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Yersinia enterocolitica

1.1.-HISTORTA. SITUACION TAXONOMICA.

La posicién taxondémica y nomenclatura de esta bacteria ha
experimentado diversos cambios desde que se hicieron las primeras
alusiones sobre ella. La primera descripcion sobre este
microorganismo corresponde a SCHLEIFSTEIN y COLEMAN, quienes en
1939 le denominaron Bacterium enterocoliticum, basandose en el
cuadro gastrointestinal del que era productor. Estos autores
consideraban que poseia suficientes propiedades especificas como
para crear una nueva especie. En afios posteriores esta bacteria
tomaria distintas denominaciones asignadas por diversos autores,

asi HASSIG et al. en 1949 1la denominaron Fasteurella

pseudotuberculosis rodentium; DICKINSON y MOCQUOLT, en 1961
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como Pasteurella pseudotuberculosis tipo b; DANIELS y GOODZWAAR,
en 1963, como Pasteurella X; MOLLARET y DESTOMBES le asignaron en
1964 1a denominacion de Germen X. Su inclusién como especie dentro
del género Yersinia y con la actual denominacié: de Yersinia
enterocolitica, bien diferenciada de 1la especie Yersinia
_ pseudotuberculosis, fué propuesta en 1964 por FREDERICKSEN. Este
nombre quedaria definitivamente establecido en 1974, afio en el que

se incluye en la octava edicién del Bergey's Manual of Determinative

Bacteriology (MOLLARET y THAL, 1974).

Pronto aparecieron cepas de Y. enterocolitica con unas
caracteristicas muy peculiares a las que provisionalmente se les
asigné el nombre de Y. enterocoli tica "like", y su estudio condujo a

1a caracterizacién de tres nuevas especies: Y. intermedia (BRENNER

et al., 1980), Y. fredericksenii (URSING et al., 1980) y Y. Kristensenii

(BERCOVIER et al., 1980). E1 habitat de estas especies de escaso poder
patdgeno parece ser el agua para las dos primeras v el suelo para la
tercera; sus propiedades bioquimicas son mas dependientes de la
temperatura que en el caso de Y. enterocolitica, siendo también mas
sensibles a las sales biliares y creciendo en el medio Salmonella-

Shigella sélo por debajo de 30°C (BRENNER et al., 1980; URSING et al.,
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1980; BERCOVIER et al., 1980). Posteriormente, se han caracterizado
otras nuevas especies: Y. aldovae, aislada de ecosistemas acuaticos
(BERCOVIER et al., 1984); Y. rodhei, aislada a partir de aguas y
muestras de heces de perros (ALEKSIC et al., 1987); Y. mollaretiiy Y.
bercovieri propuestas por WAUTERS et al. (1988) como dos nuevas
especies que antes constituian los biogrupos 3 A y 3 B de Y.
enterocolitica. La diferenciaciénlde estas nuevas especies con
respecto a Y. enterocolitica puede realizarse por medio de pruebas

de fermontacién de azucares, como queda reflejado en la tabla 1

(FARMER y XKELLY, 1991).
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Tabla 1. Diferenciacién dentro del grupo de Y. enterocolitica

Fermentacién de

Sacarosa

Rafinosa L-Rhamnosa Celobiosa metil-D-Glucosa Melobiosa
Y. enterocolitica + - = + s =
Y. kristepsenii - - e + 2 8
Y. intermedia + + + + + &
Y. frederiksenii + - + + = &
Y. aldovae - - + - - =
Y. rohdei + + = % - +
Y. mollaretii + - = & i =
Y. bercovieri + - - + - =
5
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1.2.-MORFOLOGIA, CARACTERISTICAS CUT TUKALES Y BIOQUIMICAS

Y. enterocolitica es un pequeno bacilo Gram negativo, no
esporulado, no capsulado, perteneéiente a la familia
ENTEROBACTERIACEAE. Suele presentarse con morfologia de
cocobacilos cortos en cultivos jovenes incubados a 30°C o bien con
una clara tendencia pleomérfica en cultivos viejos sobre todo
incubados a 37°C o cuando ha crecido en medios selectivos como agar
Salmonella-Shigella o Desoxicolato (NILEHN 1969%). Su tamario oscila
entre 1 a 2 um de largo por 0.5 pm dé ancho (NILEHN, 1969%). Presenta
una clara tincién bipolar, mas ficilmente cbservable por medio de

una tincién sencilla con azul de metileno o mediante una tincidn con

Giemsa.

