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La infeccién por C. pseudotuberculosis tiene enorme trascendencia en medicina veterinaria. La difusién intraorganica
del agente causal se ve facilitada por la supervivencia en el interior de los macréfagos, actuando como un parasito
intracelular facultativo. Pero de esta vida intracelular se desconocen muchos aspectos necesarios para entender la
interaccion parasito-hospedador. En el presente trabajo hemos pretendido estudiar in vitro la interaccién de cepas
clinicas y de referencia de C. pseudotuberculosis con células no fagociticas, analizar de forma comparada la interaccidn
de esta bacteria con fagocitos murinos, ovinos y caprinos y el efecto bactericida del suero de cabra y oveja sobre este
patégeno. Todas las cepas utilizadas fueron identificadas mediante métodos bioquimicos convencionales, asi como
mediante una PCR-multiplex para regiones especificas de los genes 16S rRNA y PLD.

Dias postinfeccién

Todas las cepas utilizadas en el presente trabajo son nitrato reductasa negativas y, por tanto, se corresponden con C.
pseudotuberculosis biovar ovis. La invasion celular de esta bacteria sobre la linea celular no fagocitica FLK-BLV-044,
. sreplicéndose Ivgeramente hastalas 24 horas y permaneuendo viable durante al menos 6 dias. Los porcentajes de
adhereﬁcm varfan entre el 2 y el 1,5%, aunque no se observe q1ferenC|as estaﬁncamente Si tivasilatasa de -
invasion disminuye de forma estadisticamente:si ificativa por la presencia de azuc 5 La bi& se reph

ligeramente hasta las 24 horas postmféfcnon La tasa de prolnferacnon mtracelular se 5|tuo alrededor de 1,08.
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50,9 y el 66,6%. Los indices de prohferacron i ‘r celular quedao esta
no se repllca actlvamente en el mterlor del m t:rofago pero si se produt : ersistencia de, al menos, 72 horas

'Las cuatro cepas de C. pseudotuberculosis fueron gusceptlbles al efecto bactericida ﬁ suero de cabra mientras que,
paralelamente, las mlsmas ceﬂnarﬁada‘s“fuero eﬁs}eqt al efecto bactencnd lel suero de oveja. A
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Introduccién y objetivos

I.-INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La linfadenitis caseosa, también denominada seudotuberculosis o enfermedad de
Preisz-Nocard, es una enfermedad infectocontagiosa muy prevalente en algunos paises
en donde los pequefios rumiantes constituyen una parte esencial de su ganaderia. De ahi
que se considere una de las enfermedades mas importantes de cabras y ovejas en paises
como EEUU, Canada o Australia, habiéndose cuantificado en este ultimo pais unas
pérdidas asociadas a la produccion de lana, de aproximadamente 17 millones de dolares

anuales (Paton y cols., 1994).

El agente causal de la enfermedad, Corynebacterium pseudotuberculosis, es un
microorganismo cosmopolita con una importante significacion clinica (Fontaine y
Baird, 2008), a pesar de no producir grandes pérdidas directas por mortalidad de
animales, pero si por disminucion en la productividad de carne, lana y leche (Paton y
cols., 1994; Aleman y Spier, 2001).

La enfermedad produce una infeccion bacteriana supurativa de caracter cronico,
que afecta a ganado ovino, caprino, bovino, equino, y otros animales domésticos y
silvestres (Aleman y cols., 1996), asi como a la especie humana, tras el contacto con
animales infectados (Peel y cols., 1997), siendo considerada como una zoonosis menor.
La infeccion se produce a través de alimento e inhalacion de polvo contaminado, asi
como a través de heridas abiertas. Las lesiones mas caracteristicas se traducen en la

presentacion de abscesos en ganglios linfaticos de diferentes regiones anatomicas.

No obstante, la enfermedad puede manifestar diferentes formas clinicas, que
frecuentemente se asocian a tres sindromes principales: linfadenitis pidgena, respiratorio
posterior y caquectizante (Ledn y cols., 2002c). Pero ademas y, aungue con una baja
prevalencia, acontecen una amplia variedad de formas clinicas, algunas de ellas tipicas
como es el caso de la anemia hemolitica neonatal, y otras mas dificiles de asociar con la

seudotuberculosis (mortalidad perinatal, mamitis, poliartritis, etc.).
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Para que aparezca la enfermedad es imprescindible conjugar varios factores, por
un lado, el papel que juega la exotoxina que produce el agente causal, que afecta a la
permeabilidad vascular, lo que facilitaria la diseminacion de la bacteria de los vasos
sanguineos a la via linfatica (Muckle y Gyles, 1983; Yozwiak y Songer, 1993). Pero
ademas, C. pseudotuberculosis presenta una capa acida micolica cerosa en la superficie
de su pared celular que presenta propiedades citotoxicas, desempefiando un papel muy
importante en la patogenicidad (Hard, 1972). A ambos factores habria que sumar un
hecho trascendente en el curso de la infeccion: “el agente causal se encuadra en el grupo
de patégenos que pueden comportarse como parasitos intracelulares facultativos,
capaces de sobrevivir en el interior de los macréfagos de su hospedador”.

Pero de esta vida intracelular, se desconocen muchos aspectos que son
necesarios analizar en profundidad a la hora de entender mejor la interaccion parésito-
hospedador. Resolver muchas de estas incognitas permitird conocer con detalle los
mecanismos de agresion y supervivencia de este agente causal de enfermedad vy, a la
vez, mejorar la eficacia de los métodos de control que se aplican actualmente. Ademas,
de forma espontanea, surge también el planteamiento de si las células no fagociticas
podrian jugar algun papel en el mantenimiento y en la difusion de la infeccién dentro
del hospedador.

Por otra parte, los cultivos celulares permiten un control preciso en el laboratorio
del medio ambiente intracelular, la caracterizacién y homogeneidad de la muestra y
economizan el uso de reactivos, evitando a la vez el sacrificio de miles de animales de
experimentacion. De ahi que estos estudios han sido ampliamente utilizados para
profundizar en el conocimiento de la patogenia de algunos parasitos intracelulares. Por
otro lado, la capacidad de ciertas bacterias de invadir células no fagociticas es
considerada como un importante factor de virulencia de varias bacterias patdgenas
humanas y animales, como Escherichia coli, Yersinia, Salmonella y Shigella (Galan,
1994; Zierler y Galan, 1995), entre otras.

Aprovechando la experiencia previa del grupo de investigacion a la hora de
analizar la interaccion de diferentes patdgenos de interés para la sanidad animal como:

Hafnia alvei (Padilla y cols., 2008; 2010), Photobacterium damselae subsp. piscicida
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(Acosta y cols, 2009) o Streptococcus iniae (EI Aamri y cols., 2012) con ceélulas de
distintos origenes, nos hemos marcado como finalidad de este trabajo “profundizar en el
conocimiento de la vida intracelular de Corynebacterium pseudotuberculosis, en células

fagociticas y no fagociticas”.

De esta manera, y con todo lo expuesto anteriormente, los objetivos especificos
que nos hemos planteado en el desarrollo del presente trabajo de investigacion son los

siguientes:

Primero.- Obtener cepas clinicas de campo recientes de la infeccion ovina o caprina por
Corynebacterium pseudotuberculosis, a partir de casos de indudable diagndstico, con el
fin de evitar que las cepas hayan tenido un mantenimiento prolongado en el laboratorio.
Segundo.- Estudiar la adherencia e invasion de Corynebacterium pseudotuberculosis
en células no fagociticas, ante distintas condiciones de cultivo.

Tercero.- Analizar la capacidad de supervivencia y replicacion intracelular del
patogeno citado en células no fagociticas.

Cuarto.- Estudiar de forma comparada, la posible interaccién entre fagocitos murinos,
ovinos y caprinos con Corynebacterium  pseudotuberculosis, analizando los
mecanismos de persistencia y replicacion intracelular.

Quinto.- Estudiar de forma comparada, la respuesta inmune de base celular, de los
leucocitos murinos, ovinos y caprinos frente a la infeccion por Corynebacterium
pseudotuberculosis, mediante las técnicas de explosion respiratoria y contenido de
peroxidasa.

Sexto.- Estudiar comparativamente el efecto bactericida del suero de cabra y oveja

frente a Corynebacterium pseudotuberculosis.
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I1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1.- LA SEUDOTUBERCULOSIS POR CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS.

11.1.1. ETIOPATOGENIA DE LA ENFERMEDAD

El agente causal de linfadenitis caseosa es Corynebacterium pseudotuberculosis,
patégeno bacteriano intracelular facultativo (Funke y cols., 1997; Aleman y Spier
2001). Corynebacterium pseudotuberculosis es una bacteria Gram positiva, de
morfologia cocobacilar pleomérfica de 1-3 um de largo por 0,5 -0,6 um de ancho,
inmovil y que forma colonias blanco-amarillentas cuando son sembradas en el medio
agar sangre, donde produce beta hemolisis tras una incubacién de 48 a 72 h a 37°C. A
su vez, es un organismo no esporulado, anaerobio facultativo (Hommez y cols., 1999).
En medios sdlidos, las colonias bacterianas son palidas, secas y de consistencia friable
(Quinn y cols., 1994). Tras una incubacion de 24 h, las colonias son pequefias de color
blanco amarillentas, aumentando hasta un didmetro de 1-2 milimetros tras 48 h de
incubacion (Coyle y cols., 1985). El crecimiento de C. pseudotuberculosis se ve
favorecido tras la adicion de suero o sangre entera a los medios de cultivo. Cuando se
cultiva C. pseudotuberculosis en medios de cultivo liquidos o en suspensién acuosa, C.
pseudotuberculosis tiende a formar agregados y precipitados (Aleman y Spier, 2001;
Baird y Fontaine, 2007).

La aplicacion de técnicas de analisis de secuencias del gen ribosomico 16S
rRNA vy estudios de hibridacién, han demostrado que dentro del Género
Corynebacterium existen tres especies diferentes, C. diphteriae, C. ulcerans y C.
pseudotuberculosis. Estas tres especies comparten, entre otras caracteristicas, la
produccion de una fosfolipasa D con idénticas caracteristicas (Lipsky y cols., 1982;

Wong y Groman, 1984; Funke y cols., 1997: Leardini y cols., 2002).

Estudios filogenéticos indican que el Género Corynebacterium se halla

intimamente relacionado con los Géneros Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus,



Revision Bibliografica

conformando el grupo denominado CNMR (Coyle y Lipsky, 1990; Von Graevenitz y
Krech, 1992; Clarridge y Spiegel, 1995; Koneman y cols., 1999).

Cepas de distintos origenes de esta especie presentan variabilidad bioguimica.
En base a ello, se han propuesto dos biotipos por su capacidad de producir la enzima
nitrato reductasa, denominandose biovariedad equi para los aislamientos que reducen
los nitratos y la biovariedad ovis para aquellas cepas que no presentan dicha capacidad
(Songer y cols., 1988; Leardini y cols., 2002; Vay y Almuzara, 2002). De forma
genérica, las cepas aisladas a partir de pequefios rumiantes y vacunos son nitrato
negativo, mientras que las cepas nitrato positivas son las aisladas a partir de équidos y
vacunos, no habiéndose registrado la transmision natural entre las diferentes especies
(Alemany Spier, 2001).

11.1.1.1.- Puerta de entrada del patogeno

La induccién de la infeccion experimental por C. pseudotuberculosis se ha
llevado a cabo por diferentes rutas en pequefios rumiantes, como son la via
intradérmica, subcutanea, intravenosa, intratraqueal, intravaginal e intralinfatica. Por
todas las vias se logro reproducir la enfermedad experimentalmente (Nagy, 1976;
Burrell, 1978; Pepin y cols., 1994b; Fontaine y cols., 2006). En infecciones naturales la
principal ruta de entrada de la bacteria es a través de piel (Batey, 1986b; Brown y
Olander, 1987; Davis, 1990; Collett y cols., 1994). La infeccion se facilita por pequefias
heridas y abrasiones cutaneas como las causadas en el esquilado (Paton y cols., 1988).
El nimero de bacterias viables en la descarga purulenta de un absceso se han estimado
entre 10° y 10" unidades formadoras de colonia por gramo de pus (Brown y Olander,
1987). Por tanto, la ruptura de los abscesos superficiales libera grandes cantidades de
bacterias viables a la piel adyacente y al velldon, pudiendo contaminar el entorno
adyacente muy facilmente. Lesiones por heridas en mucosa bucal debido al pastoreo son
un importante factor de riesgo (Brown y Olander, 1987; Robles y Olaechea, 2001). Las
heridas causadas durante la castracion, el corte del rabo de las ovejas y el ombligo en
animales neonatos se han sugerido como puerta ocasional de entrada de C.

pseudotuberculosis en el animal (Valli y Parry, 1993).
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También se ha descrito la via respiratoria como puerta de entrada de la infeccién
(Stoops y cols., 1984), a partir de la observacion de que algunas ovejas infectadas de
forma natural solo presentaban lesiones pulmonares, y un numero pequefio de estas
lesiones estaban situadas en el interior de las paredes de las vias respiratorias. Por otra
parte, Brown y Olander (1987) describieron la produccion de abscesos pulmonares
diseminados inyectando por via intravenosa C. pseudotuberculosis pero otros estudios
indican que tales lesiones pulmonares pueden producirse a partir de una infeccion
sistémica iniciada en otra localizacion. Asi, tras la inoculacion intravenosa en corderos
con C. pseudotuberculosis, la mayoria de las lesiones internas aparecen en los pulmones
asociados a ganglios linfaticos toracicos (Brogden y cols., 1984). También se ha
observado que en infecciones naturales en ovinos, los patrones de distribucion de las
lesiones pulmonares son coherentes con la propagacion hematdgena o linfatica, en lugar
de la extensidn via aerdgena (Nairn y Robertson, 1974), por lo que la via aerégena es de

poca importancia.

La aparicion de la enfermedad en un rebafio serolégicamente negativo se
produce tras la introduccién de un animal infectado clinica o sub-clinicamente (Ayers,
1977). También se ha descrito la transmision de la infeccion a través de los trabajadores
agricolas y sus equipos. En rebafios con una alta prevalencia, los esquiladores y su
equipo inevitablemente estan expuestos a las descargas purulentas de las lesiones
superficiales, por lo que si las medidas posteriores de desinfeccidn son insuficientes, es
posible que el equipo de esquila, la ropa y otros equipos de inmovilizacién, puedan

actuar como vectores mecanicos de la infeccion a otros rebafios.

En rebafios de ovejas con linfadenitis caseosa, los animales con lesiones
pulmonares representan una importante fuente de infeccion para otros animales (Pepin y
cols., 1994a; Williamson, 2001), ya que se ha observado el aumento en la
seroprevalencia de la enfermedad en grupos de ovejas en ausencia de lesiones
superficiales (Ellis y cols., 1987; Paton y cols., 1988). Ademas, C. pseudotuberculosis
ha sido aislado a partir de traquea de ovejas con abscesos pulmonares, confirmando que,
efectivamente, se produce la descarga de las lesiones pulmonares hacia las vias
respiratorias altas (Stoops y cols, 1984; Pepin y cols., 1994a), pudiéndose crear

aerosoles con material infeccioso. En condiciones de estrecho contacto y flujo de aire
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reducido, como en un cobertizo cubierto, el aerosol producido podria ser capaz de
infectar a un gran nimero de animales en un corto periodo de tiempo (Paton y cols.,
1996).

11.1.1.2.- Localizacién de la infeccion

Tras la entrada del patdgeno, el organismo se propaga rapidamente al ganglio
linfatico mas cercano donde se desarrollan multiples piogranulomas microscopicos que
aumentan de tamafio y terminan uniéndose formando abscesos de mayor tamafio. Este
proceso es seguido a veces por la diseminacién de la bacteria por via sanguinea o el
sistema linfatico, provocando lesiones similares en otros 6rganos. La naturaleza de estas
lesiones son significativas ya que se cronifican y con frecuencia permanecen en el
animal de por vida. Bacterias viables pueden ser recuperadas de abscesos varios afos
después de la infeccidn inicial. También se ha descrito la reactivacion de la enfermedad
con el desarrollo de abscesos en nuevas localizaciones tras un periodo de inactividad

aparente del patogeno (Aleman y Spier, 2001; Baird y Fontaine, 2007).

Una vez en el interior del ganglio linfatico, C. pseudotuberculosis es fagocitado
por macréfagos (Aleman y Spier, 2001). Mediante métodos histoquimicos se ha descrito
la unién entre fagosomas y lisosomas, pero el patogeno resiste el ataque enzimatico
permitiendo la permanencia en el interior celular como paréasito intracelular facultativo.
Una vez desarrollado el absceso, parte de las bacterias de su interior entran a los
capilares y forman colonias que ocluyen y trombosan los vasos produciendo isquemia
localizada, que junto a las toxinas producidas por C. pseudotuberculosis, destruyen
células de la parte sana del absceso, adicionandose una nueva capa a la masa necrética.
Si se produce la salida de bacterias del absceso, se produce la diseminacion de C.
pseudotuberculosis a través de los vasos linfaticos, penetrando en otros ganglios y
eventualmente en vasos sanguineos, pudiendo llegar a diferentes 6rganos donde se
reproduce la formacion de abscesos. A su vez, el tejido conectivo de los abscesos puede

romperse liberandose liquido purulento (Bofill y cols., 1998).

Entre los mecanismos por los cuales C. pseudotuberculosis se propaga desde el
punto de la entrada de la infeccion, es de crucial importancia la supervivencia y la

replicacion de C. pseudotuberculosis. Esta habilidad del patégeno de sobrevivir en el

7



Revision Bibliografica

interior de este nicho intracelular esta relacionada con la composicién lipidica de su
pared celular, principalmente por los &cidos corinomicélicos, existiendo una correlacion
positiva entre el contenido de estos lipidos y la habilidad de producir lesiones en los
ganglios. Los lipidos de la pared celular constituyen un factor pidgeno, relacionandose
con la infiltracion masiva con leucocitos polimorfonucleares que transportan las
bacterias a los nodulos linfaticos y con el efecto citotdxico que destruye a los fagocitos
(Brown y Olander, 1987; Aleman y Spier, 2001).

11.1.1.3.- Factores de virulencia de C. pseudotuberculosis

Los principales factores de virulencia de C. pseudotuberculosis estan
representados por la produccién de la exotoxina fosfolipasa D y la presencia de acidos

micolicos.

11.1.1.3.1.- Efecto de la exotoxina fosfolipasa D

Corynebacterium pseudotuberculosis produce una fosfolipasa D (PLD) que
actua sobre la esfingomielina y la lisofosfatidilcolina. Inoculaciones experimentales
realizadas en oveja con un mutante no productor de PLD han demostrado la ausencia de
lesiones macroscdpicas en los animales inoculados, aun siendo inoculados con una
dosis 100 veces mayor que aquellos inoculados con una cepa salvaje que si desencadené
la formacion de los clasicos abscesos pseudotuberculosos (Hodgson y cols., 1992). Por
tanto, la produccion de PLD parece ser un factor de virulencia esencial en la patogénesis
de C. pseudotuberculosis. Su mecanismo de accion podria estar relacionado con el
hecho de que la PLD afecta a la permeabilidad vascular, lo que facilitaria la
diseminacion de la bacteria de los vasos sanguineos a la via linfatica (Muckle y Gyles,
1983; Yozwiak y cols., 1993). La PLD produce el aumento de la permeabilidad de la
membrana endotelial vascular por la hidrolisis de esfingomielina. Este aumento de la
permeabilidad provoca la liberacion de plasma de los vasos sanguineos hacia los tejidos
y desde alli al sistema linfatico (Carne y Onon, 1978). Asimismo, se sabe que la PLD
activa la via complementaria del sistema inmune, agotando el complemento en la zona
que rodea las bacterias protegiéndolas de la opsonizacion (Yozwiak y Songer, 1993). A
su vez, inhibe la quimiotaxis de neutrofilos y provoca la degranulacion de células

fagociticas ocasionando necrosis y trombosis en vasos linfaticos, favoreciendo la
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supervivencia y multiplicacion del microorganismo (Aleman y Spier, 2001) al disminuir
la fagocitosis en los pasos iniciales de la infeccion (Yozwiak y Songer, 1993).

Varios géneros bacterianos liberan fosfolipasas, y en la mayoria de los casos, ha
demostrado desempefiar un papel importante en la virulencia (Schmiel y Miller, 1999).
La PLD fue caracterizada por primera vez por Carne en 1940, quien determind que era
una fosfatidilcolina fosfalido hidrolasa, mas conocida como fosfolipasa D, y desde
entonces ha sido detectada en todos los aislamiento de C. pseudotuberculosis (Songer y
cols., 1988). Esta enzima funciona como una esfingomielinasa especifica que cataliza la
disociacion de la esfingomielina, importante fosfolipido que forma parte constitutiva de

la pared celular (Bernheimer y cols., 1980).

Se han descrito diversas actividades bioldgicas para la PLD, incluyendo
dermonecrosis (Carne, 1940; Muckle y Gyles, 1986), letalidad, lisis sinérgica de
eritrocitos en presencia de un factor extracelular de Rhodococcus equi (Fraser, 1961) e
inhibiciéon del sindrome estafilococico (lisis inducida por lisis de eritrocitos) (Zaki,
1976).

11.1.1.3.2. Acidos micolicos

El segundo factor de virulencia mas importante para el desarrollo de la
enfermedad es la presencia de los é&cidos micdlicos. Corynebacterium
pseudotuberculosis no produce capsula protectora, pero en su lugar presenta una capa
acida micolica cerosa en la superficie de su pared celular. Este capa micdlica presenta
una serie de propiedades citotdxicas que desempefian un papel muy importante en la
patogenicidad de este patdgeno (Hard, 1972; Muckle y Giles, 1983; Tashjian y
Campbel, 1983).

