencia. 

En las células de  uretra no fijadas con el metanol (frescas), la manosa al 

0.1% si bloqueó la adherencia de A. seminis, sin embargo este mismo 

tratamiento no logro inhibir la adherencia a las mismas en las células fijadas. 

En contraparte los sueros positivos contra A. seminis  (conejo y carnero) y el 

plasma seminal positivo, inhibieron la adherencia en ambos tipos celulares 

(fijadas y no fijadas). Los sueros y el plasma seminal negativos, sin anticuerpos 

contra la bacteria, controles negativos, no inhibieron la adherencia bacteriana a 

ninguno de los tipos celulares ensayados (p<0.05). 
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Comparación de la Adherencia 
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Grafica 3. Comparación del porcentaje de adherencia entre las células 

epiteliales de diferente origen. 

 

Al comparar los patrones de adherencia, se observó que en las células 

de uretra fijada y células RK-13 se presentó adherencia local y agregativa de 

manera simultánea y por separado como el ámpula del deferente, mientras que 

en las células de epidídimo solo ocurrió adherencia local (Gráfica 4)  
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2 
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Gráfica 4. Comparación del Patrón de Adherencia dependiendo del 

origen de la célula epitelial. 
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Grafica 5. Grafica de las medias obtenidas al comparar el Porcentaje de 

adherencia, dependiendo de la edad del animal. 

             

         Al analizar la adherencia en base a la edad del ovino del que se 

obtuvieron las células para la realización de los frotis, no se encontró diferencia 

significativa por grupo de edad corderos y carneros pospuberales en los 

porcentajes de adherencia  (Gráfico 5) y tampoco se presentaron cambios 

relevantes en el tipo de adherencia (Gráfica 6). Sin embargo, en el examen 
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individual los animales, los identificados como A3 (pospuberal) y J1 (cordero) 

mostraron un porcentaje mayor de adherencia (p<0.05). 
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Grafica 6. Comparación del patrón de Adherencia, dependiendo de la 

edad del ovino del que se tomaron las muestras. 
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DISCUSION 
 
Se ha demostrado la capacidad de A. seminis de adherir a matrices 

extracelulares, de fibrina (Enríquez et al. 2004) sin embargo esta capacidad 

solo resultaría útil a la bacteria en aquellos casos en que otras situaciones 

patológicas determinen lesión en la mucosa, incluido el epitelio y promuevan la 

formación de una trama de fibrina. Este mecanismo de adhesión, implicaría en 

la patogenia de la enfermedad, que la bacteria requeriría de un proceso 

inflamatorio previo, con exudado fibrinoso en superficie de la mucosa para 

poder colonizar el tracto. Estos procesos por si mismos podrían inducir 

respuestas autoinmunes y Actinobacillus seminis podría en estos casos, ser 

solo un complicante secundario. 

Los resultados de este trabajo demuestran que la bacteria sería capaz 

de establecerse y colonizar, la mucosa del aparato reproductor del carnero, 

independientemente de su edad, lo que explicaría su presencia aún en 

animales jóvenes y sanos.  Aunque se usaron pocos animales, se puede 

apreciar que los animales A3 (Adulto 3) y J1 (Carnero 1) que mostraron una 

susceptibilidad mayor al compararlos con los de más individuos. (Grafica 4), sin 

considerar la edad de los mismos. 

El que el porcentaje de adherencia fue significativamente mayor 

(p<0.05), en la uretra y el ámpula del conducto deferente, que en el propio 

epidídimo, soporta la propuesta de Jansen, 1983,  de que la bacteria se 

establece en las partes bajas del tracto genital del macho desde donde es 

capaz de ascender a las partes profundas del mismo. Por otra parte, las células 

del epidídimo, pese a ser el órgano blanco perceptible en la enfermedad, 

demostraron menor capacidad de adherencia, esto puede deberse a que la 

bacteria necesite de alguna sustancia presente en el fluido seminal que le 

facilite la adherencia. Acosta et al., 2006, al intentar reproducir la enfermedad 

mediante la inoculación de la bacteria por vía intrauretral e intraepididimal, la 