Esta bacteria presenta cambics en su comportamiento
metabdlico Yy fisiolégico en funcién de la temperatura de
crecimientc, asi es mévil por flagelos peritricos a 22°C, cualidad que
se pierde por crecimiento a 37°C (BOTTONE, 1977), habiendose
detectado la perdida de antigenos flagelares a femperaturas

superiores 2 30°C (WAUTERS et al. 1971). ¥én cuantc a =uo

requerimiehtos nutricionales, en rlineas generales,. este
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microorganismo presenta ur.a mayor actividad meatabédlica y una
menor exigencia nutricional a temperaturas inferinres a 30°C
(BCTTONE, 1977). Tiene mayores requerimientos en aminoacidos y
vitaminas a 37°C, encontrindose asi mismo una relacién entre poder
patégeno y necesidades aminoacidicas (LEYVA, 1982). En medios
liquidos la fase exponencial y fase de deceleracidn son mas precoces
y acentuadas a 37°C de forma que en las 15 primeras horas el
crecimiento es ligeramente superior a 37°C que a 22°C, mientras que
a partir de las 36 o 48 horas de incubacién los cultivos contienen
siempre un mayor namero de bacterias a 22°C que a 37°C (WAUTERS,
1970). En lo referente a medios sélidos,Y. enterocolitica crec. vien
en medios de cultivo ordinarios, no necesitando nutrientes
especiales, aunque Se€ desarrolla mejor en agar sangre. Es una
bacteria no hemolitica que tolera una amplia gama de temperaturas
(4°C a 41°C) pudiendo cultivarse tanto en ae_robiosis como
anaerobiosis. Su aislamiento se puede efectuar en medios tipicos
para enterobacterias como Desoxicolato, agar Salmonela—Shigeua (S-
S), creciendo bien en estos medios a 37°C y 22°C cepas 31513‘:1‘35 del

- - L4 o
hombre, mientras que las de origen animal solo crecen en estos
H]

medios a 22°C.La aparicion de coloniasR es relativarente frecuentg

' i i e
sobre todo cuando se cultivan en estos medios selectivos a i
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( b isen
(NILEHN, 1969°). Se ha disefiado un medio especialmente adecuado

para sste fin, el agar de CIN en el que se emplean como agentes

selactivos cefsulodina, irgasan, novobiocina, sales biliares y cristal
violeta (SCHIEMANN, 1979). Una caracteristica a resaltar de este
microorganismo y que lo diferencia del resto de la misma familia, es
su capacidad para crecer a 4°C (BRUNING, 1975), lo que permitiria

usar esta temperatura para el enriquecimiento previo a partir de

muestras clinicas.

Y. enterocolitica posee las propiedades ge: -ales de la familia
ENTEROBACTERIACEAE: bacilo anaerobio facultativo, oxidasa
negativo, catalasa positivo y que utiliza la glucosa por via
fermentativa produciendo acidos pero sin produccidn de gases. Es
capaz de reducir los nitratos a nitritos y de F‘.drélizar la urea
siendo mas intensa esta hidrdlisis a 37°C, mientras que la
produccién de acetoina (NILEHN, 1969°) y produccién de beta-
lactamasas (KOUWATLI et al., 1979) se detectan facilmente a 25°C, _
pero su presencia es nula o escasa a 37°C. Otras propiedades
bioquimicas importantes para su caracterizaciény diferenciacién del
resto de especies de la misma familia son la presencia de ornitina

descari:cxilasa ¥y ausencia de fenilalanina desaminasa (RAMOS
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CORMENZANA, 1979).
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1.3.-PATOGENIA
3.1.-SEROGRUPOS QUE AFECTAN AL HOMBRE

Los trabajos realizados por WINBLAND (1967) sobre antigenos

somaticos permitieron establecer 9 serogrupos, que serian ampliados

a 34 trés los estudios serolégicos de estos antigenos llevados a cabo
por WAUTERS et al. (1971, 1972). También se ha encontrado en esta
bacteria el antigeno comiin de enterobacterias (LE MINOR et al., 1972)

y hasta 20 antigenos flagelares distintos (WAUTERS et al., 1971).