La inoculacion experimental por via subcutdnea de acido micolico extraido a
partir de C. pseudotuberculosis en ratones, produce inflamacion localizada con
congestion y un area central de necrosis hemorragica. Ademas, el acido micolico induce
cambios degenerativos y muerte de leucocitos (Carne y cols., 1956). Sin embargo, y a
diferencia del efecto letal de la inoculacion de moléculas similares extraidas de las
micobacterias, el efecto citotoxico del &cido micolico de C. pseudotuberculosis se

limita al lugar de la inoculacién (Hard, 1975). Algunos autores han sugerido que la capa
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del &cido micdlico permite a C. pseudotuberculosis sobrevivir durante largos periodos
en el entorno, una caracteristica comun a otros miembros de la Familia
Actinomycetaceae, y de hecho, C. pseudotuberculosis es relativamente resistente a las
condiciones ambientales (West y cols.,, 2002). Batey (1986b) describe que en
condiciones frias y humedas, el organismo puede permanecer viable durante méas de 6
meses, y en suelo contaminado experimentalmente con pus se han podido cultivar

bacterias viables 8 meses mas tarde (Brown y Olander, 1987)

En infecciones naturales, la capa de acidos micolicos proporciona al organismo
una proteccion mecéanica y posiblemente bioquimica, contra las enzimas hidroliticas
presentes en los lisosomas. A su vez, esto permite a la bacteria resistir la fagocitosis y
permanecer en el hospedador como un parasito intracelular facultativo (Williamson,
2001). Esta capacidad es probable que sea esencial para la diseminacion del organismo
desde la entrada inicial. Ademas, la naturaleza tdxica del acido micélico parece
contribuir a la formacion de abscesos. En infecciones experimentales en ratones, se
demostro la relacion directa entre la cantidad de lipidos de la pared celular de diferentes
cepas de C. pseudotuberculosis con la capacidad para producir abscedacion cronica
(Muckle y Gyles, 1983).

11.1.2.- OTROS ASPECTOS DE LA ENFERMEDAD

La pseudotuberculosis fue descrita por primera vez en 1888 por el bacteriélogo
francés Edward Nocard, que aislé un organismo inusual a partir de un caso de
linfangitis en una vaca. Afios mas tarde, el bacteridlogo bulgaro Hugo Von Preisz
identificd una bacteria similar en cultivos de un absceso renal en una oveja. Como
consecuencia de estos descubrimientos relacionados, al microorganismo se le conocio

como el bacilo de “Preisz-Nocard”.

Posteriormente hacia el final del siglo XIX la bacteria fue descrita por los
bacteridlogos alemanes Lehmann y Neumann, quienes lo denominaron Bacilo
pseudotuberculosis por la semejanza clinica de los nddulos caseosos producidos en la

tuberculosis por Mycobacterium tuberculosis. Posteriormente, el organismo fue aislado
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a partir de infecciones purulentas y linfangitis ulcerativa de otros mamiferos como

cabras, caballos y seres humanos.

En 1948, en la VI edicion del Manual de Bergey este patdgeno adquiere su
denominacion actual, Corynebacterium pseudotuberculosis (Euzeby, 1997). La
etimologia de la palabra "Corynebacterium" es de origen griego y hace referencia a la
morfologia y agrupacion de la bacteria, mientras que “pseudotuberculosis™ es derivado
de "pseudo”, que literalmente significa falso, y de "tubérculo”, por la semejanza de la

lesion con el nddulo que se forma en la tuberculosis (Brown y Olander, 1987).

La linfadenitis caseosa es una enfermedad cosmopolita, puesto que esta presente
en los cinco continentes y en casi en todas las zonas geograficas definidas por la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) (Robins, 1991; Paton y cols., 2005;
Baird y Fontaine, 2007; Ruiz y cols., 2007). El origen de la enfermedad parece provenir
de Europa, y la expansion de C. pseudotuberculosis alrededor del mundo pudo deberse
a la exportacion de ovejas por los colonizadores del siglo XVIII a través de la raza ovina
merino, de origen espafiol, que fue exportada a Sudafrica, Australia y al continente
Americano (Paton, 2000).

Corynebacterium pseudotuberculosis es un microorganismo cosmopolita y la
pseudotuberculosis una enfermedad de importancia a nivel mundial debido a su elevada
prevalencia y originar grandes pérdidas econdmicas en las ganaderias ovina y caprina.
Es una enfermedad muy difundida pero poco descrita por la comunidad cientifica
(Abrigo, 1984; Cetinkaya y cols., 2002), por lo que la prevalencia en pequefios
rumiantes es muchas veces subestimada debido a la falta de informacion existente en
muchos paises (Cetinkaya y cols., 2002). La linfadenitis caseosa se ha descrito en casi
todos los paises que presentan ganaderia de pequefios rumiantes, habiéndose descrito en
Canad4, Australia, Francia, Holanda, Nueva Zelanda, Estados Unidos, Brasil, Suiza,
Argentina, Uruguay, Venezuela, Turquia, Dinamarca, Cuba y Espafia, entre otros
(Songer y cols., 1988; Pepin y cols., 1989; Dercksen y cols., 1996; Literak y cols., 1999;
Paton y cols., 1994; Ruiz y cols., 1995; Moller y cols., 2000; Williamson, 2001;
Arsenault y cols., 2003, Chirrino-Zarraga y cols., 2005). Corynebacterium

pseudotuberculosis es capaz de sobrevivir en una gran variedad de regiones del mundo
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(Chirrino-Zarraga y cols., 2005), no existiendo asociacion entre el aislamiento del

patdgeno en funcion de la region climatica.

La frecuencia de presentacion en cada region o pais depende de la densidad
animal, del sistema de explotacibn y del método de diagndstico empleado
(inmunoldgico, palpacion u observacion post mortem). En estudios inmunol6gicos
masivos suelen detectarse altas prevalencias superiores al 50%, y asi se han detectado
prevalencias en caprinos del 100% en la Republica Checa y del 77% en Brasil, mientras
que en ovinos se describen prevalencias del 94% en Canada y del 45% en Espafia
(Cubero y cols., 2002a).

El microorganismo se aisla de abscesos y otros procesos supurativos en una
variedad de especies animales (Cubero y cols., 2002a). La infeccion clasica de C.
pseudotuberculosis en pequefios rumiantes se asocian a la formacion de piogranulomas
(Valli y Parry, 1993). La enfermedad presenta dos formas clinicas bien diferenciadas,
una tipica, con produccion de abscesos de localizacion cutanea y/o visceral, y una
atipica como toxemia neonatal, artrosinovitis, endometritis, epididimitis, mastitis y
orquitis (Ledén y cols., 2002a), pudiendo coexistir ambas formas dentro del mismo

animal.

La forma tipica de localizacion cutanea se caracteriza por la abscedacion de
ganglios linfaticos, pudiendo ser palpados externamente. Los ganglios linfaticos
superficiales afectados dependen del punto de entrada del organismo. Las lesiones
pueden aparecer como abscesos organizados, con hinchazon, encapsulacion fibrosa,
pérdida de pelo sobrepuesto y ruptura eventual, dando por resultado la descarga de pus

y necrosis de los ganglios linfaticos (Radostis y cols., 2000; Leo6n y cols., 2002a).

La forma tipica de localizacion visceral se asocia a abscesos en los ganglios
linfaticos internos y otros érganos. En ovejas y cabras, la principal localizacion de estas
lesiones internas se localizan es los ganglios linfaticos del parénquima y del mediastino.
Las lesiones también se pueden encontrar en higado, rifiones, ubre, y mas raramente en
corazdn, testiculos, escroto, utero, cerebro o médula espinal, causando deterioro en la

condicion organica del animal y pudiendo evolucionar hacia estados caquécticos de
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curso cronico (Ponce de Leon y Gomes, 1983; Valli y Parry, 1993; Euzéby, 1997;
Yeruham y cols., 2000; Leon y cols., 2002a).

Las formas atipicas son poco frecuentes, y las lesiones macroscopicas no se
corresponden con nddulos caseosos, describiéndose la toxemia neonatal o
icterohemoglobinuria de recién nacidos y las formas localizadas en las que la lesion es
de naturaleza pidgena (artrosinovitis, endometritis, epididimitis, mamitis y orquitis)
(Ledn y cols., 2002a).

El periodo de incubacién es muy variable y prolongado. Tanto en ovejas como
en cabras se han observado periodos de incubacion de varios meses (4-6 meses) e
incluso afos (Leon y cols., 2002a). La enfermedad se instaura de modo insidioso y
adopta un curso cronico, evolucionando hacia la recuperacion cuando el contenido
purulento escapa al exterior, al contrario de lo que ocurre en las formas viscerales
graves donde se causa el deterioro de la condicion organica del animal. La prevalencia
es mayor en cabras y ovejas adultas mayores de 1 afio, existiendo correlacion directa

entre la edad y la prevalencia de la enfermedad (Chirino-Zarraga y cols., 2005).

La enfermedad presenta una serie de diferencias en funcion de la especie
afectada, y asi, la distribucion de las lesiones es diferente entre ovejas y cabras. En
cabras los ganglios mandibulares o parotideos estan frecuentemente afectados, seguidos
por el preescapular y los cervicales superficiales y subiliacos (Chirino-Zarraga y cols.,
2005), mientras que los localizados en la zona perianal no se encuentran afectados
(Brown y Olander, 1987). En ovejas, las lesiones en cabeza y cuello son relativamente
raras, siendo los ganglios preescapulares y precurales los mas afectados seguidos de
otros de la superficie corporal. Esta diferencia podria ser un reflejo de las diferentes vias
de transmision del microorganismo. Durante la esquila de las ovejas se producen cortes
que son una puerta de entrada para el microorganismo y por ello se encuentran
afectados los nddulos superficiales. En cabras es més factible la transmision directa por
contacto entre heridas en la piel, por ingestion del microorganismo o a través de la
mucosa bucal (Aleman y Spier, 2001; Chirino-Zarraga y cols., 2005). Otra diferencia
observada es la morfologia de los abscesos, y asi, en ovinos la apariencia morfologica
de los nodulos abscedados es la caracteristica de capa de cebolla al presentar una

distribucion en laminas concéntricas fibrosas separadas por material caseoso. Por el
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contrario, en cabras los nédulos no presentan esta configuracion sino que el exudado es
usualmente una pasta uniforme mas bien seca. Esta diferencia podria deberse a la
naturaleza de las enzimas fagociticas, siendo en las cabras més licuefactivas que en el

caso de las ovejas (Brown y Olander, 1987; Aleman y Spier, 2001).

Ademas de los abscesos de diferente localizacion, los animales afectados pueden
presentar disminucién del peso corporal, pérdidas en la produccion de lana, retraso en la
maduracion sexual y abortos, ya que la infeccion por C. pseudotuberculosis se puede
transmitir  verticalmente provocando desordenes reproductivos como abortos,
mortalidad neonatal y reduccion de la tasa de crecimiento de los corderos afectados,

provocando la persistencia de la enfermedad dentro del rebafio (Alonso y cols., 1992).

Otras lesiones descritas en la linfadenitis caseosa, aunque mucho menos
frecuentes son la artritis y la mamitis. La presentacion de la artritis se produce de
manera brusca, pero los animales se restablecen espontaneamente (Jubb y cols., 1993).
La presencia de mastitis se ha observado ocasionalmente en ovejas, siendo mas
frecuente en las cabras, describiéndose como causa importante de mamitis bovina
(Yeruham y cols., 1996). Ademas, se describen escasos casos de mortalidad causadas
por este patdgeno, debido a la formacion de grandes abscesos pleuropulmonares (Jubb y
cols., 1993).

De manera general, el curso clinico de la enfermedad es eminentemente crénico
(Renshaw y cols., 1979), pero segln el estudio de Ruiz y cols. (2003), tras la
inoculacion experimental del patdégeno se produce fiebre efimera en los primeros dias
postinoculacion, seguido de adenitis transitoria que se transforma en adenitis
persistente, siendo los ganglios linfaticos mas afectados los preescapulares (83,3%) y
los submaxilares (50%), observandose dolor en los abscesos, que fluctian en piel y
tejido subcutaneo, reabsorbiéndose o evolucionando a la fistulizacion expulsando un
material purulento caracteristico. En este estudio, uno de los animales inoculados
evoluciond hacia la forma visceral, no presentando abscesos externos pero si una
sintomatologia general como erizamiento y caida del pelo, inapetencia, adelgazamiento,
decaimiento, etc. También se observaron sintomas respiratorios en dos animales y

reaccion inflamatoria aguda en el punto de inoculacion en todos los casos.
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Aparte de los pequefios rumiantes como la oveja y la cabra, la infeccion por C.
pseudotuberculosis también se describe en otras especies. En equinos se distinguen tres
formas tipicas, una con produccién de abscesos superficiales en areas pectorales y
ventrales (91% de los casos), otra con produccién de abscesos internos (8% de los
casos), y una ultima forma con formacion de linfangitis ulcerativa (1% de los casos)
(Aleman y Spier, 2001). En ocasiones los nddulos linfaticos regionales (cervical
superficial y axilar) desarrollan linfadenitis purulenta (Ledn y cols., 2002a). Las formas
atipicas de la enfermedad en equinos se asocian a abortos y mamitis. La enfermedad
también se ha descrito en camélidos sudamericanos como llamas y alpacas (Braga y
cols., 2006 y 2007), bafalos (Ali y Zaitoun, 1999) y camellos (Tejedor y cols., 2009).

En ganado vacuno la infeccion se presenta con una incidencia esporadica,
manifestandose con abscesos cutaneos y linfangitis ulcerativas, mastitis y
bronconeumonia necroticopurulenta (Yeruham vy cols., 1996 y 1997; Ledn y cols.,
2002a). En rumiantes silvestres, la enfermedad ha sido descrita en ciervo, carnero
salvaje, muflon y gamo, presentando las mismas localizaciones que las descritas

anteriormente en ovinos (Cubero y cols., 2002a).

En el andlisis histopatoldgico de los abscesos se observa en general un centro
amorfo y eosinofilo de necrosis rodeado por una delgada capa de linfocitos, células
plasmaticas, algunas células epitelioides y neutrofilos, rodeado por una red de
fibroblastos (Ledn y cols., 2002a; Baird y Fontaine, 2007).

El diagnostico presuntivo de la infeccion por C. pseudotuberculosis en el animal
se basa en la palpacion de ganglios superficiales aumentados de tamarfio, las
caracteristicas macroscopicas de los exudados, asociado a signos clinicos como fiebre
y/o pérdida de peso, y datos epidemioldgicos como la prevalencia de la enfermedad en

la region y edad del animal infectado.

El diagnostico definitivo se establece a través técnicas microbioldgicas por
cultivo del microorganismo a partir de abscesos obtenidos por necropsia o
procedimientos quirdrgicos, técnicas seroldgicas y técnicas moleculares. El diagnostico

por técnicas microbioldgicas incluye el cultivo de las muestras, tincion, pruebas
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microbioldgicas béasicas en placa y tubo (morfologia, movilidad, hemolisis, oxidasa,
catalasa), y sistemas miniaturizados de galerias de identificacion como API Coryne.

Corynebacterium pseudotuberculosis crece bien en agar sangre en 48 horas,
observandose el desarrollo de colonias pequefias, blancas, secas y rodeadas de una R3-
hemolisis parcial. Con la tincion de Gram, se observan cocobacilos cortos Gram

positivos, normalmente agrupados en empalizada.

Se han evaluado diferentes sistemas miniaturizados para la identificacion de este
patdgeno, como son los sistemas APl Coryne (bioMérieux), APl 20 Strep (Morrison y
Tillotson, 1988) y Minitek identification system (BBL Microbiology Systems). Estos
sistemas incluyen test enzimaticos y de fermentacion de azlcares, siendo métodos de
identificacion rapidos pero que muchas veces requieren pruebas adicionales para
confirmar una identificacion definitiva (Lipsky y cols., 1982; Coyle y Lipsky, 1990,
Funke y cols., 1997; Hommez y cols., 1999; Baird y Fontaine, 2007).

El diagnostico por métodos seroldgicos se basa fundamentalmente en el uso de
la técnica de ELISA desde que Shen y cols. (1982) describieran la primera aplicacion de
esta técnica para detectar anticuerpos contra un antigeno de la pared celular de C.
pseudotuberculosis. A partir de entonces, la técnica ELISA ha demostrado ser una
herramienta muy Util en el diagndstico de la linfadenitis caseosa (Maki y cols., 1985;
Sutherland y cols., 1987; Chikamatsu y cols., 1989; Kuria y Holtad, 1989; Laak y
Schreuder, 1991; Laak y cols., 1992; Schreuder y cols., 1994), siendo una técnica muy
empleada en los programas de erradicacion de la enfermedad en zonas endémicas

(Songer y cols., 1990; Menzies y cols., 1994; Dercksen y cols., 2000).

Otras técnicas seroldgicas descritas para el diagnostico de la linfadenitis caseosa
incluyen la inmunofluorescencia indirecta (Simon y cols., 1987), microaglutinacion,
inmunodifusion (Menzies y Muckle, 1989), inhibicion de la hemdlisis sinérgica (Ruiz y
cols., 1995), dot blot, western blotting (Ter Laak y cols., 1992), fijacion de
complemento (Shigidi, 1978) y la inhibicion de hemolisis sinérgica (Real y Ledn,
1990).
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Finalmente, técnicas de biologia molecular como la secuenciacion del 16S
rDNA y la técnica de la PCR han perfeccionado el diagndstico de la enfermedad, al ser
técnicas muy sensibles y especificas, pero mas caras que las anteriormente descritas, si
bien la diferenciacion entre C. pseudotuberculois y C. ulcerans puede ofrecer
reacciones cruzadas, al ser dos especies genéticamente muy relacionadas, por lo que hay
que recurrir a PCR multiples en la correcta diferenciacion entre estas dos especies del
Genero Corynebacterium (Cetinkaya y cols., 2002). Pacheco y cols. (2007)
desarrollaron una PCR multiplex (mPCR) identificando tres genes diferentes presentes
en C. pseudotuberculosis, el gen 16S rDNA, el gen rpoB y el gen pld, que codifica la
exotoxina PLD, wuna esfingomielinasa implicada en la virulencia de C.

pseudotuberculosis y C. ulcerans (McNamara y cols., 1995).

El diagndstico diferencial de la linfadenitis caseosa se realiza frente a otras
enfermedades que desencadenan abscesos de caracteristicas similares, entre las que
destacan las infecciones causadas por Staphylococcus aureus, Streptococcus sp.,
Actinomyces sp., Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, asi como traumatismos, cuerpos extrafios, reacciones de sensibilidad
a inyectables y tumores (Burrel, 1980; Aleman y Spier, 2001; Leédn y cols., 2002b).

La vacunacion en zonas donde la prevalencia es alta se presenta como el mejor
método para la prevencion, control y erradicacion de la enfermedad, siendo el campo
mas investigado actualmente desde que Cameron (1972) utilizara una suspension de C.
pseudotuberculosis inactivada por formalina para la vacunacion de ovejas merino,
consiguiendo proteccion frente a la muerte aguda o subaguda, pero no frente al

desarrollo de abscesos.

Afios mas tarde, Nairn y cols. (1977) analizaron el efecto protector del toxoide
mediante la exotoxina cruda concentrada y formalinizada en un grupo de 24 ovejas,
obteniendo la reduccion significativa de la formacion de abscesos entre el grupo control
y el grupo de ovejas inoculadas con el toxoide, demostrando el importante papel de la
exotoxina en el desarrollo de la enfermedad, hecho confirmado unos afios después en el
estudio de Anderson y Nairn (1984).

A partir de estos afios, se han realizado multitud de estudios analizando la

eficacia de diferentes vacunas, como la asociacion de una bacterina inactivada con
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formalina asociada a hidroxido de aluminio como adyuvante (LeaMaster y cols., 1987),
células enteras con el adyuvante muramil dipéptido (Brogden y cols., 1990), el bacilo de
Calmette y Guerin por su probada actividad frente al Micobacterium bovis (Real y
Ledn, 1990), células enteras asociadas a toxoide (Eggleton y cols., 1991a) y toxoide
purificado por métodos cromatograficos (Eggleton y cols., 1991 a-b). El inicio de las
vacunas con técnicas de biologia molecular e ingenieria genética se produce a partir de
los trabajos de Hodgson y cols. (1992) con la deleccién del gen de la fosfolipasa D,
disminuyendo asi la virulencia de la cepa de C. pseudotuberculosis modificada. Un afio
después, se describieron sitios especificos del gen que codificaban para la toxina PLD, y
que al ser alterados producian la inactivacion de la toxina secretada (Tachedjian y cols.,
1995). El uso de autovacunas especificas también ha ofrecido buenos resultados en la

inmunizacion de rebafio (Leodn y cols., 2002a).

En el afio 2003, investigadores peruanos analizaron la eficacia de una vacuna
elaborada a partir de precipitado proteico de C. pseudotuberculosis con las exotoxinas
en ratones albinos inoculados con C. pseudotuberculosis, observando una disminucién
de las lesiones producidas, asi como la disminucién del nimero y tamafio de los

abscesos en el grupo de animales vacunados (Medrano y cols., 2003).

Junto a la vacunacion, unas buenas medidas de manejo, higiene y desinfeccién
son fundamentales para el control de la enfermedad en el rebafio. La mayoria de los
desinfectantes comunes, como lejia, glutaraldehido, formaldehido y yod6foros son muy
eficaces en la eliminacion del microorganismo, pero la presencia de materia organica
dificulta su actividad, facilitando su diseminacion (Ismail y Hamid, 1972) como ocurre

en los exudados purulentos (Nairn y Robertson, 1974).