logran recuperar del semen, pero no de forma constante de los distintos 

órganos del aparato reproductor, incluido el epidídimo lesionado. Sin embargo 

encuentran en forma relativamente constante lesiones sugestivas de la 

enfermedad sólo en las glándulas anexas y es en estas mismas glándulas de 
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donde se obtiene el mayor número de aislamientos al sacrificio, concluyendo 

que el ámpula del deferente y las vesículas seminales podrían actuar como 

refugio de la bacteria en el tracto reproductor, sugiriendo que la bacteria 

encuentra en las glándulas anexas un nicho más adecuado para mantenerse 

que en el propio epidídimo inoculado directamente con A. seminis. Los 

resultados de este trabajo, en cuanto la capacidad de adherencia a las células 

de estos órganos, soportan la posibilidad de que las glándulas anexas 

ofrecerían condiciones más adecuadas de colonización y permanencia para el 

microorganismo. 

 Healey et al.,1991 observaron la inhibición de aproximadamente el 90% 

de la adherencia de la bacteria a cultivo de células epiteliales de riñón de 

bovino (BKECs), al incubarla con suero de ratón con anticuerpos  policlonales 

anti  A. seminis  en soluciones sin diluir,  en dilución de 10-2, se alcanzó un  

90% en la inhibición de la adherencia, la cual disminuyó hasta el 50% cuando 

se utilizó una dilución de 10-4, el efecto inhibitorio disminuyó progresivamente a 

mayores diluciones. En este trabajo se obtuvo una inhibición de la adherencia 

de casi el 100% al utilizar los plasmas seminales y sueros ovinos, con 

demostrada presencia de IgG anti A. seminis por ELISA, sin diluir, con 

diluciones 1:20 y 1:40  ya no ocurrió el bloqueo de la adherencia. 

Enríquez et al., 2004, demostraron que A. seminis se adhiere al 

fibrinógeno biotinilado a partir de los 5 minutos  alcanzándose la saturación a 

las 2 horas, a partir de los 0.05µ hasta los 50µg. En este estudio se probó el 

tiempo de adherencia a las 1, 2 y 3 horas de incubación, alcanzándose la 

saturación a las 2 horas, siendo en la primer hora de aproximadamente el 25%. 

Estos procesos de adherencia fueron inhibidos con la adición de manosa, al 

igual que se demuestra en el presente trabajo.  En el experimento en el que 

usaron células de la uretra sin fijar y fijadas con metanol, se observó que la D-

manosa en las células sin fijar, fue capaz de bloquear la adherencia, mientras 

que en las células fijadas no bloquea la adherencia, esto sugiere que la fijación 

por el metanol estaría de alguna manera modificando en los receptores 

celulares glicosilados. 

Los resultados en la prueba de FAS, el bloqueo de la adherencia por D-

manosa y por sueros y plasma seminal con IgG contra la bacteria, indican 

fuertemente que la adherencia observada es específica y la posibilidad de la 
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existencia de al menos dos tipos de receptores para la bacteria, uno de ellos 

modificaría su comportamiento con la fijación. Esta especificidad en la 

adherencia sería un elemento para considerar a esta bacteria como un 

patógeno potencial del aparato reproductor del carnero.   

La posibilidad de bloquear “in vitro” la adherencia bacteriana mediante 

anticuerpos, abre una expectativa a las posibilidades del uso de estrategias 

vacunales en el control de la infección en rebaños afectados, tal como se ha 

logrado en el caso de Campylobacter fetus var. veneralis en los toros, 

empleando una bacterina oleosa. 

 
CONCLUSIONES 
 

        Se demostró la capacidad de A. seminis para adherirse in vitro a las 

células de la mucosa del tracto reproductor del carnero, sin distinción de edad 

entre animales pre y pospuberales. 

 La mayor adherencia a las células de la uretra y el ámpula del 

deferente, soporta observaciones previas sobre la posibilidad de que las 

glándulas anexas actúen como un nicho de persistencia en los animales 

infectados.  

La inhibición de la adherencia con sueros inmunes y la demostración del 

desarrollo de la prueba de FAS, son elementos sugestivos de la especificidad 

de lo observado.  

Las diferencias observadas entre células de distintos individuos, es un 

elemento sugerente de que la adherencia podría ser un componente a 

considerar en la diferente susceptibilidad a la enfermedad.   
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