Un correcto manejo del colectivo es fundamental para disminuir la incidencia de
presentacion de esta enfermedad, destacando el esquileo y bafio de animales infectados
de forma separada, el control de moscas, mantener unas buenas practicas de higiene y
desinfeccion durante el esquileo, asi como la limpieza y desinfeccion de instrumentos y
ambientes donde se ha producido la ruptura de los abscesos (Paton y cols., 1994;
Aleman y Spier, 2001). Ademas, otros investigadores recomiendan la eliminacion de

todo animal positivo, presente o no sintomas (Cubero y cols., 2002b).
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La mayoria de los antibiéticos de amplio espectro son muy eficaces en el control
in vitro del crecimiento y multiplicacion de este patdégeno (Muckle y Gyles, 1982;
Coyle y Lipsky, 1990; Judson y Songer, 1991; Von Graevenitz y Krech, 1992; Aleman
y Spier, 2001). Sin embargo, in vivo, el agente causal de la linfadenitis caseosa
generalmente es refractario a la terapia antibiotica, debido a su encapsulacién en los
abscesos (Aleman y Spier, 2001; Williamson, 2001) y a la naturaleza intracelular del
microorganismo durante el ciclo de la enfermedad, por lo que el tratamiento quirurgico
de lesiones externas se ha sugerido como una alternativa valida (Davis, 1990; Aleman y
Spier, 2001). Si bien es cierto que en estudios recientes usando la combinacién de
rifampicina (antibidtico con actividad intracelular) y oxitetraciclina se produjo la
disminucion del tamafio de las lesiones de los nodulos linfaticos externos de ovejas
tratadas (Senturk y Temizel, 2006), pero el estudio no reflejo si el colectivo llegd a
declararse libre de la enfermedad, por lo que se hacen necesarios nuevos trabajos que
confirmen que este tratamiento se convierta en una alternativa viable y efectiva en el

control de lindadenitis caseosa (Baird y Fontaine, 2007).

En la eliminacion quirdrgica del absceso, tras el drenaje se recomienda una
limpieza diaria con antisepticos como soluciones yodadas, asi como la aplicacion de un
tratamiento antibiotico parenteral durante 4-6 semanas para evitar la reaparicion de las
lesiones, aunque esta técnica presenta detractores que abogan por la eliminacion
completa del ganglio afectado (Gezon y cols., 1991; Rizvi y cols., 1997; Aleman y
Spier, 2001; Baird y Fontaine, 2007).

A dia de hoy, la discusion sobre los mejores métodos de control de la linfadenitis
caseosa continta. Muchos abogan por el uso de la vacunacidn, y la describen como la
principal estrategia en el control de la enfermedad en zonas endemicas, pero la
inexistencia de politicas de obligatoriedad en la vacunacion frente a la linfadenitis
caseosa en pequefios rumiantes facilita la diseminacion de la infeccion. Sin embargo,
investigaciones recientes indican que las vacunas actualmente en uso no estan
ofreciendo los resultados esperados para una eficaz prevencién de la enfermedad
(Fontaine y cols., 2006), por lo que el sector esta demandando el desarrollo de nuevas
vacunas que proporcionen una proteccion méas completa y clarificar los mecanismos por
los que C. pseudotuberculosis persiste en el hospedador (Fontaine y Baird, 2008; Baird
y Malone, 2010).
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La infeccion por C. pseudotuberculosis en el hombre ha sido reconocida como
una enfermedad ocupacional en paises productores de pequefios rumiantes (Prospert y
col., 1991; Bartolomé y cols., 1995; Peel y cols., 1997; Romero y cols., 2004; Liu y
cols., 2005; Join-Lambert y cols., 2006), siendo considerado un patdégeno oportunista
(Coyle y Lipsky, 1990) en personas inmunodeprimidas (Lipsky y cols., 1982; Funke y
cols., 1997) con desarrollo de adenopatias en diferentes localizaciones en funcién de la
zona de entrada del patdgeno, con presencia de fatiga, mialgias, hepatomegalia, fiebre,
falta de apetito, pérdida de peso, dolores musculares y articulares, aunque también se ha

descrito un episodio grave de neumonia eosinofilica (Goldberger y cols., 1981).

I1. 2. APLICACIONES ACTUALES DEL CULTIVO CELULAR A
LA INVESTIGACION BIOSANITARIA

El cultivo celular engloba un conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de células in vitro, conservando sus propiedades fisioldgicas,
bioquimicas y genéticas. Las aplicaciones que presenta el cultivo celular abarcan un

gran numero de disciplinas.

El cultivo de tejidos se desarrolld a partir de los Gltimos afios del siglo XIX,
cuando Wilhem Roux mantuvo en el afio 1885 células de embrién de pollo en solucién
salina durante unos dias. El primer investigador que empled técnicas in vitro para el
estudio de fenémenos in vivo, fue Harrison en cultivos de médula espinal embrionaria
de anfibios, pero rapidamente el interés se centr6 en el cultivo de células de animales
homeotermos, especialmente humanas, por su gran interés medico. En la actualidad, los

estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran nimero de disciplinas:
- Actividad intracelular. Mecanismos implicados en los diferentes procesos

intracelulares, como transcripcion de DNA, sintesis de proteinas, metabolismo

energeético, etc.
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- Flujo intracelular. Movimientos intracelulares de sustancias y sefiales asociadas a los
diferentes procesos fisioldgicos, como por ejemplo ensamblaje y desensamblaje de los

diferentes componentes intracelulares, movimientos del RNA, etc.

- Ecologia celular. Estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular, de su diferenciacion, de las necesidades
nutricionales, infecciones, estudio de la transformacion celular (inducidas por virus o

agentes quimicos), cinética de la poblacion celular, etc.

- Interacciones celulares. Procesos de induccion embrionaria, cooperacion metabdlica,

inhibicidn por contacto o por adhesion, interacciones célula-celula.

Como ejemplo de areas de investigacién que usan técnicas de cultivo celular podemos

citar las siguientes:

- Virologia: establecimiento de condiciones de cultivo de virus, estudio de la interaccion

del virus con su huésped, produccién de vacunas antivirales, etc.

- Bacteriologia: Estudios de adherencia e invasion bacteriana.

- Investigacion del Céncer.

- Inmunologia. Gracias especialmente a la introduccion de las técnicas de fusion celular
en la produccion de anticuerpos monoclonales, asi como en el analisis de la genética de

la célula somatica.

- Ingenieria de proteinas. Por la produccion de proteinas en lineas celulares: interferdn,

insulina, hormona de crecimiento,...

- Estudios de interaccion y sefializacion celular, en la diferenciacién y en el desarrollo.

Comprende el estudio de los receptores y de las vias de translocacion de la sefial.
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- Aplicaciones diagnosticas. Por ejemplo, en medicina y farmacologia destacan el
analisis cromosomico de células crecidas a partir de muestras de amniocentesis,

deteccidn de infecciones virales, ensayos de toxicidad,...

- Aplicaciones médicas: mantenimiento y produccion de tejidos para trasplante.

- Aplicaciones industriales y agrondmicas: produccion por reproduccién in vitro de

clones de plantas de interés comercial.

Los cultivos celulares permiten un control preciso y fino del medio ambiente
intracelular, la caracterizacion y homogeneidad de la muestra, una economia en el uso
de reactivos, evitando a su vez el sacrificio de miles de animales de experimentacion. El
cultivo celular no puede reemplazar siempre al ensayo in vivo pero es una alternativa
valida en muchas situaciones. Como desventajas en el uso de los cultivos celulares,
destacar la facil contaminacion del cultivo por hongos, bacterias y micoplasmas, su
elevado coste, la inestabilidad de muchas lineas celulares continuas, y su extrapolacién
al modelo in vivo. Las células de mamiferos se cultivan y mantienen como norma
general a una temperatura 37°C con un 5% de CO,, pero estas condiciones de cultivo
pueden variar para cada tipo celular, afectdndose la expresion de diferentes fenotipos en

funcién de las condiciones de cultivo.

En general, al ser un procedimiento donde se tienen controlados todos los pasos,
en los dltimos afios se ha atribuido como método de referencia para dilucidar las
distintas etapas que se producen en la colonizacion y difusion de los tejidos por parte de
distintos patogenos. De ahi que estos estudios han sido ampliamente utilizados para
profundizar en el conocimiento de la patogenia de algunos parasitos intracelulares,
como Escherichia coli, Yersinia spp., Salmonella spp. y Shigella spp. (Galan, 1994;
Zierler y Galan, 1995); Yersinia pseudotuberculosis, Listeria monocytogenes,

Salmonella typhimurium y Shigella flexineri (Cossart y Lecuit, 2000).
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11.3.- PROCESOS DE ADHERENCIA E INVASION CELULAR POR
LAS BACTERIAS

En el establecimiento de la infeccion de bacterias patdgenas se requiere de la
adhesion a células del hospedador, colonizacion de los tejidos, y en determinados casos,
la invasion celular seguida de la multiplicacion intracelular, diseminacion a otros tejidos

o persistencia (Pizarro-Cerda y Cossart, 2006).

11.3.1.- ADHERENCIA CELULAR

La interaccion entre bacterias y los tejidos del huésped o proteinas solubles es
crucial en el desarrollo de la mayoria de las enfermedades infecciosas, tanto para la
adhesion primaria y la colonizacion tejido-especifica como para la invasion del
patogeno en los diferentes tejidos de su huésped. La adherencia bacteriana ocurre entre
moléculas de superficie del microorganismo que pueden ser fimbriales o afimbriales y

receptores del huesped generalmente constituidos por glicolipidos o glicoproteinas.

En el inicio de la infeccion, una vez que la bacteria atraviesa la puerta de entrada
del organismo, intentard adherirse a la superficie celular adyacente, siendo este hecho
sumamente importante en regiones anatomicas tales como la boca, intestino delgado y
el tracto urinario, ya que las mucosas implicadas estan afectadas por diversos fluidos
que arrastran con facilidad microorganismos no adheridos, asi como el peristaltismo,
movimiento ciliar o el recambio de células del epitelio y de la capa mucosa (Hultren y
cols., 1993; Preissner y Shingh, 2000). Sin embargo, aln en zonas relativamente
estancadas, tales como el colon y el tracto vaginal, el movimiento Browniano puede
separar de la superficie tisular a las bacterias que no han logrado fijarse con firmeza a
las celulas del hospedador. A este respecto, es oportuno tener en cuenta que la mayoria
de los patégenos se pueden unir de manera méas o menos estable a los tejidos (Heithoff y
cols., 1997; Dalton y March, 1998). Debido a todo esto, las bacterias no adherentes son

rapidamente eliminadas por estos mecanismos inespecificos de defensa del hospedador.

La unidn a la célula puede conducir a alteraciones estructurales y/o funcionales
de las proteinas del huésped y a la activacion de mecanismos celulares que incluyen a la

invasion del patogeno a células y tejidos, facilitando no solo la entrada de patdgenos a

23



Revision Bibliografica

las células del huésped, sino que asi también éstos puedan escapar de la accion de
ciertos antibioticos y de la respuesta inmune (Preissner y Shingh, 2000; Tran Van y
Sansonetti, 2000).

Entre las estrategias usadas por las bacterias patdgenas para adherirse a células
no fagociticas destacamos las siguientes:

- Adhesinas: Las adhesinas son componentes de la superficie celular o apéndices
bacterianos que facilitan la adhesion. En bacterias Gram negativas, la gran mayoria de
sus fimbrias funcionan como adhesinas, pero en muchos casos la verdadera adhesina es
una proteina de una subunidad menor en la punta de la fimbria. Por el contrario, en
bacterias Gram positivas, proteinas de superficie o polisacaridos actian como adhesinas
especificas. Diversas adhesinas microbianas pueden mediar la union a los tejidos, al
inicio de la infeccidon, pudiendo unirse a células no fagociticas o a la matriz extracelular
y muchos microorganismos invasivos entran a la célula del huésped después de unirse a
estructuras de superficie. Existen una gran cantidad de adhesinas bacterianas,
incluyendo componentes de la matriz extracelular como colageno, lamininas, elastina,

proteoglicanos e hialuranos.

- Pili o fimbrias: EI mecanismo mas conocido de adherencia bacteriana involucra la
formacion de enlaces mediados por proteinas fibrilares denominadas pili o fimbrias. Un
pilus se constituye basicamente 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.
La punta de los pili media en la adherencia bacteriana uniéndose a ciertas moléculas
ubicadas sobre la superficie de las células de los tejidos. Por lo general, estos receptores
de las adhesinas fimbriales corresponden a carbohidratos, glicoproteinas o glicolipidos,
cuya funcion primaria consiste en mantener unidas a las células de los tejidos. La unién
de los pili a su celula diana es tan especifica, que los receptores presentes en los tejidos
del hospedador determinan el tipo de bacterias que colonizan la zona implicada. En
algunos casos, la union “especifica” entre el carbohidrato superficial de la célula
hospedadora y el extremo distal del pilus depende de otras proteinas localizadas

precisamente en la punta de la fibrilla. No obstante, numerosas reacciones de adhesion
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se basan en la participacion directa de la pilina (Deitsch y cols., 1997; Finlay y Falkow,
1997; Hacker y cols., 1997).

- Adhesinas no fimbriales: Algunas bacterias poseen proteinas superficiales cuya
estructura y proceso de ensamblaje difieren de los observados en los pili, aunque
también funcionan eficazmente como determinantes de adherencia. Dichas sustancias
reciben genéricamente el nombre de “adhesinas no fimbriales” y su participacion suele
ser independiente de la ausencia o presencia de pili. Ademas, buena parte de ellas
reconocen como sus receptores a ciertas proteinas superficiales de tejidos diana en lugar
de unirse a carbohidratos (Hacker y cols., 1997; Edwards y Puente, 1998). Dado que
practicamente todos los estudios asociados a los pili se han realizado en bacterias Gram
negativas, aun persisten diversas dudas acerca de estas estructuras de adherencia en las

bacterias Gram positivas.

11.3.2.- INVASION CELULAR

De acuerdo con numerosos autores, las dos propiedades que confieren
patogenicidad a las bacterias son la toxigenicidad y la invasividad. En cuanto a la
toxigenicidad, se define como la capacidad para producir toxinas, mientras que la
invasividad se refiere a la facultad para penetrar, establecerse, reproducirse y
diseminarse en los tejidos del hospedador (Heithoff y cols., 1997; Quinn y cols., 1997;
Smith, 1998). Algunas bacterias han desarrollado mecanismos que les permiten ingresar
a las células hospedadoras, incluidos los fagocitos profesionales (neutrofilos y
macrofagos). Para lograr lo anterior, se adhieren intimamente a dichas células y
provocan cambios significativos en su citoesqueleto, que derivan en el englobamiento
del microorganismo, a través de un proceso similar al de la fagocitosis macrofagica, en
el que tiene lugar la polimerizacion y despolimerizacion de la actina, para dar lugar a los
pseudopodos “fagocitarios”. En este sentido, las proteinas bacterianas que estimulan el
fendmeno suelen denominarse “invasinas” o “factores de invasion” (Lee, 1996; Keisari,
y cols., 1997; Quinn y cols., 1997; Casadevall, 1998).

Esta clase de ingreso o internalizacion en las células hospedadoras diferentes de

los fagocitos profesionales puede o no involucrar la formacion de estructuras analogas a
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los fagosomas. En el primer caso, la bacteria pasa directamente al citoplasma de la
célula invadida vy, en el segundo, requiere de la sintesis de alguna exoproteina que
destruye la membrana que la envuelve o forma poros en ella (Pollard, 1995; Ojcius y
cols., 1996; Kotwal, 1997). En todo caso, un microorganismo capaz de sobrevivir y
reproducirse en el interior de las células hospedadoras obtiene importantes beneficios,
tales como el de contar con alta concentracion de nutrientes y estar protegido contra la
accion de los anticuerpos, el complemento y diversos antibioticos al situarse en un
nicho protegido, asi como, en algunos casos, conferirle la capacidad de pasar a través de

las barreras epiteliales (Ireton y Cossart, 1998).

Cabe subrayar que, al liberarse de los fagosomas de los fagocitos profesionales,
el agente invasor también evade los efectos antimicrobianos del contenido lisosomal, el
cual se vierte sobre sobre dichos fagosomas después de que ocurre la fusién
fagolisosomal (Keisari y cols., 1997). El estudio de la fagocitosis forzada por bacterias
no puede llevarse a cabo en érganos o animales de experimentacion, requiriendo el uso

de cultivo celulares provenientes de mamiferos.

Como hemos comentado anteriormente, la fagocitosis por fagocitos
profesionales y la invasion bacteriana son mecanicamente similares, ya que ambas son
iniciadas por interaccion ligando-receptor que activa una serie de sefializaciones en la
célula huésped, permitiendo que el citoesqueleto de actina proporcione la fuerza
necesaria para internalizar la particula dentro de una vacuola. Asi, las bacterias con
capacidad invasiva han desarrollado dos mecanismos principales de internalizacion, el
“zipper” y el “trigger”. La internalizacion tipo “zipper” involucra el contacto directo
entre ligando bacteriano y receptores celulares que circundan al microorganismo,
mientras que en la internalizacion tipo “trigger” la bacteria envia sefiales a la célula para
inducir protrusiones membranosas y reorganizacién del citoesqueleto que conducen a la
macropinocitosis y a una virtual entrada pasiva de la bacteria. Estos dos mecanismos de
invasion han sido ampliamente estudiados en patogenos intracelulares facultativos,
como Yersinia pseudotuberculosis y Listeria monocytogenes con internalizacion tipo
“zipper”, o Salmonella typhimurium y Shigella flexineri que utilizan la tipo “trigger”
(Cossart y Lecuit, 2000).
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La capacidad de ciertas bacterias de invadir células no fagociticas, como
Escherichia coli, Yersinia spp., Salmonella spp y Shigella spp., es considerado como un
importante factor de virulencia (Galan, 1994; Zierler y Galan, 1995), y asi, el estudio de
la adherencia e invasion celular, tanto in vivo como in vitro, son usados actualmente

para profundizar en diferentes aspectos de la patogenia de las enfermedades infecciosas.

Este tipo de estudios se han llevado a cabo en multitud de especies bacterianas,
como los realizados en Haemophilus influenzae, donde se demostré capacidad invasiva
en células humanas (Ketterer y cols., 1999), Klebsiella pneumoniae (Oelschlaeger y
Tall, 1997), donde ademas de demostrar la capacidad de invadir células epiteliales,
describieron que la despolarizacion de microfilamentos de actina inhibia su
internalizacion, Neisseria gonorrhoeae y N. meningitidis (Harvey y cols., 1997;
Edwards y cols., 2000) y Campylobacter jejuni como invasora de células intestinales de
origen humano (Monteville y Konkel, 2002; Monteville y cols., 2003). En todos estos

patogenos se asume que la internalizacion bacteriana es un mecanismo de virulencia.

Tradicionalmente, salvo en el caso de las cepas de Escherichia coli
enteroinvasivas, las infecciones por E. coli se catalogaban como extracelulares, por lo
que se consideraba que causaba dafio unicamente por la expresion de productos tales
como toxinas. Sin embargo, se ha demostrado que infecciones intestinales causadas por
E. coli no enteroinvasivas, pueden incluir una fase intracelular, tanto a nivel intestinal
(Meier y cols., 1996) como extraintestinal (Palmer y cols., 1997; Prasadarao y cols.,
1999; Kim, 2001; Kansau y cols., 2004).

Aun cuando se ha establecido el papel de algunos factores de virulencia de C.
pseudotuberculosis en el desarrollo de la linfadenitis caseosa, poco se conoce acerca de
las interacciones de la bacteria con los componentes de la matriz extra e intercelular.
Por otra parte, tampoco se ha analizado la interaccion de C. pseudotuberculosis con
células estables en cultivo considerando para esto, la especificidad del hospedador y la
via natural del inicio de la infeccidn, con la ventaja de que este tipo de estudio podria
representar un modelo mas adecuado para el estudio de diversos aspectos del desarrollo

de la enfermedad.
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11.4-EXPLOSION  RESPIRATORIA Y CONTENIDO EN
PEROXIDASA

Durante el proceso de fagocitosis se produce un incremento en el consumo de
glucosa y oxigeno que se denomina explosion respiratoria, también conocida por
estallido oxidativo. El resultado de dicha explosion genera varios compuestos con
contenido de oxigeno (peréxido de hidrégeno y radicales superdxido) que son los
encargados de la degradacion de particulas internalizadas y bacterias en el interior de
los leucocitos. EI mecanismo por el cual las células producen especies reactivas de
oxigeno implica la accién de una enzima llamada oxidasa de NADPH, y esta enzima es
capaz de emplear NADPH como agente reductor para reducir el oxigeno libre (O;) a
superdxido, el cual se combina espontaneamente con otras moléculas para producir
radicales libres muy reactivos, entre los cuales se encuentran los aniones hidroxido,
peroxido, hipoclorito, hipoyodito y el Oxido de nitrogeno entre otros. El estallido
respiratorio en las células fagociticas es tan potente y violento que la mayor parte de las
veces causa la muerte de la célula por consumo de equivalentes de reduccion, por la

formacion de radicales libres y por desbalances en los potenciales de hidrégeno.

Ademas, los leucocitos poseen mieloperoxidasas en sus granulos
citoplasmaticos, que en presencia de haluro y peroxido de hidrogeno, destruyen a las
bacterias por halogenacion de su pared celular. La inhibicion de estos mecanismos por
parte de ciertas bacterias se ha descrito como un importante mecanismo de virulencia de
algunos patdgenos en mamiferos (McCaffrey y Allen, 2006) y peces (Boesen y cols.,
2001), permitiendo la supervivencia de la bacteria en el interior de los leucocitos v,
finalmente, inducir la muerte mediante la activacion de caspasas relacionadas con la

apoptosis (Hacker y cols., 2002).
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Material y Métodos

I1l. MATERIAL Y METODOS

I11.1. CEPAS DE CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULQOSIS
UTILIZADAS

Tres cepas clinicas de Corynebacterium pseudotuberculosis empleadas en este
estudio fueron recolectadas de diferentes explotaciones caprinas de la isla de Gran
Canaria. Las muestras se obtuvieron tras extraccion aséptica de material purulento y
fluido caseoso de abscesos subcutaneos de diferentes regiones anatomicas, como la
region submandibular y region mamaria de cabras por aspiracién con aguja fina, tras
desinfeccion previa. Posteriormente, las muestras se trasladaron refrigeradas al
laboratorio de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia del Instituto Universitario de
Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria (IUSA) de la Universidad de Las Palmas de
Gran Canaria (ULPGC). También utilizamos una cepa de referencia, la cepa C.
pseudotuberculosis 808T de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

I11.1.1. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULQOSIS

Las muestras clinicas se sembraron en medio Agar Sangre (AS) (Pronadisa) y
fueron incubadas a 37°C durante 48-72 horas en aerobiosis. Las cepas aisladas fueron
sometidas a la siguiente bateria de pruebas convencionales (tincion de Gram, movilidad,
oxidasa y catalasa) mediante la metodologia descrita por Smibert y Krieg (1981), asi
como al sistema de identificacion miniaturizado APl Coryne (bioMérieux). A modo de
confirmacion, todas las cepas fueron sometidas a identificacion por la técnica de la
PCR-mutiplex para regiones especificas de los genes 16S rRNA y PLD (que codifica
para la fosfolipasa D) (Tabla 1), segun indican trabajos previos (Cetinkaya y cols.,
2002; Pacheco y cols., 2007).

Para la extraccion del ADN usamos el kit comercial de extraccion de Invitrogen
(Invitrogen), y seguimos las instrucciones del fabricante. Tras el cultivo de cada cepa, se
procede a realizar una suspension en 1 ml de PBS y posteriormente se centrifuga

durante 2 minutos a 14.000 rpm. Tras desechar el sobrenadante, resuspendemos el pellet
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en 480 pl de EDTA (50 mM) y adicionamos 120 ul de enzima de lisis (Proteasa
alcalina), incubamos a 37°C durante 60 minutos, y finalmente centrifugamos durante 2
minutos a 14.000 rpm. Eliminamos el sobrenadante, y adicionamos 600 pl de solucion
de lisis, mezclamos e incubamos a 80°C durante 5 minutos. Posteriormente dejamos la
muestra a temperatura ambiente y adicionamos 3 pl de solucion RNasa, incubando la
mezcla a 37°C durante 30 minutos. Tras esta incubacion, adicionamos 200 pl de
solucion precipitadora de proteinas, mezclamos con vortex, e incubamos en hielo
durante 5 minutos, para posteriormente obtener el precipitado, tras centrifugacion a
14.000 rpm durante 3 minutos, y transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf con 600
ul de isopropanol. Tras un suave movimiento para facilitar la disolucion, centrifugamos
durante 2 minutos a 14.000 rpm para posteriormente retirar el sobrenadante y adicionar
600 ul de etanol al 70%. Centrifugamos a 14.000 rpm durante 2 minutos y repetimos el
ultimo paso. Retiramos el etanol y dejamos secar el pellet durante 15 minutos sobre
papel absorbente para, finalmente, rehidratar el pellet de ADN en 100 ul de solucion de
rehidratacion durante 1 hora a 65°C o durante toda la noche a 4°C.

Para la realizacion de la PCR-multiplex usamos un volumen final por reaccion
de 25 ul, formada por 2,5 pl de buffer, 0,5 pl de la mezcla de nucleétidos, 0,75 ul de
cloruro de magnesio, 0,3 pl de la enzima Taq polimerasa, 0,25 pl de cada cebador
(Tabla 1), 2 ul de ADN, completando hasta los 25 pl con 17,95 ul de agua Milli-Q. La
PCR-multiplex se llevo a cabo en un termociclador C1000 Thermal Cycler (Biorad), con
una desnaturalizacion inicial de 95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C
durante 1 minuto para la desnaturalizacién, 58°C durante 40 segundos para la
alineacion, y 68°C durante 90 segundos para la elongacion de la cadena, acabando con
un ciclo de elongacion final a 68°C durante 7 minutos. La visualizacion de los productos
amplificados en la técnica de la PCR se realiz6 por electroforesis a 120 voltios durante
40 minutos en geles de agarosa al 2% con 1,5 pg/ml de bromuro de etidio, usando un

marcador de peso molecular de 50-2000 pares de bases (Biorad).
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Tabla 1. Descripcion de los cebadores utilizados para la amplificacion de regiones especificas de

Corynebacterium pseudotuberculosis

] Producto )
Gen Cebadores Secuencia (5" - 3') o Referencia
Amplificado
— 16S-F ACCGCACTTTAGTGTGTGTG
(o]
% 816 pb Cetinkaya y cols. (2002)
§ 16S-R TCTCTACGCCGATCTTGTAT

PLD-R1 ATCAGCGGTGATTGTCTTCC
203 pb Pacheco y cols. (2007)

ald

PLD-R2 ATCAGCGGTGATTGTCTTCCAGG

111.1.2. CONSERVACION DE LAS CEPAS

Una vez confirmada la identificacién como C. pseudotuberculosis de las cepas
aisladas, su conservacion se hizo mediante congelacion a -80°C en Caldo Infusién
Cerebro Corazon (BHIB) (Pronadisa) adicionado de glicerol al 15%. También fueron
conservadas mediante liofilizacion en el banco de cepas del laboratorio de

Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia del IUSA, utilizando para ello el liofilizador

Cryodos-50 (Telstar).
111.1.3. PERFIL DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA

La susceptibilidad a los antibidticos de las cepas de C. pseudotuberculosis

aisladas se realizé por el método estandar de difusion de discos en agar (Bauer y cols.,

1966) en el medio Agar Sangre.
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I11.2. ESTUDIO DE LA DE ADHERENCIA E INVASION CELULAR
DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS EN LINEA CELULAR NO
FAGOCITICA

Los diferentes ensayos correspondientes a este apartado se realizaron por
triplicado en placas de cultivo celular de 24 pocillos (Corning) con la linea celular no
fagocitica de origen ovino FLK-BLV-044. Los ensayos descritos a continuacion se
basan en la metodologia descrita por Isberg y Falkow (1985) y Pizarro-Cerda y cols.
(2002).

I11.2.1. LINEA CELULAR

Para las experiencias de adherencia e invasion celular usamos la linea celular
FLK-BLV-044, que adquirimos en el Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures (referencia: ACC 153). Es una linea estable
fibroblastica de células embrionarias de rifion ovino. La linea celular se cultivo
utilizando el medio DMEM (Sigma) suplementado con un 10% de suero fetal bovino
descomplementado, y se cultivo a 37°C con un 5% de CO,. La linea celular se conservé

mediante congelacion a -80°C y en nitrogeno liquido.

111.2.2. CURVA DE CRECIMIENTO DE CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS

Para la estandarizacion de los ensayos de adherencia e invasion celular
determinamos previamente la curva de crecimiento de C. pseudotuberculosis para
calcular el momento en que la bacteria se encuentra al final de su fase de crecimiento
exponencial. Para ello partimos de medio de cultivo BHIB adicionado de 0,1% de
Tween 80, donde sembramos C. pseudotuberculosis, realizdndose lecturas de la
densidad optica del cultivo por espectrofotometria a 600 nm de longitud de onda vy,
paralelamente, realizando diluciones seriadas y recuento de UFC/ml de cada uno de

€s0s momentos de lectura.
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111.2.3. DETERMINACION DE LAS TASAS DE ADHERENCIA E INVASION
CELULAR DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA CELULAR FLK-
BLV-044

Las cuatro cepas usadas en este estudio descritas en el punto I11.1 se cultivaron
en medio AS a 37°C durante 48 horas para obtener cultivos al final de su fase
exponencial. Al mismo tiempo se prepararon las células en placas de 24 pocillos a una
confluencia del tapiz del 80-90%. Cada pocillo se inoculdo con 20 pl (condicién
estandar) de cada una de las cepas probadas tras las 48 horas de incubacion,
correspondiéndose con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 100~1, es decir, 100
bacterias por cada célula. Una vez inoculadas, las placas se centrifugaron a 450 rpm
durante 5 minutos para promover la adherencia bacteriana y fueron incubadas a 37°C.
Transcurridas cuatro horas de la infeccion procedemos al recuento de bacterias totales
(adheridas e internas). Para ello, realizamos el lavado de cada pocillo retirando el medio
de cultivo celular y adicionando PBS, para volver a retirar el PBS adicionado y volver a
sustituirlo con PBS para, posteriormente, lisar las células del tapiz con 100 pl de tritén
X-100 al 0,2%. Seguidamente, realizamos recuento en placa mediante diluciones
seriadas, obteniendo la suma de bacterias adheridas e internas (bacterias totales) para
cada una de las 4 cepas probadas. Para determinar la tasa de invasion, los pocillos
inoculados bajo las mismas condiciones mencionadas en la determinacion de las
bacterias totales, tras 4 horas de incubacion se lavan 3 veces con PBS estéril y se afiade
500 pl de medio DMEM con gentamicina a una concentracion de 200 pg/ml durante 2
horas para eliminar las bacterias adheridas al tapiz celular. Transcurridas estas 2 horas,
procedemos a eliminar los restos de antibiotico mediante lavados sucesivos con PBS.
Posteriormente, afiadimos 100 pl de triton X-100 al 0,2% para lisar las células del tapiz
y para que liberen las bacterias intracelulares que han escapado a la accion bactericida
del antibiotico. Posteriormente, realizamos recuento en placa tras diluciones seriadas en
PBS, determinando asi la tasa de invasion para cada cepa. La tasa de adherencia
bacteriana sera la diferencia entre el recuento de bacterias totales y las internalizadas en

las células.
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111.2.4. DETERMINACION DEL TIEMPO DE INFECCION EN LA INVASION
DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA CELULAR FLK-BLV-044

El objetivo de esta prueba es determinar el tiempo que necesita C.
pseudotuberculosis para penetrar en la linea celular ovina FLK-BLV-044. Para ello, tras
realizar la infeccion de los pocillos a una MOI 100~1 con las diferentes cepas de C.
pseudotuberculosis, mantenemos tiempos de infeccion de 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210
y 240 minutos. Tras estos periodos, procedemos al lavado de cada pocillo con PBS y
afiadimos 500 pl de medio de cultivo celular DMEM con gentamicina (200 pl/ml)
durante dos horas. Transcurrido ese tiempo, lavamos los pocillos tres veces con PBS
estéril, lisamos con tritdn y sembramos para realizar el recuento de las bacterias internas
para cada uno de los diferentes tiempos utilizados, siguiendo la metodologia descrita

anteriormente.

I11.25. EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL INOCULO EN LA
INVASION DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA CELULAR FLK-
BLV-044

El objetivo de este ensayo es determinar la existencia de receptores celulares
implicados en la invasion celular y su posible saturacion tras el aumento de la
multiplicidad de la infeccion (MOI), es decir, el nUmero de bacterias por cada célula.
Para este ensayo cultivamos nuestras cepas en medio AS a 37°C durante 48 horas para
obtener un cultivo en fase exponencial, e infectamos diferentes pocillos con una
suspension de C. pseudotuberculosis en PBS a una MOI de 5~=1, 25~1, 50~1, 100~1 y
150~1, respectivamente. El resto del ensayo sigue la misma metodologia descrita

anteriormente en ensayos previos.

111.2.6. PERSISTENCIA INTRACELULAR DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS Y
TASA DE REPLICACION INTRACELULAR (INDICE lpro) EN LA LINEA
CELULAR FLK-BLV-044

El objetivo de esta prueba es determinar si una vez producida la invasion,

nuestras cepas se mueren en el interior celular, quedan latentes, o son capaces de
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multiplicarse/replicarse activamente. Para este ensayo usamos un tapiz celular con una
confluencia del 60%-70% debido a que este ensayo se va a prolongar durante varios
dias. Se infectan placas de 24 pocillos con nuestras cepas a una MOI 100~1 de la misma
forma que como se describid en el punto 111.2.3. Transcurridas 4 horas de incubacion,
procedemos a la eliminacion del medio de cultivo en los pocillos y realizamos tres
lavados con PBS. Posteriormente afiadimos medio de cultivo con gentamicina a una
concentracion de 200 pl/ml para eliminar bacterias adheridas. Tras una incubacion de
dos horas con gentamicina, para determinar el punto de inicio, tres pocillos por cada
cepa se lavan tres veces con PBS, se afiade triton X-100 al 0,2% y se procede al
recuento en placa. Para determinar los siguientes puntos de muestreo, en el resto de
pocillos se elimina el medio de cultivo con gentamicina a 200 ul/ml y se sustituye por
medio de cultivo con gentamicina a una concentracion de 20 ul/ml con el fin de
mantener un ambiente extracelular estéril y se realizan recuentos de las bacterias
intracelulares a las 24, 48, 72, 96, 120 y 148 horas.

La tasa de replicacion intracelular (indice lpro) expresa la relacion existente
entre el nimero de bacterias intracelulares viables presentes a las 24 horas con las
presentes tras 4 horas postinfeccion.

111.2.7. EFECTO DE LA PREINCUBACION CON ANTISUERO DE CONEJO
FRENTE A C. PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA CELULAR FLK-BLV-
044

El objetivo de este ensayo es analizar si un antisuero anti-C. pseudotuberculosis
elaborado en conejo bloquea ligandos especificos bacterianos impidiendo su union a
receptores celulares, afectando por tanto a la invasion de C. pseudotuberculosis en la
linea celular de origen ovino FLK-BLV-044. La obtencion del antisuero policlonal anti-
C. pseudotuberculosis para la técnica de la inmunofluorescencia se realizo segun la
metodologia descrita por Harlow y Lane (1988) y Acosta y cols. (2002), utilizandose 2
conejos de unos 2 Kg de peso procedentes de una explotacion con un alto nivel
sanitario. Ambos animales fueron desparasitados y adaptados a nuestro animalario,
inspeccionandolos periddicamente durante dos semanas para garantizar su buen estado
de salud previo a la inmunizacién. A cada animal se le administro 2 ml de un inoculo

compuesto por 1 ml de una suspension de la cepa C. pseudotuberculosis IUSA-1
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inactivada y 1 ml de Adyuvante de Freund incompleto (Sigma) repartidos en 10 puntos
de inoculacion por via subcutanea en la zona lumbar. La suspension inactivada de C.
pseudotuberculosis se realiz6 con un cultivo en fase exponencial de C.
pseudotuberculosis ITUSA-1 adicionando un 5% de formol e incubando durante 24
horas a 37°C para inactivar las bacterias. A las 24 horas tomamos una alicuota de 100 pl
de la suspension y la sembramos en una placa de AS a 37°C, e incubamos durante 48

horas para garantizar la inexistencia de bacterias vivas.

Tras cinco semanas desde la primera inoculacion, se les aplicé una segunda dosis de
recuerdo con un inoculo preparado de forma similar a la primera inoculacion, para
provocar asi una buena hiperinmunizacion. A los 15 dias de esta segunda inoculaciéon se
procedié a la sangria completa de los conejos por puncion cardiaca (previamente
anestesiados mediante la aplicacion subcutanea de una solucion compuesta por 0,2 mi
de acepromacina y 0,4 ml de ketamina). Una vez obtenida la sangre, se conservd
refrigerada durante 3 horas, y posteriormente se centrifugd a 3.000 rpm durante 5
minutos para la separacion de fases. El suero se conservo a -80°C para ser usado
posteriormente en la determinacion del efecto de la preincubacion con antisuero de
conejo de C. pseudotuberculosis en la linea celular FLK-BLV-044 y en la técnica de la

inmunofluorescencia.

Una vez obtenido el antisuero, procedemos a la realizacion de las siguientes
suspensiones a una relacion 1:1 y su incubacion durante 30 minutos para,
posteriormente, proceder a su recuento en placa mediante diluciones previas seriadas
con PBS.

- antisuero completo + cultivo en fase exponencial
- antisuero descomplementado + cultivo en fase exponencial

- PBS + cultivo en fase exponencial

Tras la incubacion de las diferentes suspensiones se procedio a la inoculacion de
cada pocillo en la linea celular, a una MOI 100~1. Tras 4 horas de infeccion, lavamos
los pocillos, afiadimos gentamicina, volvemos a lavar, lisamos con triton X-100 y

procedemos al recuento en placa, determinando las tasas de infeccion bajo cada una de
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estas condiciones para valorar el bloqueo de ligandos especificos que reduzcan la tasa

normal de invasion de las cepas analizadas bajo condiciones estandar.

111.2.8. DETERMINACION DEL EFECTO DE LA INCUBACION CELULAR A
4°C EN LA INVASION DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA
CELULAR FLK-BLV-044

El objetivo de este ensayo es determinar la intervencion del metabolismo celular
en el proceso de invasion de C. pseudotuberculosis en la linea celular FLK-BLV-044.
Veinte minutos previos a la infeccidn, incubamos una placa de cultivo celular de 24
pocillos a 4°C con una confluencia al 80-90% con la linea celular sefialada. Una vez
inoculados los pocillos con las cepas de C. pseudotuberculosis a una MOI 100~1,
incubamos durante 90 minutos a 4°C y procedemos al recuento de bacterias
intracelulares tras la eliminacion de las bacterias adheridas con gentamicina. El control

de la infeccion se realiza al mismo tiempo pero incubando a 37°C.

111.2.9. DETERMINACION DEL EFECTO DE LA PRESENCIA DE AZUCARES
EN LA INVASION DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA CELULAR
FLK-BLV-044

En las células eucariotas, muchos receptores celulares son azlcares que son
reconocidos por ligandos bacterianos por lo que, si previamente bloqueamos estos
ligandos adicionando azucares durante la incubacién de los inoculos de C.
pseudotuberculosis, se bloqueara la posterior union con el receptor celular y se evitara
en parte la internalizacién celular de la bacteria. Para ello, preparamos un cultivo de C.
pseudotuberculosis en presencia de un 1% de glucosa y un 1% de manosa, asi como un
inoculo control sin azdcares (lote testigo). Tras 48 horas de incubacién con o sin
azucares, procedemos al célculo de los diferentes inoculos por recuento en placa tras
diluciones seriadas. El ensayo prosigue como ensayos previos inoculando las diferentes
cepas de C. pseudotuberculosis a una MOI 100~1 en placas de 24 pocillos con la linea
celular FLK-BLV-044, observando tasas de invasion celular bajo las condiciones

probadas.
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111.2.10. ESTUDIO DE LA ADHERENCIA E INVASION DE C.
PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA CELULAR FLK-BLV-044
MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA

Para realizar la técnica de la inmunofluorescencia, las células de la linea FLK-
BLV-044 fueron depositadas en placas de 24 pocillos con una lentilla de vidrio de 12
mm de diametro en el fondo de cada pocillo. Para producir la infeccion celular se
inocularon los pocillos con una MOI 100~1 con un tiempo de infeccion de 4 horas.
Transcurridas estas 4 horas de infeccion, procedemos a la eliminacion del medio de
cultivo, y realizamos tres lavados con PBS, fijando posteriormente con una solucion de
paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las
lentillas con las células fijadas fueron extraidas cuidadosamente de los pocillos y
depositadas en una cdmara humeda donde se realizo la técnica de la tincion doble por
inmunofluorescencia segln la metodologia descrita por Pizarro-Cerda y cols. (2002).
Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron a una concentracién 1:1000 en
una solucion de albdmina sérica bovina (Sigma) al 1% en PBS. Las lentillas se lavaron
con PBS y se incubaron durante 20 minutos con el anticuerpo primario (anticuerpo
policlonal anti-C. pseudotuberculosis obtenido en conejo). Se realizan nuevos lavados
con PBS vy las lentillas se incuban durante 20 minutos con 200 pl del anticuerpo
secundario alexa-594 anti-conejo (fluorocromo con emision en rojo) (Invitrogen) para
marcar las bacterias extracelulares. Posteriormente, las células se permeabilizaron
utilizando una solucion de triton X-100 al 0,1% en PBS durante 5 minutos a
temperatura ambiente para permitir la entrada de los anticuerpos primario y secundario
al interior celular. Transcurrido este tiempo se procede a su lavado con PBS, y para
proceder al marcado de las bacterias totales (extracelulares + internas), las lentillas se
vuelven a incubar con el anticuerpo primario siguiendo el proceso descrito
anteriormente, para proceder posteriormente a la incubacion con 200 pl del anticuerpo
secundario alexa-488 anti-conejo (fluorocromo con emision en verde) (Invitrogen). De
este modo, las bacterias extracelulares quedardn marcadas con ambos anticuerpos
secundarios (rojo y verde), mientras que las bacterias intracelulares Unicamente
guedaran marcadas con el alexa 488 con emision en verde. Después de realizar otros 3
lavados con PBS, se procedio al montaje de las lentillas en portaobjetos con una gota de

ProLong Gold con DAPI (Invitrogen), que marca de manera selectiva el material
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genético con emision en azul. Todas las preparaciones se examinaron con microscopio
de epifluorescencia Zeiss con camara digital Zeiss AxioCam HRc, y las imagenes
digitales se procesaron con Photoshop CS3 (Adobe). Las imagenes fueron obtenidas en
el laboratorio del Servicio de Microbiologia del Hospital Marqués de Valdecillas de

Santander (Hospital Marqués de Valdecillas, Barrio de las Mazas, Liencres).

111.2.11. DETERMINACION DEL MECANISMO DE INVASION BACTERIANA

El objetivo de esta experiencia es determinar si la internalizacion de C.
pseudotuberculosis depende de la viabilidad bacteriana tras la inactivacion de C.
pseudotuberculosis por calor y radiacion ultravioleta. Si tras la infeccion con bacteria no
viable no se observaran bacterias internas, la internalizacion requiere que la bacteria
esté viva, o la internalizacion se realiza por mecanismos bacterianos que se inactivan
por calor y/o radiacion ultravioleta, por lo que podriamos referirnos a invasion
bacteriana. Por el contrario, si observamos bacterias intracelulares tras la inactivacion
por calor y/o radiacion ultravioleta querra decir que existe fagocitosis por parte de la
linea celular empleada. Este ensayo se realiza por la técnica de la tincion doble por
inmunofluorescencia, cuyo protocolo se ha descrito anteriormente en el punto 111.2.10.
La inactivacion bacteriana por calor consistié en mantener un cultivo celular de C.
pseudotuberculosis a 60°C durante 90 minutos. La inactivacion por radiacion
ultravioleta consistio en someter a un cultivo celular a radiacion ultravioleta durante 150
minutos. En ambos casos se tomaron alicuotas de 100 ul y se sembraron en medio agar
sangre para comprobar la completa inactivacion bacteriana. Tras la inactivacion
bacteriana, se procedié a la inoculacion de tres pocillos por cepa bajo condiciones
estdndar previamente descritas para aplicar la técnica de la tincién doble por

inmunofluorescencia.
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I11.3. ESTUDIO DE LA FAGOCITOSIS, PERSISTENCIA Y
REPLICACION DE C. PSEUDOTUBERCULOQOSIS EN
MACROFAGOS

111.3.1. CELULAS FAGOCITICAS UTILIZADAS

Para las diferentes experiencias de fagocitosis, resistencia y replicacion
intracelular de C. pseudotuberculosis en células fagociticas especializadas usamos la
linea celular macrofagica de raton J774, cedida por el Dr. Vivas del Servicio de
Microbiologia del Hospital Marqués de Valdecillas (Santander), asi como leucocitos

obtenidos a partir de cabra y oveja.

Ambos tipos celulares se cultivaron utilizando medio DMEM suplementado con
un 10% de suero fetal bovino descomplementado a 37°C y en una atmosfera
acondicionada con un 5% de CO,. Los diferentes experimentos se realizaron por

triplicado en placas de cultivo celular de 24 pocillos (Corning).

Para la obtencion de macréfagos de oveja y cabra se extrajeron 7 ml de sangre
de oveja o de cabra por puncién venosa de la yugular, mezclandose con 7 ml de medio
DMEM a 37 °C, a los que se habia adicionado previamente penicilina (50 Ul/ml) y
estreptomicina (50 pg/ml) (Barta 1993; Luo y cols., 2006). Para la separacion de las
células mononucleares se utiliz6 un gradiente de Ficoll. Para su elaboracion, se
disolvieron 6,41 g de Ficoll-400 en 100 ml de agua destilada, adicionando diatrizoato
sodico con la ayuda de un densimetro para que la densidad final de la mezcla fuera de
1,081 g/ml, y posteriormente se esterilizé en autoclave durante 30 minutos a 121°C. En
dos tubos estériles se dispensaron 4 ml de Ficoll adicionandolos a 6 ml de la mezcla de
sangre y DMEM procedente de cada animal. Sin agitar los tubos, se centrifugaron a 600
g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion se obtuvo una
banda blanquecina entre el plasma y el medio de separacion que contiene las células
mononucleares que se recogieron con la ayuda de pipetas Pasteur estériles,
depositandose en tubos estériles a los que se adiciond 5 ml de medio DMEM.
Finalmente, mediante una camara de Neubauer procedemos a determinar el nimero de

células por ml.
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111.3.2. DETERMINACION DE LA TASA DE FAGOCITOSIS DE C.
PSEUDOTUBERCULOSIS

Para determinar la tasa de fagocitosis de C. pseudotuberculosis usamos la linea
celular estabilizada J774 de raton en placas de cultivo celular de 24 pocillos a una
confluencia del tapiz del 80-90% (10° células por pocillo). Los pocillos fueron
inoculados a una MOI 10~1 con cada una de las cepas de C. pseudotuberculosis durante
2 horas a 37°C. Se lavaron todos los pocillos tres veces con PBS estéril para eliminar las
bacterias extracelulares residuales que no fueron fagocitadas, y se adicionaron 600 ul de
medio DMEM con 200 pg/ml de gentamicina, incubandose durante otras 2 horas a
37°C, considerandose este momento el tiempo 0. Para detectar la posible presencia de
bacterias extracelulares no retiradas del medio, se sembraron 100 pl del sobrenadante en
medio agar sangre. Posteriormente se lavaron todos los pocillos tres veces con 700 pl de
PBS estéril y se lisaron las macrofagos utilizando triton al 1% durante 5 minutos para,
finalmente, realizar recuento en placa mediante diluciones seriadas en PBS,

determinando asi el nimero de bacterias fagocitadas por los macréfagos.

111.3.3. DETERMINACION DEL TIEMPO DE FAGOCITOSIS EN LA
INFECCION POR C. PSEUDOTUBERCULOSIS

El objetivo de esta prueba es conocer el tiempo que necesitan los macréfagos
para fagocitar a C. pseudotuberculosis. Para ello incubamos nuestras cepas a 37°C en la
linea celular macrofagica de raton J774 a una MOI 10~1, y dejamos tiempos de
infeccion de 15, 30, 45, 60, 120 y 240 minutos, procediendo a la realizacion de la
técnica de la tincion doble por inmunofluorescencia y recuento en placa con la misma

metodologia descrita anteriormente.

111.3.4. DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A LA FAGOCITOSIS Y
REPLICACION INTRACELULAR DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS

El objetivo de este experimento es determinar si, una vez producida la
fagocitosis, C. pseudotuberculosis se muere en el interior del macréfago, queda latente,

0 es capaz de resistir, multiplicarse/replicarse activamente. Para este ensayo usamos un
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tapiz celular de macréfagos de ratén J774 con una confluencia del 60-70% en placas de
24 pocillos y se inoculan con C. pseudotuberculosis a una MOI 10~1. Transcurridas 2
horas de incubacion a 37°C, procedemos a la eliminacion del medio de cultivo y
realizamos tres lavados con PBS para eliminar las bacterias no fagocitadas.
Posteriormente, afiadimos 600 pl de medio de cultivo celular con gentamicina a una
concentracion de 200 pl/ml para eliminar bacterias adheridas. Tras la incubacion con
gentamicina, tres pocillos por cepa se lavan tres veces con PBS, se afiade Triton X-100
al 1% y se procede al recuento en placa. En el resto de pocillos se elimina el medio de
cultivo con gentamicina a 200 pl/ml y se sustituye por 500 pl de medio de cultivo con
gentamicina a una concentracion de 20 pl/ml con el fin de mantener un ambiente
extracelular estéril. Con estos pocillos se realizaran recuentos de bacterias intracelulares
a las 6, 24 y 48 horas. Este mismo ensayo también fue realizado por la técnica de la

tincion doble por inmunofluorescencia, ya descrita anteriormente en el apartado 111.2.10.

I11.3.5. ESTUDIO DE LA ADHERENCIA E INVASION DE C.
PSEUDOTUBERCULOSIS EN LA LINEA CELULAR MACROFAGICA DE
RATON J774 MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA

Para realizar la técnica de la inmunofluorescencia con la linea celular
macrofagica J774 seguimos la metodologia descrita en el apartado 111.2.10 empleando la
cepa IUSA-1 con dos horas de incubacion, usando Unicamente como anticuerpo
secundario el antisuero alexa-fluor-488 (fluorocromo con emision en verde)

(Invitrogen).

I11.4. ESTUDIO DEL EFECTO INMUNOMODULADOR DE LOS
FAGOCITOS DE OVEJA, CABRA Y RATON SOBRE C.
PSEUDOTUBERCULOQOSIS

Las muestras de sangre de las ovejas y cabras de este apartado procedieron de
animales de las instalaciones de la granja de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de las Palmas de Gran Canaria. La sangre se extrajo de un pool de 10
ovejas y 10 cabras aparentemente sanas ubicadas en las instalaciones de la Facultad en

las mismas condiciones.
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111.4.1. EXPLOSION RESPIRATORIA

El objetivo de esta prueba es analizar la actividad microbicida de células
fagociticas de oveja, cabra y raton frente a C. pseudotuberculosis. Una vez extraidos los
fagocitos de oveja y cabra (I11.3.1) y conocida su concentracion mediante cdmara de
Neubauer, depositamos aproximadamente 10° células por pocillo en placas de 96
pocillos (tapiz al 80-90%) e incubamos durante 3 horas a 37°C. Posteriormente lavamos
con medio de cultivo celular para eliminar células no adherentes e incubamos hasta el
dia siguiente, donde volvemos a lavar los fagocitos con medio de cultivo celular L-15
sin antibiotico y con HBSS (Lonza) para eliminar restos celulares. En el caso de los
macrofagos de raton, el ensayo se inicia cuando el tapiz alcanza una confluencia del 80-
90%. En cada pocillo conteniendo macrdfagos de ratén o fagocitos de oveja o cabra,
afiadimos 100 pl de NBT (Sigma) disuelto en una solucién 1 mg/ml de HBSS e
incubamos a 37°C durante 30 minutos afiadiendo las diferentes cepas de C.
pseudotuberculosis a una MOI 10=1. Como control positivo utilizamos pocillos con
leucocitos y PMA (1 pg/ml) (Sigma), que estimula la explosion respiratoria en
macrdofagos no infectados. Junto con el NBT afiadimos 100 pl de PMA y para controlar
la especificidad de la reaccion utilizamos superdxido dismutasa (SOD) (Sigma) a una
concentracion de 300 Ul/pocillo en un pocillo que contenga PMA y leucocitos. Después
de la incubacidn retiramos el sobrenadante y afiadimos metanol al 70%. Dejamos secar
a temperatura ambiente las muestras hasta el dia siguiente, y una vez evaporadas las
muestras, afladimos 120 pl de KOH 2M y 140 pl de superdxido dimetil sulféxido
(DMSO) (Sigma), y medimos la absorbancia a 620 nm por espectrofotometria (Genesys
10 uv, Thermo). Finalmente, los resultados se expresan como indice de estimulacion,
que es el ratio del valor mostrado entre los pocillos en presencia de las cepas y los
pocillos con PMA. Si el indice es superior a 1, significa que existe estimulo, y por
debajo de 1 hay inhibicién.
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111.4.2. CONTENIDO EN PEROXIDASA EN MACROFAGOS DE OVEJA,
CABRA Y RATON

El objetivo de esta prueba es determinar el contenido en peroxidasa presente en
macrofagos de raton y fagocitos de oveja y cabra inoculados con C. pseudotuberculosis.
Las placas de 96 pocillos se preparan con los diferentes tipos celulares de igual forma
que la descrita en el apartado anterior, afiadiendo las diferentes cepas de C.
pseudotuberculosis a una MOI 10~1, para posteriormente centrifugar las placas a 400 g
durante 5 minutos e incubar durante 30 minutos a 37°C. Tras la incubacién volvemos a
a centrifugar las placas de 96 pocillos a 400 g durante 10 minutos y lavamos la muestra
con HBSS. Afiadimos 75 pl de una solucion de CTAB (Sigma) al 0,02%, incubamos
durante 5 minutos para lisar las células y afiadimos 50 pl de TMB (Sigma) y 25 ul de
H.O, 5mM, produciéndose una reaccién colorimétrica de tonos azulados. Transcurridos
dos minutos afiadimos 50 ul de H,SO, 2M para detener la reaccion colorimétrica.
Finalmente, tomamos 150 ul de la dilucién anterior y la pasamos a una nueva placa para
medir su absorbancia por espectrofotometria a 450 nm (Genesys 10 uv, Thermo). La
interpretacion del resultado la hacemos siguiendo la misma pauta expresada en la

explosion respiratoria.

111.5. DETERMINACION DEL EFECTO BACTERICIDA DEL
SUERO

Utilizamos la metodologia descrita por Hughes y cols. (1982) modificada por
Podschun y cols. (1991). Para ello se realizO una suspension bacteriana a una
concentracion de 5 x 108 UFC/ml en PBS estéril a partir de un cultivo previo en BHIB
adicionado con un 0,5% de Tween 80 para evitar la agregacion bacteriana. Se incuba
durante 48 horas a 37°C para obtener la fase de crecimiento exponencial, ajustandose
por espectrofotometria a la concentracion sefialada. Posteriormente, y por medio de
diluciones seriadas del inéculo, alcanzamos una concentracién de 5 x 10° UFC/m
corroborada por recuento en placa. Afiadimos 25 pl de esta suspension a 75 ul de suero
de oveja o cabra obtenido en las mismas condiciones que se sefiala en el punto 3.4, y lo

mezclamos en una placa de 96 pocillos. Finalmente incubamos a 37°C durante 3 horas,
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cuantificando el nimero de UFC/ml que contiene el inoculo mediante recuento en placa
tras cada hora de incubacion. Como control se realizé la descomplementacién del suero
en bafio maria a una temperatura de 56°C durante 30 minutos, procediendo a realizar el
mismo ensayo Yya descrito en este apartado. La viabilidad de C. pseudotuberculosis se
determiné inmediatamente (a tiempo cero) y tras 1, 2 y 3 horas de incubacién realizando
diluciones seriadas y recuento en placa. Cada cepa fue analizada por triplicado,
considerandose resistentes al efecto bactericida del suero aquellas cepas que tras tres
horas de incubacion mostraban una supervivencia superior al 100% respecto al inoculo

inicial, y sensibles cuando la supervivencia era menor al 100% (Davies, 1991).
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IV.-RESULTADOS

IV.1- CARACTERIZACION DE LAS CEPAS DE C.
PSEUDOTUBERCULOSIS UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIO

IV.1.1.- ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS DE LOS ANIMALES
MUESTREADOS

Las cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis utilizadas en el presente
estudio fueron recolectadas de diferentes explotaciones caprinas y ovinas de la isla de
Gran Canaria, asi como de la Granja experimental de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria a partir de cabras de raza majorera que
presentaban abscesos en la region submandibular y retro-mamaria (Tabla 2). Una vez
sembrados y cultivados los contenidos purulentos de los abscesos, las cepas obtenidas

se sometieron a distintas pruebas que permitieron su precisa identificacion.

IV.1.2.- IDENTIFICACION DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS

En primer lugar, a todas las cepas experimentales obtenidas se les realizdé una
bateria de pruebas bioquimicas convencionales en placa y tubo, trabajando mediante el
uso de tablas de identificacion. Al mismo tiempo, en la realizacion de estas pruebas se
utiliz6 una cepa de referencia de la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo, C.
pseudotuberculosis CECT-808T, que utilizamos como control. En la Tabla 2 se
muestran los datos de procedencia de todas las cepas utilizadas en las distintas fases de

este trabajo de investigacion.

Tabla 2. Datos principales de la procedencia de las cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis que
fueron utilizadas en el trabajo de investigacion

Cepa Origen Hospedador (n° de adultos) Fuente
CECT-808T Sudamérica Oveja Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)
IUSA-1 Avrucas (*) Cabra** (120) IUSA (ULPGC)
IUSA-2 Avrucas (*) Cabra** (120) IUSA (ULPGC)
TARA-1 Valleseco Cabra** (180) IUSA (ULPGC)
(*) Granja de la Facultad de Veterinaria de la ULPGC (**) Cabra majorera
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En la Tabla 3 observamos el resultado de las diferentes pruebas a las que fueron
sometidas las cepas obtenidas en los muestreos realizados, habiendo eliminado aquellos
aislados que no se correspondieron previamente con cocobacilos Gram positivos, s
hemoliticos y catalasa positivos. Como observamos en la Tabla 3, las cepas
preseleccionadas eran inmdviles y negativas a la prueba de la oxidasa. Mediante esta
bateria minima de pruebas morfoldgicas y bioguimicas, nos aproximamos bastante a la
correcta clasificacion de estas cepas dentro del Género Corynebacterium, pero no
logramos una identificacion definitiva como C. pseudotuberculosis al no poder
discriminar entre las diferentes especies que conforman el Género Corynebacterium,

como C. bovis y C. ulcerans.

Los resultados del sistema miniaturizado de identificacion APl Coryne
(bioMérieux, Madrid, Espafia) se presentan en la Tabla 3 para completar la
identificacion de las cepas obtenidas. Como podemos apreciar en dicha Tabla, las cepas
de campo IUSA-1 y TARA-1 mostraron resultados positivos para las pruebas o-
glucosidasa (a-GLU), ureasa (URE), fermentacion de glucosa (GLU) y fermentacion de
ribosa (RIB). Por el contrario, el resto de las pruebas realizadas dieron un resultado
negativo, obteniéndose un cddigo de lectura final 0011304 mediante este sistema
miniaturizado, que se correspondia con C. pseudotuberculosis con un nivel de fiabilidad
del 99,9%.

A su vez, con el sistema APl Coryne, la cepa de campo IUSA-2, presentd
resultados positivos para las pruebas a-glucosidasa (a-GLU), ureasa (URE),
fermentacion de glucosa (GLU), fermentacion de ribosa (RIB) y fermentacion de
maltosa (MAL). Por el contrario, el resto de las pruebas presentaron un resultado
negativo, obteniéndose un codigo de lectura final 0011324 que se correspondia con C.
pseudotuberculosis con un nivel de fiabilidad del 99,5%.

Finalmente, la cepa de referencia usada como control, C. pseudotuberculosis
CECT-808T, presentd resultados positivos para las pruebas fosfatasa alcalina (PAL), a-
glucosidasa (0-GLU), ureasa (URE), fermentacion de glucosa (GLU) y fermentacion de

ribosa (RIB), mientras que mostrd resultados negativos para el resto de las pruebas,
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obteniéndose un codigo de lectura final 0111304, que se correspondia con C.
pseudotuberculosis con un nivel de fiabilidad del 99,3%.

Tabla 3. Caracterizacion fenotipica de las cepas de C. pseudotuberculosis obtenidas en Gran Canaria, y de
la cepa de referencia CECT-808T, mediante el sistema APl Coryne (bioMérieux)

Cepas de C. pseudotuberculosis

CECT-808T IUSA-1 IUSA-2 TARA-1

Prueba

Reduccién de Nitratos - - - -
Pirazinamidasa - - - -
Pirrolidonilarilamidasa - - - -
Fosfatasa alcalina + - - -
p-glucuronidasa - - - -
p-galactosidasa - - - -
o- glucosidasa + + + +
N-acetil--glucosaminidasa - - - -
Hidrolisis de la esculina - - - -
Ureasa + + + +
Hidrolisis de la gelatina - - - -
Fermentacion a partir de:

Testigo Negativo - - - -
Glucosa + + + +
Ribosa + + + +
Xilosa - - - -
Manitol - - - -
Maltosa - - + .
Lactosa - - - -
Sacarosa - - - -

Glicégeno - - - -

(+) Reaccion positiva; (-) Reaccion negativa

Para corroborar la identificacion de las 4 cepas empleadas de nuestro estudio,
todas ellas fueron sometidas a analisis por la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) mediante la realizacion de una PCR-multiplex para regiones
especificas de los genes 16S rRNA y PLD. En la Figura 1 observamos que en las 4
cepas analizadas se producen las amplificaciones esperadas de 816 y 203 pares de bases
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(pb), confirmando de manera definitiva que las cepas CECT-808T, IUSA-1, IUSA-2 y

TARA-1 se correspondian, sin lugar a dudas, con Corynebacterium pseudotuberculosis.

Figura 1. Resultados obtenidos mediante la PCR-multiplex de los genes 16S rRNA y PLD de las 4 cepas
empleadas en nuestro estudio

16S rRNA (816 pb)

PLD (203 pb)

MW: marcador de peso molecular de 50 a 2000 pares de bases
Pocillo 1: CECT-808T. Pacillo 2: IUSA-1. Pocillo 3: IUSA-2. Pocillo 4: TARA-1. Pocillo 5: control negativo.

IV.1.3.- PERFIL DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA

En la Tabla 4 observamos los perfiles de resistencia antibidtica de las cepas
analizadas. Como se puede apreciar, todas las cepas de C. pseudotuberculosis
estudiadas son sensibles a la gentamicina, ampicilina, lincomicina, oleandomicina,
amoxicilina y bacitracina. Por el contrario, todas las cepas son resistentes a la
novobiocina, fosfomicina, acido nalidixico, cefalotina, cloxacilina, nitrofurantoina y
estreptomicina. En el caso de la penicilina G y la enrofloxacina, todas las cepas
mostraron una sensibilidad intermedia, excepto la cepa TARA-1, que es sensible. A su
vez, todas las cepas son resistentes a la kanamicina y cefuroxima, excepto la cepa
TARA-1 que muestra sensibilidad intermedia. Finalmente, todas las cepas son sensibles
a la eritromicina, salvo la cepa IUSA-1, que presenta un nivel de sensibilidad

intermedia.
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Tabla 4. Perfil de resistencia antibidtica de la cepas clinicas de C. pseudotuberculosis aisladas,
comparadas con la cepa de referencia CECT-808T

Cepas de C. pseudotuberculosis

IUSA-1 IUSA- 2 TARA-1 CECT-808T

Antibioticos

Gentamicina (10mg) S S S S
Ampicilina (30 mg) S S S S
Lincomicina (50 mg) S S S S
Oleandomicina (1mg) S S S S
Amoxicilina (30 mg) S S S S
Bacitracina (10 U) S S S S
Eritromicina (15 mg) I S S S
Penicilina G (100 U) I I S I
Enrofloxacina (15 mg) I I S I
Kanamicina (30 mg) R R I R
Cefuroxima(30 mg) R R I R
Novobiocina (30mg) R R R R
Fosfomicina(50 mg) R R R R
Acido nalidixico (30 mg) R R R R
Cefalotina (30 mg) R R R R
Cloxacilina (5 mg) R R R R
Nitrofurantoina (100 mg) R R R R
Estreptomicina (10 mg) R R R R

(S) Sensible (1) Sensibilidad Intermedia (R) Resistente
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IV.2.-ADHERENCIA E INVASION DE CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS EN CELULAS NO FAGOCITICAS
(LINEA CELULAR FLK-BLV-044)

IV.2.1.- ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES PREVIAS: CURVA DE
CRECIMIENTO Y TIEMPO DE INFECCION

Previamente a la realizacion de los ensayos de adherencia e invasion de C.
pseudotuberculosis en la linea celular no fagocitica de origen ovino FLK-BLV-044,
determinamos la curva de crecimiento para C. pseudotuberculosis a fin de obtener un
cultivo fresco en fase de crecimiento exponencial para la estandarizacion de los
ensayos. En la Figura 2 observamos que hasta las 12 horas de incubacion se mantiene la
fase de latencia, pero a partir de ese momento comienza la fase de crecimiento
logaritmico con un pico m&ximo a las 48 horas, momento en el que se inicia la fase
estacionaria y, posteriormente, la fase de declive a partir de las 72 horas de iniciado el
cultivo. A consecuencia de estos resultados, todos los ensayos de adherencia e invasion

celular se realizaron con cultivos frescos con 48 horas de incubacion.

Figura 2. Representacion grafica del crecimiento de Corynebacterium pseudotuberculosis a lo largo del
tiempo
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En la Figura 3 y Tabla 5 se representa la tasa de invasion de las diferentes cepas

de C. pseudotuberculosis en funcion del tiempo de incubacion. Como observamos, la

tasa de invasiéon aumenta con el incremento de la duracion del contacto célula-bacteria

en las 4 cepas analizadas, y asi, la cepa IUSA-1 presenta la mayor tasa de invasion con

un 0,164% a los 240 minutos. Comprobamos que a los 30 minutos de incubacion

practicamente no observamos bacterias internalizadas, hecho que ocurre con las 4 cepas

en estudio, que presentan una cinética de invasion celular semejante a lo largo del

tiempo de infeccion, no apreciando diferencias estadisticamente significativas entre las

cuatro cepas del estudio. Debido a estos resultados, en la estandarizacién definitiva del

tiempo de infeccion para este ensayo se utilizé un periodo de incubacion de 4 horas.

Figura 3.- Efecto del tiempo de infeccion en la invasion de Corynebacterium pseudotuberculosis en la
linea celular de origen ovino FLK-BLV-044
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Tabla 5. Datos numéricos del efecto del tiempo de infeccion en la invasion de Corynebacterium
pseudotuberculosis en la linea celular de origen ovino FLK-BLV-044

Tiempo de infeccion (minutos)
CEPAS 30 60 90" | 120" | 150 | 180" | 210" | 240
CECT-808T 0,039 | 0,058 | 0,072 | 0,087 | 0,202 | 0,115 | 0,127 | 0,139
IUSA-1 0,038 | 0,056 | 0,075 | 0,093 | 0,116 | 0,134 | 0,152 | 0,164
IUSA-2 0,038 | 0,057 | 0,074 | 0,095 | 0,220 | 0,220 | 0,126 | 0,133
TARA-1 0,039 | 0,056 | 0,074 | 0,091 | 0,124 | 0,124 | 0,134 | 0,143
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IV.2.2.- PORCENTAJE DE ADHERENCIA E INVASION

En la Figura 4 y Tabla 6, se representan las tasas de adherencia tras 4 horas de
incubacion de las cuatro cepas de C. pseudotuberculosis analizadas. Puede apreciarse
que todas las cepas mostraron valores similares. En la Figura 4 observamos que los
porcentajes de adherencia varian entre el 1,994% de la cepa IUSA-1y el 1,494% de la
cepa TARA-1, mientras que las cepas IUSA-2 y CECT-808T presentan tasas de
adherencia intermedias, con valores de 1,602% y 1,701%, respectivamente, aunque a
nivel estadistico no se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar

las tasas de adherencia de las 4 cepas de estudio.

Figura 4. Adherencia de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea celular de origen ovino FLK-
BLV-044
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En la Figura 5 y Tabla 6 observamos las tasas de invasion de C.
pseudotuberculosis en la linea celular FLK-BLV-044, tras 4 horas de incubacion. La
cepa IUSA-1 es la que presenta porcentualmente una mayor tasa de invasion (0,164%),
mientras que la cepa IUSA-2 fue la que mostr6 menor tasa de invasion con el 0,133%.
Finalmente, las cepas CECT-808T y TARA-1 presentan tasas de invasion intermedias,
con valores de 0,139 y 0,143%, respectivamente, si bien a nivel estadistico, como
ocurriera con la adherencia, no se observan diferencias significativas entre los valores

encontrados para las 4 cepas estudiadas.

Figura 5.- Invasion de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea celularde origen ovino FLK-BLV-
044
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Tabla 6. Datos numéricos de la adherencia e invasion de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea
celular de origen ovino FLK-BLV-044

CEPAS Porcentaje de adherencia Porcentaje de invasion
CECT-808T 1,701 0,139

IUSA-1 1,994 0,164

IUSA-2 1,602 0,133

TARA-1 1,494 0,143
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IV.2.3.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL INOCULO

En la Figura 6 y Tabla 7 observamos como varia la invasion de C.
pseudotuberculosis en funcion de la variacion de la multiplicidad de la infeccion (MOI),
que representa el ratio n° de bacterias por célula. Como se observa, se producen
aumentos significativos (p < 0,05) de la tasa de invasion conforme incrementamos el
ratio bacteria/célula de 5~1 hasta 100~=1, no existiendo incremento en la tasa de invasion
al incrementarse la MOI de 100=1 a 150~1. En la Figura, diferentes letras muestran

diferencias estadisticamente significativas entre los valores comparados.

Figura 6.- Efecto de la multiplicidad de la infeccién (MOI) de Corynebacterium pseudotuberculosis en la
invasion en la linea celular FLK-BLV-044
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Tabla 7. Datos numéricos de la multiplicidad de la infeccion (MOI) en la linea celular de origen ovino
FLK-BLV-044

Multiplicidad de infeccién (MOI)
CEPAS
MOI=5 MOI~25 MOI=50 MOI=100 MOI=150
CECT-808T 0.090 0,095 0,114 0,139 0,104
IUSA-1 0,090 0,113 0,145 0,164 0,131
IUSA-2 0,087 0,093 0,125 0,133 0,109
TARA-1 0,087 0,095 0,129 0,143 0,105
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IV.2.4.-EFECTO DE LA INCUBACION DE LAS CELULAS A 4°C

En la Figura 7 y Tabla 8 observamos el efecto producido en la invasion de C.
pseudotuberculosis a una MOI de 100~1, tras la incubacion previa de la linea celular
FLK-BLV-044 a 4°C para determinar la implicacion del metabolismo celular en la
internalizacion bacteriana. Como apreciamos en dicha Figura, el hecho de incubar la
linea celular a esa temperatura produce una drastica disminucién en la tasa de invasion
de C. pseudotuberculosis (p < 0,05) con todas las cepas analizadas, presentando todas

ellas una tasa de invasion inferior al 0,04%.

Figura 7.- Tasas de invasion de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea celular FLK-BLV-044 a
4°C con una MOl inicial de 100~1
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*diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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IV.2.5.- EFECTO DE LA PREINCUBACION CON ANTISUERO DE CONEJO

En la Figura 8 y Tabla 8 podemos observar el efecto de la preincubacién de C.
pseudotuberculosis con suero completo (SC) y descomplementado (SD) anti-C.
pseudotuberculosis. Como se observa en dicha Figura, las cuatro cepas estudiadas
responden con un modelo similar en esta prueba; la incubacidn, tanto con suero
completo como con suero descomplementado de conejo, produce una disminucion
estadisticamente significativa (p < 0.05) en las tasas de invasion de todas las cepas de C.
pseudotuberculosis incluidas en este estudio, en la linea celular FLK-BLV-044, a una

MOI de 100~1, respecto al grupo control, que fue incubado con PBS.

Figura 8.- Efecto de la preincubacion con suero anti-Corynebacterium pseudotuberculosis en la invasion
de la linea celular FLK-BLV-044, a partir de una MOI de 100~1
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*diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
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IV.2.6.- EFECTO DE LA PRESENCIA DE DETERMINADOS AZUCARES

En la Figura 9 y Tabla 8 se observa el efecto que produce el cultivo de C.
pseudotuberculosis a una MOI 100~1, en presencia de los azlcares glucosa y manosa al
1%. Como observamos en dicha Figura, se produce una disminucién estadisticamente
significativa (p < 0,05) en las tasa de invasion de C. pseudotuberculosis en la linea
celular FLK-BLV-044, tras las 4 horas de incubacion a 37°C. Asi, la cepa IUSA-1 que
en condiciones estandares de cultivo tiene una tasa de invasion del 0,17%, al cultivarla
en presencia de los referidos azlcares presenta una tasa de invasion del 0,02%. A su
vez, la cepa IUSA-2 que en condiciones estandares de cultivo presenta una tasa de
invasion del 0,10%, tras su cultivo en presencia de los referidos aztcares modifica dicha
tasa en el 0,04%. De manera similar a las anteriores, la CECT-808T pasa del 0,11% al
0,02% y la cepa TARA-1, que pasa del 0,13% al 0,03%.Por tanto, la mayor disminucion
de la tasa de invasion bacteriana observada, a consecuencia de la incubacion con

azucares fue para la cepa CECT-808T, y la menor para la cepa IUSA-2.

Figura 9.- Efecto de la incubacion de Corynebacterium pseudotuberculosis con glucosa y manosa al 1%
en la invasion de la linea celular FLK-BLV-044, a partir de una MOI de 100~1
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Tabla 8. Datos numéricos de la tasa de invasion bajo diferentes condiciones de cultivo en la linea celular
de origen ovino FLK-BLV-044

Condicién analizada
CEPAS
Control | 4°C | Azlcares Suero completo Suero descomplementado
CECT-808T 0,139 | 0,020 | 0,022 0,035 0,041
IUSA-1 0,164 | 0,031 | 0,024 0,037 0,038
IUSA-2 0,133 | 0,036 | 0,040 0,030 0,033
TARA-1 0,143 | 0,036 | 0,033 0,025 0,036

IV.2.7.- SUPERVIVENCIA Y/O REPLICACION INTRACELULAR

En la Figura 10 y Tabla 9 observamos la evolucion que siguié C.
pseudotuberculosis inoculada a una MOI 100~1, una vez se produjo su internalizacion
en la linea celular FLK-BLV-044. La Figura detalla el comportamiento de cada una de
las cepas utilizadas que, como puede verse, fue similar para todas ellas, no mostrando
diferencias estadisticamente significativas entre los datos obtenidos para cada cepa en
comparacion con las demas. Como se aprecia en la Figura 10, C. pseudotuberculosis se
replica ligeramente en el interior celular hasta las 24 horas postinfeccion, para después
producirse una drastica disminucion en el nimero de bacterias viables en el interior
celular hasta el sexto dia postinfeccion, momento en el que observamos la degradacién

del tapiz celular y dimos por acabada la experiencia.
La tasa de proliferacién intracelular, entendida como la relacion existente entre

las bacterias viables a las 24 y 4 horas (indice lpro) se situd alrededor del 1,08 para las 4

cepas analizadas, indicando una ligera replicacion bacteriana en el interior celular.
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Figura 10.- Replicacioén intracelular de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea celular FLK-
BLV-044, a partir de una MOI de 100~1
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Tabla 9. Datos numéricos de la replicacion intracelular de Corynebacterium pseudotuberculosis en la
linea celular FLK-BLV-044, a partir de una MOI de 100~1

Tiempo de infeccion (dias)
CEPAS
1 2 3 4 5 6
CECT-808T 0,139 | 0,141 | 0,061 0,041 0,021 | 0,010
IUSA-1 0,164 0,182 0,092 0,033 0,023 0,012
IUSA-2 0,133 | 0,143 | 0,103 0,054 0,024 | 0,013
TARA-1 0,143 0,162 0,072 0,042 0,021 0,014
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IV.28.- ADHERENCIA E INVASION INTRACELULAR MEDIANTE
INMUNOFLUORESCENCIA

En la Figura 11 observamos la secuencia de la tincion doble por
inmunofluorescencia realizada en la linea celular FLK-BLV-044 tras 4 horas de
incubacion con C. pseudotuberculosis, a una MOI de 100=1. Las bacterias
extracelulares adheridas a las células las observamos tefiidas de rojo en la Figura 11a
con el fluorocromo Alexa-594 en células sin permeabilizar. Tras la permeabilizacion de
la membrana celular con Triton, observamos en verde el total de bacterias (adheridas
mas internas) tefiidas con el fluorocromo Alexa-488 (Figura 11b). Las flechas muestran
un grupo de bacterias internas, no tefiidas anteriormente en células sin permeabilizar. La
siguiente secuencia, Figura 11c, se corresponde con la accion del DAPI, que tifie de azul
de manera selectiva el ADN bacteriano y ADN celular. La ultima imagen (Figura 11d)
se corresponde con la superposicion de las imagenes anteriores, donde podemos
observar en tonos naranjas a las bacterias extracelulares (adheridas) tefiidas con ambos
fluorocromos (rojo y verde), en verde bacterias internas, y en azul ADN bacteriano y
ADN celular. En las muestras de control de adherencia, que se realizo inactivando las
bacterias mediante calor y rayos UVA, no encontramos bacterias internas mediante

inmunofluorescencia.

Figura 11.- Invasion y adherencia de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea celular FLK-BLV-
044, a una MOI de 100~1, mediante inmunofluorescencia
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IV.3.-INTERACCION DE CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS CON FAGOCITOS DE RATON, CABRA
Y OVEJA

IV.3.1.- ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES PREVIAS: TIEMPO
DE INFECCION

Con el fin de estandarizar el tiempo de infeccién que debiamos aplicar en esta
experiencia, en la Figura 12 y Tabla 10 se observa el porcentaje de bacterias fagocitadas
de las diferentes cepas de C. pseudotuberculosis usadas en el estudio, a una MOI 10~1,
en funcién de los diferentes tiempos de infeccion probados en la linea celular
macrofagica J774. Como observamos, la fagocitosis aumenta con el tiempo de
incubacion de las 4 cepas estudiadas, y asi, la cepa IUSA-1 es fagocitada un 71,56% tras
240 minutos de incubacién. A los 30 minutos de contacto macréfago-bacteria ya se
observan bacterias fagocitadas con las cuatro cepas de C. pseudotuberculosis
analizadas. Todas las cepas analizadas presentan una cinética de fagocitosis similar, con
tasas de fagocitosis a los 240 minutos que oscilan entre el 71,56 y el 54,38%, no
observandose diferencias significativas a nivel estadistico entre las cuatro cepas

estudiadas entre los 120 y 240 minutos.

Figura 12.- Porcentaje de fagocitosis de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea celular J774 en
funcion del tiempo de infeccion empleado (MOI 10=1)
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Tabla 10. Datos numéricos del porcentaje de fagocitosis de Corynebacterium pseudotuberculosis en la
linea celular J774 en funcion del tiempo de infeccion empleado (MOI 10~1)

Tiempo de infeccidn (minutos)
CEPAS 30 60° 120 200
CECT-808T 5,45 18,18 57,27 66,36
{USA-1 8,82 24,50 66,66 71,56
IUSA-2 6,14 15,78 53,50 54,38
TARA-1 5,45 12,72 50,90 57,27

IV.3.2.- FAGOCITOSIS POR LA LINEA CELULAR DE RATON J774

En la Figura 13 y Tabla 11 se representa la tasa de fagocitosis (porcentaje de
bacterias fagocitadas) de las diferentes cepas de C. pseudotuberculosis usadas en este
estudio, tras 120 minutos de incubacion en la linea celular macrofégica J774, a una MOI
10~1. Las cepas presentaron tasas de fagocitosis que se encontraron en unos valores
entre el 50,9% de la cepa TARA-1 y el 66,6% de la cepa IUSA-1. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los valores mostrados por las diferentes

cepas analizadas.

Figura 13.- Actividad fagocitica de la linea celular J774 sobre Corynebacterium pseudotuberculosis, tras
120 minutos de incubacién a una MOI 10~1
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Tabla 11. Datos numéricos expresados en porcentaje de la fagocitica de la linea celular J774 sobre
Corynebacterium pseudotuberculosis, tras 120 minutos de incubacion a una MOI 10=1

CEPAS Porcentaje de fagocitosis
CECT-808T 57,27

IUSA-1 66,66

IUSA-2 53,50

TARA-1 50,90

IV.3.3.- PERSISTENCIA Y/O REPLICACION INTRACELULAR EN LA LINEA
CELULAR DE RATON J774

En la Figura 14 y Tabla 12 observamos la evolucion intracelular de C.
pseudotuberculosis en la linea celular fagocitica de raton J774, que fue inoculada con
una MOI 10~1. Los indices de proliferacion intracelular (indice lpro) de las cuatro
cepas utilizadas en este estudio (CECT-808T, IUSA-1, IUSA-2 y TARA-1), que
expresan la relacion entre el nimero de bacterias viables a las 24 horas y 2 horas
postinoculacion, quedaron establecidos en 0,26, indicando la inexistencia de replicacion
activa de esta bacteria en el interior del macréfago en las condiciones estudiadas, pero si
una persistencia intracelular de C. pseudotuberculosis, al menos hasta las 72 horas

postinoculacion.

No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
mostrados por las cepas estudiadas. Como observamos en la Figura 16, entre las 2 y 6
horas postinfeccion, se produce una drastica disminucion de C. pseudotuberculosis en el
interior de la linea celular J774, existiendo bacterias viables hasta las 72 horas,
momento en que dimos por finalizada la experiencia al observar dafio celular con

destruccion del tapiz.
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Figura 14.-Persistencia y replicacion intracelular de Corynebacterium pseudotuberculosis en la
celular fagocitica J774, que fue inoculada a una MOI 10~1
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Tabla 12.- Datos numéricos de la persistencia y replicacion intracelular de Corynebacterium

pseudotuberculosis en la linea celular fagocitica J774 inoculada a una MOI 10~=1

Tiempo de infeccion (horas)
CEPAS
2 6 24 48 72
CECT-808T 63,76 | 61,04 13,32 3,34 1,32
IUSA-1 68,34 | 65,65 18,21 6,76 331
IUSA-2 61,43 | 4535 9,78 0 0
TARA-1 56,98 | 50,32 5,33 0 0

IV.3.4.- ESTUDIO DE LA FAGOCITOSIS POR INMUNOFLUORESCENCIA

La microscopia de fluorescencia confirmé la localizacion intracelular de C.

pseudotuberculosis. En las imagenes, las bacterias intracelulares se marcaron en verde

con el anticuerpo secundario alexa fluor-488, mientras que el ADN qued6 marcado en

azul por accion del DAPI (Figura 15). Se detectaron bacterias intracelulares hasta

pasadas las 48-72 horas con una morfologia redondeada y marcadas con DAPI,
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indicando la integridad de su ADN Yy su viabilidad en el interior de los macréfagos. En
la Figura 15A se observa la superposicion de imagenes de fluorescencia y contraste de
fase, donde las bacterias intracelulares quedan marcadas en verde y el ADN en azul. La
Figura 15B se corresponde con la imagen magnificada con sobreexposicion del DAPI
para la visualizacién del ADN celular y bacteriano. La Figura 15C muestra la imagen
magnificada de un macrofago con bacterias fagocitadas, mientras que la imagen 15D

muestra la imagen magnificada para la visualizacion de bacterias fagocitadas.

Figura 15.- Fagocitosis de Corynebacterium pseudotuberculosis en la linea celular macrofagica J774 a
una MOI de 10~1 mediante inmunofluorescencia

IV.3.5.- EXPLOSION RESPIRATORIA Y CONTENIDO DE PEROXIDASA DE
LEUCOCITOS DE RATON, OVEJA Y CABRA

En la Figura 16 y Tabla 13 observamos los resultados del indice de explosion
respiratoria, mientras que en la Figura 17 y Tabla 14 se representan los resultados
obtenidos del contenido de peroxidasa en macrofagos de raton (linea celular J774),
oveja y cabra, tras la exposicion con C. pseudotuberculosis, a una MOI 10~1.
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Respecto al indice de explosion respiratoria, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas atendiendo a la especie de procedencia de los
macrofagos utilizados. Como se aprecia en la Figura 16 y Tabla 13, se produjo la
inhibicidn de la explosion respiratoria de los fagocitos de oveja (p < 0,05), respecto a
los valores encontrados en raton y cabra, con todas las cepas de C. pseudotuberculosis
utilizadas. Sin embargo, como observamos en la Figura 17 y Tabla 14, ninguna de las
cepas estudiadas produce la inhibicion de la produccién del contenido de peroxidasa, y
en el analisis estadistico de los datos entre las especies utilizadas, muestra Unicamente
diferencias estadisticamente significativas con las cepas CECT-808T, IUSA-2 y TARA-
1 en macrdéfagos de raton (p < 0,05).

Figura 16.- indice de explosion respiratoria en macréfagos de raton, oveja y cabra infectados con C.
pseudotuberculosis, a una MOI 10=1
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Tabla 13.- Datos numéricos del indice de la explosion respiratoria en leucocitos de ratdn, oveja y cabra
infectados con C. pseudotuberculosis

CEPAS i Macro6fagos (_)btenidos de
raton oveja cabra
CECT-808T 1,12 0,62 1,073
IUSA-1 1,18 0,62 1,103
IUSA-2 0,87 0,51 0,90
TARA-1 0,98 0,54 0,91
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Figura 17.- Contenido de peroxidasa en leucocitos de raton, oveja y cabra infectados con C.
pseudotuberculosis
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Tabla 14.- Datos numéricos del contenido de peroxidasa en leucocitos de ratdn, oveja y cabra infectados
con C. pseudotuberculosis expresados como indice de estimulacién

CEPAS , Macréfagos qbtenidos de
raton oveja cabra
CECT-808T 1,12 1,40 1,63
[USA-1 1,27 1,41 1,47
IUSA-2 1,00 1,37 1,40
TARA-1 1,02 1,31 1,40
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IV.4.- EFECTO BACTERICIDA DEL SUERO DE CABRA'Y OVEJA
SOBRE C. PSEUDOTUBERCULOSIS

La resistencia/susceptibilidad de las cepas de C. pseudotuberculosis analizadas
en este estudio, frente al efecto bactericida del suero de cabra y oveja se puede observar
en las Figuras 18 y 19, respectivamente. Los resultados se expresan como porcentaje de
bacterias viables tras la incubacion con el suero completo de cabra y oveja (SC), durante
3 horas a 37°C. Los resultados muestran el valor medio de cada lecturarealizada por
triplicado, incluyendo los controles de cada una de las experiencias realizadas tras la
incubacion con suero descomplementado (SD), por tratamiento térmico para la

eliminacién del sistema del complemento.

Tomando como base para la interpretacion de esta prueba, la directriz que sefiala
RL. Davies (1991), que considera a una cepa resistente al efecto bactericida del suero
cuando tras 3 horas de incubacion presenta un porcentaje de viabilidad superior al
100%, todas las cepas estudiadas mostraron un patron de respuesta similar cuando
fueron incubadas con suero de cabra y, de la misma manera, cuando fueron incubadas

con suero de oveja.

En la Figura 18 observamos que las cuatro cepas C. pseudotuberculosis
estudiadas fueron susceptibles al efecto bactericida del suero de cabra, mientras que, en
la Figura 19 podemos observar que esas mismas cepas analizadas fueron resistentes al

efecto bactericida del suero de oveja.
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Figura 18.- Resistencia del efecto bactericida del suero de cabra de las cepas de C. pseudotuberculosis
estudiadas, expresada como porcentaje de viabilidad de cada cepa estudiadas, medida tras diferentes
tiempos de incubacion

(@ 102 -
100 -
98 -

96 -
94 -
92

90 —l— SD
88 - e SC
86 -
84 -
82

% Viabilidad bacteriana

oh 1h 2h 3h
Tiempo (horas)
120 -

~
O
-

100 -

80 1 -
60 - 4
—il— SD
e SC

40 -

20 -

% Viabilidad bacteriana

Oh 1h 2h 3h

Tiempo (horas)
140 -

120 -
a0 | sz

(c

o’

80 -

60 - ——SD
40 - e SC

% Viabilidad bacteriana

Oh 1h 2h 3h

Tiempo (horas)
120 -

100 A 1 T —

80 _ 4
60 -

—m—SD
—#—SC

40 -

20 -

~~
% Viabilidad bacteriana 2

Oh 1h 2h 3h

Tiempo (horas)

SD: Suero descomplementado anti-C. pseudotuberculosis

SC: Suero completo anti-C. pseudotuberculosis

69



Resultados

Figura 19.- Resistencia del efecto bactericida del suero de oveja de las cepas de C. pseudotuberculosis
estudiadas, expresada como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de incubacion
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V.- DISCUSION

V.1.- ASPECTOS CLINICOS Y MICROBIOLOGICOS DE LAS
CEPAS DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS OBJETO DE ESTUDIO

La clinica encontrada en los animales, de los cuales se tomaron las muestras de
los abscesos, a partir de los cuales aislamos cada una de las cepas estudiadas IUSA-1,
IUSA-2 y TARA-1 (Tabla 2) en este trabajo, ha sido absolutamente convencional y, por
tanto, coincidente con las formas clasicas de la enfermedad en los pequefios rumiantes,
que se manifiestan con linfadenitis caseosa superficial, afectando a los ganglios
linfaticos submandibulares y a la regidn retromamaria. Esta ultima localizacion se ha
descrito ocasionalmente en el ganado caprino canario (Real y cols., 1993). Estos
aspectos clinicos son coincidentes con los sefialados previamente por otros autores
(Unanian y cols., 1985; Brown y cols., 1986; Collins y Cummins, 1986). También
coincide el curso subagudo a cronico, encontrado en los animales estudiados, respecto a
los que sefialan referencias previas (Ledn, 1985). Y, aunque el estudio clinico-
patolégico fue muy reducido en nimero, no hemos apreciado otros cuadros que también
se citan en la bibliografia como bronconeumonias caseosas (Addo y Dennis, 1977),
abortos (Benham y cols., 1962), artritis y bursitis (Beer, 1981; Zarzuelo, 1981)
epididimitis y endometritis (Mostafa y cols., 1973), ni cuadros septicémicos en animales
jovenes (Ledn, 1985). Coincidiendo con Unanian y cols. (1985), no apreciamos
diferencias significativas en el aspecto general relacionado con su peso corporal entre
los animales enfermos y los sanos de los colectivos estudiados clinicamente (Tabla 2),

aunque dicho valor no fue medido individualmente.

Aunque no lo investigamos especificamente, tampoco hemos localizado, ni
comprobamos la existencia de alguna evidencia clinica de la afeccion de ganglios
linfaticos viscerales o de érganos internos, como se sefialan en algunos casos (Zarzuelo,
1981; Batey, 1986a), por lo que, atendiendo a la clasificacion de L. Leon (1985), de las
dos formas posibles de la enfermedad, la que hemos estudiado es la linfadenitica. Pero,
si nos centramos en la clasificacion realizada por otros autores (Zarzuelo, 1981; Guada,
1986), la forma clinica presente en los animales del estudio fue la nodular, caracterizada

72



Discusion

por ganglios linfaticos de consistencia pastosa, pudiendo afectar a cualquier ganglio
corporal.

Debido a la homogeneidad en la respuesta de nuestras cuatro cepas a los
distintos antimicrobianos utilizados en este estudio, y aunque no entraban a formar parte
de nuestros objetivos iniciales, hemos considerado interesante incluir estos datos en la
discusion, aun conscientes de que corresponden a un ndmero limitado de cepas como
para poder considerar dichos resultados concluyentes. Segun Judson y Songer (1991)
las cepas de C. pseudotuberculosis nitrato reductasas negativas presentan una alta
resistencia a la accion de los aminoglucésidos. Asimismo, estos autores refieren una
mayor resistencia del biovar ovis frente al biovar equi (nitrato positivo). A este respecto
las cuatro cepas que formaron parte de nuestro trabajo (Tabla 3) fueron nitrato reductasa

negativas y, por tanto, se corresponden con C. pseudotuberculosis biovar ovis.

En nuesto estudio entre los tres aminoglucdsidos incluidos (gentamicina,
kanamicina y estreptomicina) hemos encontrado una sensibilidad variable a los mismos,
habiéndose mostrado todas nuestras cepas sensibles a la gentamicina y resistentes a la
estreptomicina. Respecto a la kanamicina todas las cepas (Tabla 4) fueron resistentes
excepto TARA-1, que mostrd una sensibilidad intermedia. Bryan y cols. (1980)
justificaron esta resistencia con la actividad nitrato reductasa, que incapacita el
transporte de los aminoglucosidos por la membrana bacteriana. La gentamicina, segun
nuestros resultados, es activa frente a C. pseudotuberculosis biovar ovis, por lo que
consideramos que la explicacion dada por Bryan y cols. (1980) no debe ser la Gnica
causa de resistencia o sensibilidad a los aminoglucésidos. Romero y cols. (2008)
obtuvieron tan solo un 32% de sensibilidad para este antimicrobiano, mientras que
Estevao y cols. (2007) describen una alta sensibilidad a la gentamicina y kanamicina.
En nuestro estudio, las cuatro cepas resultaron sensibles a la gentamicina, mientras que
frente a la kanamicina, solo tres cepas mostraron resistencia antibiética. Romero y cols.
(2008), asi como Estevao y cols. (2007) describen baja sensibilidad para otro
antimicrobiano del grupo, la neomicina, la cual no hemos utilizado en nuestro estudio.
Estos mismos autores sefialan a la nitrofurantoina como un antimicrobiano poco
efectivo in vitro frente a C. pseudotuberculosis, si bien el 100% de sus cepas mostraron
una sensibilidad intermedia, a diferencia de nuestras cepas que mostraron un 100% de

resistencia. Por otro lado, se han descrito aislamientos resistentes a los nitrofuranos
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(Judson y Songer, 1991), y todas nuestras cepas analizadas mostraron resistencia a la

nitrofurantoina.

Respecto al grupo de las fluorquinolonas, Estevao y cols. (2007) y Romero y
cols. (2008), encontraron una alta sensibilidad a la ciprofloxacina y norfloxacina. En
nuestro estudio (Tabla 4), todas las cepas utilizadas fueron sensibles a la enrofloxacina,
unico antimicrobiano dentro del grupo de las quinolonas que incluimos. Romero y cols.
(2008), obtuvieron un 83,9% de sensibilidad para otra fluorquinolona, la orbifloxacina.
Sin embargo, frente al acido nalidixico, todas nuestras cepas mostraron un 100% de
resistencia, coincidiendo con Romero y cols. (2008). En definitiva, el grupo de las
fluorquinolonas se presenta muy efectivo in vitro frente a C. pseudotuberculosis biovar

ovis.

Y, respecto al grupo de las penicilinas, Estevao y cols. (2007) y Romero y cols.
(2008) encontraron una elevada sensibilidad a la penicilina, discrepando nuestros
resultados para la penicilina G (Tabla 4), frente a la que nuestras cepas mostraron
mayoritariamente sensibilidad intermedia (3 de las 4 cepas utilizadas). Estos autores
encontraron también en este grupo una gran resistencia para la oxacilina (35%), pero en
nuestro estudio no se incluyo este antimicrobiano pero si la cloxacilina, antimicrobiano
muy cercano al anterior, y los resultados obtenidos para este antibiético mostraron una
resistencia del 100% de nuestras cepas, mucho mas alta que la obtenida por estos
autores para la oxacilina. Dentro del subgrupo de las aminopenicilinas (ampicilina y
amoxicilina), encontramos una elevada sensibilidad, resultados que concuerdan con los
obtenidos por Romero y cols. (2008) que obtuvieron un 90,3% de sensibilidad para la

amoxicilina, y del 77,4% para la ampicilina.

En el grupo de las cefalosporinas, utilizamos en nuestro estudio la cefuroxima
como representante de la segunda generacion de cefalosporinas, y la cefalotina en el
grupo de las cefalosporinas de primera generacion. Ambas cefalosporinas resultaron ser
poco efectivas in vitro frente a este patdgeno, resultados que no concuerdan con los
obtenidos por Estevao y cols. (2007), que usaron la cefotaxima (tercera generacion), ni
con Romero y cols. (2008), que obtuvieron un 93,5% de sensibilidad para la cefazolina

(primera generacion).
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En general, nuestros resultados son bastante concordantes con los obtenidos por
Zhao y cols. (1991) quienes probaron la concentracion minima inhibitoria de 23
antibioticos sobre 86 cepas de este microorganismo aisladas en Japén. Este trabajo
evidencio que la mayor susceptibilidad antibidtica se obtuvo con la penicilina G, la
ampicilina, la eritromicina y la bacitracina, mientras que todas las cepas resultaron
resistentes a la nitrofurantoina. El resto de las cepas tenian un comportamiento
intermedio, aunque cuatro de ellos mostraban poca actividad, como la estreptomicina, la
kanamicina, amikacina y novobiocina. Respecto a estos ultimos antimicrobianos
citados, la amikacina no entré a formar parte de nuestro estudio, y nuestras cepas (Tabla
4) mostraron resistencia antibiotica frente a la estreptomicina, kanamicina y
novobiocina, resultados que discrepan de los presentados por estos Gltimos autores.
Tampoco hay coincidencia respecto a lo que obtuvieron estos autores para la
sensibilidad a la penicilina, pues la mayoria de nuestras cepas mostraron una

sensibilidad intermedia.

Encontramos cierta concordacia en la accion de los macrdlidos utilizados con
nuestras cepas (oleandomicina y eritromicina). Respecto a la eritromicina, Estevao y
cols. (2007) muestran una alta sensibilidad. No hemos podido contrastar los resultados
obtenidos con la oleandomicina que ha mostrado en nuestro estudio una alta
sensibilidad. Este antimicrobiano no ha sido incluido en estudios anteriores, quiza
debido en parte a las sugerencias realizadas por investigadores anteriores que
recomiendan el uso de la penicilina, trimetoprima/sulfametoxazol, tetraciclina,
eritromicina, cefalosporina, cloranfenicol y rifampicina. Estos autores también hacen
referencia a la diferencia de sensibilidad in vitro e in vivo, dado que el microorganismo
suele estar encapsulado dentro de un nodulo linfatico (Coyle y Lipsky, 1990; Judson y
Songer, 1991; Von Graevenitz y Krech, 1992; Aleman y Spier, 2001).

Tanto Romero y cols. (2008) como Estevao y cols. (2007) afiaden a esta lista de
antimicrobianos que ofrecen buenos resultados frente a C. pseudotuberculosis biovar
ovis la vancomicina, tetraciclina y cloranfenicol, este Gltimo actualmente apartado de la
relacién de productos disponibles para su uso en salud animal y humana. Romero y
cols. (2008) obtienen un 77,4% de cepas sensibles a la lincomicina y un 90,3% a la

tetraciclina.
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V.2.- PAPEL DE LAS CELULAS NO FAGOCITICAS EN LA
PERMANENCIA INTRAORGANICA DE C.
PSEUDOTUBERCULOQOSIS.

Entre los objetivos que se han pretendido cubrir con este trabajo experimental,
destacan, por una parte un nuevo modelo que se conoce poco en referencia a las
interacciones de la bacteria con los componentes extra e intracelulares de un organismo.
Por otra parte, nunca se ha analizado la interaccion de C. pseudotuberculosis con células
estables no fagociticas en cultivo, considerando para esto la especificidad del
hospedador y la via natural de entrada que marca el inicio de la infeccién. Y existe una
ventaja en este tipo de estudio, pues podria representar un modelo mas sencillo, capaz
de explicar muchas incognitas para el conocimiento de diversos aspectos de la patogenia

de la enfermedad.

Es cierto que ha sido una limitacion para el desarrollo de los distintos
experimentos del presente trabajo, no contar con una linea celular propia de la especie
caprina. En todo caso, seria muy util poder comparar en el futuro nuestros resultados
con los que podrian obtenerse directamente empleando células fagociticas y no

fagociticas de origen caprino.

Como reflejan multiples autores, es patente la relevancia que tiene en los
pequefios rumiantes la linfadenitis caseosa ocasionada por C. pseudotuberculosis, y las
repercusiones que desde el punto de vista productivo pueden tener en el ganado caprino
y ovino (Abrigo, 1984; Cetinkaya y cols., 2002). Tras la entrada del patogeno en el
organismo, este se difunde rapidamente al ganglio linfatico mas cercano. Una vez alli,
C. pseudotuberculosis es fagocitado por los macr6fagos, pudiendo permanecer en el
interior celular como parasito intracelular facultativo, activando varios mecanismos de
resistencia por parte de las células hospedadoras (Aleman y Spier, 2001; Williamson,
2001).

Los estudios de adherencia e invasion celular, tanto in vitro como in vivo, son
usados actualmente para profundizar en aspectos relacionados con la patogenia de

distintas enfermedades infecciosas que afectan a especies, tanto terrestres como

76



Discusion

acuicolas. Los mecanismos involucrados en la adherencia, invasion y supervivencia
intracelular de C. pseudotuberculosis en células no fagociticas eran totalmente
desconocidos hasta el inicio del presente trabajo. Ademas, hay que tener en cuenta que,
la capacidad de ciertas bacterias patogenas, que afectan a distintas especies animales y a
la especie humana, como Escherichia coli, Yersinia spp., Salmonella spp. y Shigella
spp. (Zierler y Galan, 1995), para invadir células no fagociticas, es considerada como un

importante factor de virulencia.

A la hora de considerar las diferentes etapas que tienen lugar en la patogenia de
la seudotuberculosis, es bien conocida la capacidad del agente causal para utilizar las
soluciones de continuidad de las heridas o la piel, asi como el epitelio de las mucosas
para penetrar en el organismo (Leon y cols., 2002b), lo cual determina la asiduidad con
que se asientan las lesiones en determinadas regiones corporales (Stoops y cols., 1984;
Real, 1989). Tras la multiplicacion en la puerta de entrada, resulta fundamental la
diseminacion hemolinfatica de la bacteria. En estas fases y, cuando la bacteria no
dispone de una gruesa capa lipidica externa, o si tiene lugar en territorios facilmente
accesibles para los macrofagos (como las amigdalas o la mucosa respiratoria), la
infeccion primaria puede adoptar un curso regresivo hacia la resolucion en 2-3 semanas,
mientras en circunstancias opuestas se instaura la infeccion cronica (Blood y cols.,
1979).

La adherencia e internalizacién de C. pseudotuberculosis en la linea celular
FLK-BLV-044, linea celular no fagocitica derivada de fibroblastos de células
embrionarias de rifion ovino, no habian sido estudiadas con detalle previamente, a pesar
de que dicha linea celular podria ser Gtil como modelo Unico, a la hora de profundizar
en las fases patogénicas de esta enfermedad. Mas aln si se considera que, hasta la fecha,
no ha habido disponibilidad de alguna linea celular de caracteristicas similares, obtenida
a partir de la especie caprina, convirtiéndose asi en el inico modelo experimental, mas
cercano taxondémicamente a la especie caprina, disponible “in vitro” para abordar tales

aspectos de la seudotuberculosis en los pequefios rumiantes.

Nuestros ensayos demuestran que C. pseudotuberculosis tiene capacidad de
adherirse e invadir la linea celular FLK-BLV-044, con diferentes valores, en funcion de

la cepa analizada, observandose una correlacion positiva entre la tasa de adherencia e
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invasion (Figuras 3, 4 y 5). Este hecho, en si mismo, lo convierte en un factor que
vendria a facilitar la permanencia de la bacteria en el hospedador y sugiere, que la
instauracion de la infeccion cronica también puede depender de que se produzca este
mecanismo en los tejidos de un animal vivo, como hemos podido demostrar in vitro.
Ademas, no encontramos en este aspecto, un comportamiento diferente en nuestro
estudio entre las cepas que fueron aisladas originalmente de cabras o de ovejas, ni
pueden asumirse unos niveles de invasion celular que hayan demostrado diferencias

estadisticamente significativas entre las distintas cepas clinicas probadas.

Nuestros resultados de microscopia de fluorescencia y adherencia e invasion en
la linea celular FLK-BLV-044 (Figuras 4 y 5, Tabla 6) evidencian niveles de eficiencia
para la adherencia e invasion, similares entre las cepas probadas y una posible
correlacion entre la eficiencia de la adherencia y la invasion. La maxima eficiencia de
invasion observada en el presente estudio es mas baja que las mostradas por otros
patdgenos en estudios semejantes como Brucella (Pizarro-Cerdd y cols., 2000) y
Salmonella (Mills y Finlay, 1994), pero similares o superiores a los descritos en
Campylobacter (Friis y cols., 2005; Byrne y cols., 2007), Burkholderia (Martin y
Mohr, 2000; Stevens y cols., 2003), Hafnia alvei (Padilla y cols., 2008) y Prevotella
(Dorn y cols., 1998).

En el ensayo para determinar el tiempo de infeccion (Figura 3 y Tabla 5) en la
invasion de C. pseudotuberculosis en la linea celular FLK-BLV-044, se detectaron
bacterias en el interior celular a partir de 30 minutos postinfeccion, aumentando
progresivamente hasta los 240 minutos postinfeccion. El proceso de invasion celular de
C. pseudotuberculosis también depende de la cantidad de bacterias (Figura 6 y Tabla 7),
sugiriéndose la saturacion de los receptores celulares a partir de una multiplicidad de
infeccion (MOI) superior a 100 (L6pez-Doriga y cols., 2000).

El proceso de invasion fue dependiente de la temperatura (Figura 7 y Tabla 8),
ya que la invasién bacteriana se inhibe parcialmente al incubar las células a 4°C, lo que
sugiere que el metabolismo celular juega un papel activo en el proceso de invasion de C.
pseudotuberculosis en la linea celular analizada, tal y como sugieren diferentes autores

(Magarifios y cols., 1996; Lopez-Doriga y cols., 2000; Padilla y cols., 2008; Acosta y
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cols., 2009). Finalmente, la preincubacion de C. pseudotuberculosis con azlcares y
suero anti-C.pseudotuberculosis inactivado y completo (Figuras 8 y 9, Tabla 8), sugiere
que se produce el bloqueo de receptores bacterianos especificos y/o ligandos celulares al
observarse un drastico descenso en las tasa de internalizacion bacteriana. En muchos
sistemas, la adhesion estd mediada por lectinas presentes en la superficie del agente
patdgeno que se unen a hidratos de carbono complementarios de los tejidos del animal
infectado (Acord y cols., 2005). Y se ha demostrado que hidratos de carbono solubles,
reconocidos por las lectinas superficiales de bacterias, bloquean la adhesion de las
bacterias a las células animales in vitro (Sharon, 2006), y por tanto su posterior

internalizacion, como ocurre con nuestras cepas.

Nuestro estudio también demostré in vitro que, tras su internalizacion, el
microorganismo permanece viable durante mas de 120 horas en la linea celular FLK-
BLV-044 (Figura 10 y Tabla 9). Este hecho sugiere con elevada probabilidad (aun no
estando constatado estadisticamente), que la bacteria podria persistir o difundirse a
través de células no fagociticas en diferentes tejidos de las ovejas y cabras, facilitando
asi la progresion de la infeccion y de la enfermedad en los animales infectados. Esta
circunstancia, que no se conocia hasta la fecha en el estudio de la enfermedad, vendria a
sumar su efecto sinérgico en los hechos inmediatos que pueden suceder al traspaso de la
puerta de entrada por el microorganismo en donde, tanto el factor pidégeno como la
exotoxina, le facultan para resistir las defensas antimicrobianas inespecificas que se
interponen a la infeccidn, facilitando el acumulo de fagocitos en el foco de
multiplicacién bacteriana (Jolly, 1966. Real, 1989; Leon y cols., 2002b).

El estudio de la invasion celular mediante inmunofluorescencia (Figura 11),
también demostré que las bacterias muertas por calor o radiacion ultravioleta no se
localizaron en el interior celular, lo que sugiere que la internalizacion de C.
pseudotuberculosis en células de la linea celular FLK-BLV-044 requiere de bacterias
viables o que presenten los componentes de la superficie bacteriana intactas para

interactuar con dicha superficie celular.

A la hora de comparar los resultados de diferentes estudios, hay que tener en
cuenta una serie de consideraciones, ya que estos pueden verse influenciados por varios

factores, como las caracteristicas de las cepas analizadas, los medios de cultivo
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bacterianos y la linea celular usada, o la utilizacion de métodos distintos a la hora de
cuantificar las bacterias internalizadas. Elkamel y Thune (2003) y L6pez-Doriga y cols.
(2000), trabajando con Photobacterium damselae subsp. piscicida con la linea celular
EPC (linea epitelial de células de carpa), obtuvieron resultados contradictorios en la
capacidad de replicacion intracelular de este patdgeno. En nuestro caso, la variabilidad
que han podido inducir estos factores es muy reducida al haber realizado los
experimentos por triplicado y someter a todas las cepas de estudio a los mismos
métodos de evaluacion en paralelo. Por otro lado, y con respecto a estudios similares
realizados con C. pseudotuberculosis, no existe hasta la fecha referencia alguna que nos
permita comparar los resultados obtenidos, por lo que s6lo podemos concluir que la
adherencia y la invasion intracelular dependen directamente de los factores sefialados

anteriormente.

Una vez hemos comprobado que diferentes cepas de C. pseudotuberculosis son
capaces de penetrar en células no fagociticas de origen ovino, y de multiplicarse y
permanecer en el interior celular a través de estos resultados, estamos convencidos de
que un mejor conocimiento de las interacciones de C. pseudotuberculosis en células no
fagociticas y, por tanto, de las interacciones bacteria-célula, puede ayudar al desarrollo
de nuevas herramientas para combatir esta enfermedad, y también aumentara nuestra

evidencia documental sobre el sistema inmune de las especies ovina y caprina.

En resumen, nuestros datos indican que C. pseudotuberculosis es capaz de
invadir células no fagociticas de origen ovino y que, una vez en su interior, es capaz de
replicarse, permaneciendo viable durante méas de 120 horas. Estos hallazgos in vitro son
de sumo interes, ya que plantean la posibilidad de que este patégeno pueda difundirse in
vivo a través de este tipo de células, facilitando la difusion del microorganismo,
permitiéndole a la vez, cierto grado de proteccion frente a los mecanismos defensivos
del hospedador infectado, otorgandole un nicho adecuado para su multiplicacion y
permanencia, permitiendo también el establecimiento del estado de portador en el curso

de la infeccién.

En el organismo vivo, la diseminacion de C. pseudotuberculosis tiene lugar de

manera casi inmediata a la infeccion primaria (Leon y cols., 2002b). En nuestro modelo

80



Discusion

experimental in vitro no podemos, ni hemos pretendido, valorar la participacion de
algunos factores de difusion que contribuyen de forma activa para la difusion local del
microorganismo en la patogenia de la enfermedad. De esta manera, la exotoxina facilita
el transporte y la difusion del microorganismo por via linfatica hasta el estrato linfatico
inmediato (nodulo linfatico regional), y su efecto se concreta en un incremento de la
permeabilidad vascular (Brown y cols.,, 1986; Carne y Onon, 1978), actuando
directamente sobre las células endoteliales en el entorno del punto de infeccion vy,
posteriormente, en otros territorios organicos. Pero a la exotoxina también se le
reconoce una accion fosfolipidica (por una fosfolipasa D) que ocasiona reacciones de
contraccion celular y, como consecuencia, aumento de la permeabilidad capilar (Carne
y Onon, 1978). En definitiva, el efecto permeabilizante sobre las membranas celulares
del organismo vivo, se traduce en facilitar la afluencia de granulocitos y macrofagos al
punto de infeccion y, posteriormente, su incorporacién a la corriente linfatica y
hematica (Leon y cols., 2002b). Y, desde la puerta de entrada, las corinebacterias se
difunden por via linfatica, normalmente transportadas por los macrofagos, pero también
libres, hasta los nodulos linfaticos regionales, e incluso hasta 6rganos internos, donde
contintan su multiplicacién bacteriana, a la par que producen las lesiones caracteristicas
(Hard, 1972; Blood y cols., 1979). Todas estas serian las principales limitaciones que no
pueden ser comparables con los métodos desarrollados en nuestro estudio in vitro. Pero,
en cualquier caso, la supervivencia de la bacteria en células no fagociticas resulta

esencial a la hora de facilitar la difusion del microorganismo en el hospedador vivo.

Una vez establecida la base de que C. psedotuberculosis es un patdgeno
intracelular facultativo, capaz de residir en el interior de células no fagociticas, quedan
abiertas nuevas incognitas como lineas futuras de investigacion en este campo
especifico. Completar en profundidad el estudio del trafico intracelular de C.
pseudotuberculosis en células no fagociticas de los pequefios rumiantes puede
permitirnos conocer las bases celulares y moleculares de dichos procesos, hoy en dia
totalmente desconocidos. Y, estudiar las estrategias de invasion y trafico intracelular de
C. pseudotuberculosis en células no fagociticas, no solo puede ayudar al desarrollo de
nuevas dianas terapéuticas y vacunas, sino también, a identificar aspectos desconocidos
de las vias de sefializacion relacionadas con la respuesta inmune de base celular, frente a
las infecciones por C. pseudotuberculosis y otros patogenos intracelulares de las

especies animales y humana.
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La interaccién con células no fagociticas animales, puede conferir a C.
pseudotuberculosis cierto grado de proteccion frente a las defensas de las cabras y
ovejas, 0 proporcionarle un nicho adecuado en el establecimiento del estado de
portador. Ademas, la infeccion por este patdgeno de células no pertenecientes al sistema
inmune, podria afectar al curso de la infeccion en los tejidos, ya que actualmente se sabe
que las infecciones bacterianas activan defensas celulares directa o indirectamente, a

través de la induccién de mediadores proinflamatorios y citoquinas.

V.3.- INTERACCIONES DE C. PSEUDOTUBERCULOSIS CON
CELULAS FAGOCITICAS

La segunda parte de nuestro estudio la hemos desarrollado con la linea celular de
raton J744, de naturaleza macrofagica. Los macrofagos son células efectoras, destruyen
una gran variedad de patdgenos bacterianos que son fagocitados y expuestos a un medio
ambiente perjudicial. No todos los microorganismos que entran en un fagocito
especializado son expuestos a este medio perjudicial, y otros tantos tampoco llegan a ser
realmente fagocitados por estas células. Los microorganismos, en muchos casos,
invaden las células y forman una vacuola con caracteristicas que son controladas por las
bacterias patdgenas y no por la célula fagocitica (Arenas y cols., 2000). Los macrofagos
estan presentes en todos los sistemas organicos, y constituyen una de las primeras

barreras que un microorganismo encuentra cuando entra en un organismo superior.

Los macréfagos tienen un papel importante en la respuesta inmune, pues son los
primeros en eliminar microorganismos invasores a traves de la fagocitosis y la
liberacion de sustancias bactericidas como los radicales superdxido. Ademas, pueden
atraer rapidamente otras células con capacidad de respuesta inmune, de los tejidos,
sangre y hematopoyéticas, neutréfilos y monocitos por la liberacion de citoquinas y
sustancias quimiotacticas. Dado que los macrofagos son uno de los tipos de células que
los patogenos intracelulares facultativos tienen probabilidades de encontrarse, tras su
entrada en un hospedador, y debido a su destacado papel en la respuesta inmune, no
resulta sorprendente que algunos de estos patdgenos se hayan adaptado a vivir dentro de

estas células como parte de su ciclo de vida, usando la parasitacion intracelular como un
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escudo contra otras respuestas inmunes de naturaleza humoral, que podrian resultarles

perjudiciales.

Tal y como sucede en el organismo vivo, en la estrategia antifagocitica de C.
pseudotuberculosis intervienen dos componentes de la célula bacteriana, la exotoxina y
la capa lipidica externa. La exotoxina ejerce una accion en parte inhibidora del factor de
agregacion de los macrofagos, mientras que la capa lipidica presente en la zona externa
de la pared bacteriana interviene decisivamente en la diseminacion de la infeccion,
actuando a tres niveles: 1) como un elemento quimiotactico de atraccion de los
fagocitos, 2) mayor persistencia endofagocitaria al inducir una resistencia bacteriana a
los enzimas liticos lisosomales, correspondiéndose directamente con el grosor de la capa
lipidica de la pared celular de una cepa (Hard, 1972 y 1973), y 3) desarrollando un
efecto patdgeno leucotoxico que origina degeneracion y lisis de macrofagos y
polimorfonucleares (Tashjian y Campbell, 1983).

Estudios previos demostraron que, microorganismos intracelulares, como es el
caso de C. pseudotuberculosis, desarrollan una serie de estrategias para sobrevivir en el
interior celular. Hasta ahora, solamente pocos estudios (Stefanska y cols., 2010)
investigaron las interacciones de C. pseudotuberculosis con los macréfagos. Pero se ha
demostrado que este microorganismo se comporta esencialmente como una bacteria
endocelular facultativa (Jolly, 1965; Cameron y Fuls, 1973), cualificada para la
persistencia en el interior del fagocito, sobre todo en los macrofagos. Y es el lipido
externo de la bacteria el que permite la formacién de agregados bacterianos en el
interior del fagocito, resistiendo de esta forma los enzimas lisosomales (Muckle y
Gyles, 1983). Otros estudios realizados con yersinias patégenas humanas (Y.
enterocolitica, Y. pestis y Y. pseudotuberculosis) han demostrado que estas bacterias
son también capaces de sobrevivir y multiplicarse dentro de los macréfagos (Cavanaugh
y Randall, 1959; Une, 1977; Yamamoto y cols., 1996; Pujol y Bliska, 2003).

En el presente trabajo se utilizaron cuatro cepas diferentes de C.
pseudotuberculosis, CECT-808T, IUSA-1, IUSA-2 y TARA-1, cuyos datos sobre su
origen y fuente se presentan en la Tabla 2. Nuestros resultados reflejan que, tras 2 horas
de incubacion, las cuatro cepas de C. pseudotuberculosis analizadas, presentaron

valores similares en las tasas de fagocitosis en la linea celular J774 (Figuras 14 y 15).
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Asimismo, concluimos que la tasa de fagocitosis aumenta con el tiempo de incubacion.
Dicha tasa comenzé a ser efectiva, para las cuatro cepas sefialadas, a los 30 minutos
postincubacion (Figura 14), obteniendo un valor maximo a los 240 minutos. Pero no
podemos ligar a estos resultados ningun efecto distintivo de nuestras cepas desde el
punto de vista microbioldgico, pues todas tuvieron un comportamiento similar, ni
formaba parte de los objetivos del presente trabajo la busqueda de diferencias en el
grosor de la capa lipidica, que podria haberse realizado mediante estudios de
microscopia electronica. Seria muy util la comparacion de los resultados obtenidos con
la linea celular J774 con los que ofrecerian macréfagos obtenidos directamente de
ganado ovino y caprino, de rebafios en su medio natural, asi como de animales
gnotobioticos, pues se sugiere la existencia de diferencias patogénicas entre la ovejay la
cabra, con respecto tanto a la difusion hemolinfatica como al embolismo pulmonar de
corinebacterias (Batey, 1986b). Y estos resultados serian especialmente relevantes
investigando también lotes de animales previamente inmunizados con el anacultivo de

C. pseudotuberculosis.

Nuestros resultados también permitieron concluir que C. pseudotuberculosis no
se multiplica activamente en el interior celular de la linea J774 (Figura 16), ya que a
partir de las 6 horas post-infeccion, se produce una drastica disminucion del nimero de
bacterias viables en el interior celular. Pero pudimos encontrar bacterias intracelulares
hasta las 72 horas post-inoculacion. Este hecho representa una clara ayuda, por parte del
hospedador, a la hora de facilitar la progresion del patégeno en los animales infectados.
Debemaos enfatizar el papel que juega en el animal vivo la exotoxina bacteriana (Pépin y
cols., 1991) como un factor de difusion de la infeccidn, facilitando el transporte y la
diseminacion del microorganismo por via linfatica hasta el estrato linfatico inmediato,
pues las corinebacterias se difunden por via linfatica, normalmente transportadas por los
macrofagos, pero también libres, hasta los nodulos linféticos regionales e incluso hasta
organos internos (Ledn y cols., 2002b). Ademas, con posterioridad, puede ocurrir una
difusion secundaria, por via hematica y linfatica, que origina metastasis en visceras

diversas (Brogden y cols., 1984).

Al comparar los modelos in vitro e in vivo, el tiempo limitado de supervivencia

de C. pseudotuberculosis en la linea celular macrofagica J774 (Figura 16) contrasta con
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la persistencia frecuente de la infeccion que sucede en el hospedador vivo, cuya causa
podriamos relacionar con diferentes hechos que suceden en el hospedador, como la
difusion intraorgéanica favorecida por la corriente linfatica y hematica y la propia
respuesta celular en la reaccion anti-C. pseudotuberculosis. Por su parte, su
supervivencia “in vitro” (Figura 16) esta constrefiida a la capacidad de las células para
mantenerse viables en el medio de cultivo, una vez que se activan los mecanismos de
muerte celular. En definitiva, la supervivencia de las corinebacterias en los macréfagos
y su destruccion es un hecho conocido que permite su difusion intraorganica (Tashjian y
Campbell, 1983). No obstante, nuestros resultados se asemejan a los descritos por otros
estudios previos que, tanto mediante inmunofluorescencia como por recuento
bacteriano, encontraron bacterias dentro de estas células (McKean y cols., 2005,
Stefanska y cols., 2010). Ademas, los resultados que obtuvimos por microscopia de
fluorescencia demostraron un considerable potencial de C. pseudotuberculosis para ser
fagocitado por la linea celular de ratén (J774) (Figura 17).

Estos experimentos, siendo limitados en cierta medida a la hora de establecer
comparaciones con lo que ocurriria en un animal vivo, ayudan a entender mejor varios
aspectos de la patogenia de la seudotuberculosis. Pero se necesita en el futuro una mejor
identificacion y caracterizacion de los factores de virulencia de este patogeno, para
poder comprender mejor la patocronia de la enfermedad (Dorella y cols., 2006), y los

factores que intervienen en el desarrollo de este proceso morboso en los animales vivos.

De otra parte, llama la atencion que el estimulo con el patdgeno sea capaz de
inducir la inhibicién de la explosion respiratoria de los fagocitos de oveja, respecto de
los valores que presentan los fagocitos de raton y cabra (Figura 18), siendo las
diferencias encontradas estadisticamente significativas (p < 0,05). A pesar de que el
tamafo de la muestra, en este caso, no fue suficientemente representativo como para
concluir de manera tajante en este sentido, los resultados indican la posibilidad de que
existan diferencias interespecificas importantes, que pueden ser manifiestas, incluso
entre ovejas y cabras. Sin embargo, tales diferencias no se producen cuando
comparamos el contenido de peroxidasa de leucocitos de raton, oveja y cabra (Figura
19).
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Y, en la misma linea, si encontramos diferencias interespecificas, entre ovejas y
cabras, al estudiar el efecto bactericida del suero de cada una de estas especies sobre
Corynebacterium pseudotuberculosis (Figuras 20 y 21), pues todas las cepas estudiadas

fueron susceptibles al efecto bactericida del suero de cabra, pero resistentes al de oveja.
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V1.- CONCLUSIONES

PRIMERA.- La capacidad de invadir la linea celular FLK-BLV-044 por parte de C.
pseudotuberculosis se ve influenciada, al menos, por los siguientes mecanismos: 1)
metabolismo celular, y 2) presencia de receptores bacterianos y/o ligandos bacterianos

especificos.

SEGUNDA.- Corynebacterium pseudotuberculosis es capaz de adherirse e invadir la
linea celular FLK-BLV-044 y, una vez en su interior, se replica ligeramente
permaneciendo viable durante al menos 6 dias, planteando la posibilidad de que dicho
patdgeno se difunda a través de células no fagociticas, pudiendo asi facilitar la
progresion de la infeccidn en un hospedador.

TERCERA.- La linea celular macrofagica de raton J774 ejerce una buena cinética de
fagocitosis sobre C. pseudotuberculosis a partir de 120 minutos postinfeccion, donde la
bacteria persiste, al menos, hasta las 72 horas postinoculacion, aunque no se replica

activamente en su interior.

CUARTA.- Demostrada la persistencia de C. pseudotuberculosis, al menos durante 72
horas, en la linea celular no fagocitica FLK-BLV-044 y fagocitica J774, sin embargo,
la cantidad de bacteria presente en ambos casos es muy distinta en tiempos similares;
tasa de invasion del 0,13% en la no fagocitica y una tasa de fagocitosis del 54,38% en la

fagocitica a los 240 minutos postinfeccion.

QUINTA.- En las condiciones de nuestro estudio, la oveja se comporta como una
especie mas sensible que la cabra al estimulo inhibitorio de la explosion respiratoria de
los macrofagos y al efecto bactericida del suero, promovidos tras el contacto previo con
C. pseudotuberculosis, hecho que podria dificultar la eliminacion del patégeno por el

sistema inmunoldgico.
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Resumen

VIIl.- RESUMEN

La infeccion por C. pseudotuberculosis tiene enorme trascendencia en medicina
veterinaria. La difusiéon intraorganica del agente causal se ve facilitada por la
supervivencia en el interior de los macréfagos, actuando como un parasito intracelular
facultativo. Pero de esta vida intracelular se desconocen muchos aspectos necesarios
para entender la interaccion parasito-hospedador.

En el presente trabajo hemos pretendido estudiar in vitro la interaccion de cepas
clinicas y de referencia de C. pseudotuberculosis con células no fagociticas, analizar de
forma comparada la interaccion de esta bacteria con fagocitos murinos, ovinos y
caprinos Yy el efecto bactericida del suero de cabra y oveja sobre este patdgeno. Todas
las cepas utilizadas fueron identificadas mediante métodos bioquimicos convencionales,
asi como mediante una PCR-multiplex para regiones especificas de los genes 16S rRNA
y PLD.

Todas las cepas utilizadas en el presente trabajo son nitrato reductasa negativas
Yy, por tanto, se corresponden con C. pseudotuberculosis biovar ovis. La invasion celular
de esta bacteria sobre la linea celular no fagocitica FLK-BLV-044, replicAndose
ligeramente hasta las 24 horas y permaneciendo viable durante al menos 6 dias. Los
porcentajes de adherencia varian entre el 2 y el 1,5%, aunque no se observen diferencias
estadisticamente significativas. La tasa de invasion disminuye de forma
estadisticamente significativa por la presencia de azUcares. La bacteria se replica
ligeramente hasta las 24 horas postinfeccion. La tasa de proliferacion intracelular se
situd alrededor de 1,08.

La tasa de fagocitosis de las cepas de C. pseudotuberculosis sobre la linea
celular macrofagica J774 se encuentra entre 50,9 y el 66,6%. Los indices de
proliferacion intracelular quedaron establecidos en 0,26, lo cual indica que la bacteria
no se replica activamente en el interior del macréfago, pero si se produce la persistencia
de, al menos, 72 horas postinfeccion. Ninguna de las cepas utilizadas produjo inhibicién
de la produccion del contenido de peroxidasa. También se observo inhibicion de la
explosion respiratoria de los fagocitos de oveja.

Las cuatro cepas de C. pseudotuberculosis fueron susceptibles al efecto
bactericida del suero de cabra mientras que, paralelamente, las mismas cepas analizadas
fueron resistentes al efecto bactericida del suero de oveja.
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Summary

IX.- SUMMARY

Infection by C. pseudotuberculosis is relevant in veterinary medicine. Survival
inside the macrophages provides the dissemination in the host of this pathogen, just like
a facultative intracellular parasite. But before understanding the interaction parasite-host

some aspects of the intracellular life need to be studied.

The aims of this work has been to study in vitro the interaction of clinical and
reference strains of C. pseudotuberculosis with murine, sheep and goat phagocytes, and
the bactericidal effect of goat and sheep serum against this bacteria. Strains used in this
study were identified by biochemical methods, and also by PCR-multiplex for specific
regions of 16S rRNA and PLD gens.

Strains used are negatives for nitrate-reductase and, therefore, belonging to C.
pseudotuberculosis biovar ovis. In intracellular survival experiments in non-phagocytic
cells (FLK-BLV-044) all strains were able to grow up to 24 hours post infection and
then survive up to 6 days. Percentages of adherence were between 2 and 1.5%, although
significant differences were not observed. Invasion decreases with significant
differences by sugars presence. Bacteria are growing till 24 hours postinfection. And the

growth rate was near to 1.08.

Phagocytosis of C. pseudotuberculosis strains used in the macrophagic cellular
line J774 was between 50.9 and 66.6%. Intracellular proliferation rates reach 0.26,
which is indicating bacteria is not actively growing in the macrophages, but they persist
in, at least, 72 hours postinfection. None of the strains used showed inhibition for the
peroxidase content production. Inhibition of respiratory burst was also observed for

sheep phagocytes.

All C. pseudotuberculosis strains used were susceptible to bactericidal effect of

goat serum, but also were resistant to sheep serum.
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