La importancia del tipaje serolégico reside en la relacién
existente entre los serogrupos con la patogénia y su distribucién
geografica. Asi los serogrupos 0:3, 0:8, 0:5,27 y 0:9 son los que mas
frecuentemente afectan al hombre, estando el serogrupo O:8
restringido geograficamente a aislamientos clinicos en Norteamérica,
mientras que en Europa los porcentajes de aislamientos mas elevados
corresponden a cepas de los serogrupos 0:3 ¥ 0:9. No obstante
estudios mas recientes llevados a cabo por SHAYEGANI et al. (1981)
y BLisJNE et al. (1983), han puesto de manifiesto un notable
incremento en los aislamientos correspondientes al serogrupo 0:3en
New York que comenzd en 1978 ¥y 1979. Los estudios epidemioldgicos

realiiados por BISSETT et al. (1990) en el estado de California han
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uest i i i 4
P o de relieve que los aislamientos mas frecuentes a partir de

1984 correspondieron al serogrupo 0:3 seguido del 0:5,27, mientras
que su aparicidén era rara antes de 1981. Ocasionalmente se han

descrito aislamientos del serogrupo 0:8 en Europa, concretamente en

Espafia (DIAZ et al., 1991)

NICOLLE et al. en 1976 encuentran una estrecha relacién entre
biotipia y serctipia con lisotipia, de modo que proponen ésta como
un marcador epidemiolégico adicional a los dos anteriores. Asi, las
cepas del serogrupo 0:3 pertenecen al biotipo 4 y su fagotipia
corresponde a VIII para cepas europeas, IX para africanasy IXb para
las de Canadi, mientras que las cepas del serogrupo 0:9, que

pertenecen al biotipo 2, tienen como fagotipo el X3.

Los recientes avances en tecnologia genética han aportado
buenos métodos de tipaje, basadosenla caracterizacién del genotipo
(sondas RNA o DNA, patrones de restriccién); en este sentido el
analisis del cromosomay plasmido de virulenciaen Y. enterocolitica
mediante el empleo de endonucleasas de restriccién constituyen una

buena alternativaa los métodos convencionales de tipaje (KAPPERUD

et al., 1990).
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3.2.-PATOGENIA EN ANIMALES

Las yersiniosis son 2zoonosis que pueden transmitirse al
hombre. Y. enterocolitica parece muy difundida en la naturaleza,
pues ademis de los aislamientos humanos, se ha encontrado en una
multitud de animales tanto domésticos como salvajes; sin embargo
cada serogrupo tiene un hospedador predilecto, por lo que en pocos
casos se ha visto una implicacion en epidemiologia humana. Asi, los
serogrupos encontrados en chinchillas y liebres no pertenecen a

aquellos que son patégenos para el hombre (WINBLAD, 1973°). Se han

conseguido asi mismo aislamientos en porcentajes significativos a

partir de perros Y gatos (YANAGAWA et al., 1978), a veces
responsables de la transmisién al hombre (WILSON et al., 1976),
roedores (KAPPERUD, _1975), vacas, caballos y ovejas (WOOLEY et al.,
1980), pajaros y ciervos (HUBBERT, 1972), peces y ZOrros (KAPPERUD,
1981). Pero en la mayoria de los casos las cepas aisladas no guardan

relacién con la epidemiologia humana, al tratarse de cepas

pertenecientes a serogrupos no patogenos para el hombre.

Las manifestaciones clinicas que aparecen en el curso de la

infeccién por Y. enterocolitica son similares a las producidas por Y.




pseudotuberculosis. Los animales aquejados de esta enfe

Y rmedad
muestran apatia, anorexia y diarrea que puede ser sanguinolenta. La
muerte sobreviene a las 2 o 3 semanas observandose en la auptosia
microabcesos en higado, bazo y enteritis asociadas o no con
adenopatias mesentéricas e incluso a veces pulmonares. Otras

localizaciones (oculares, éseas, etc.) son menos frecuentes

Es el cerdo la especie animal considerada como reservorio
principal de aquellos serogrupos que afectan al hombre (AHVONEN
et al., 1973; WAUTERS, 1979) y por tanto con una clara implicacién en
epidemiologia humana. La frecuencia de aislamientc y
caracteristicas de la cepa aislada depende del origen de la muestra,
asi, es mids frecuente el aislamiento de muestras de amigdalas y
lengua que de heces, ¥ mientras en las primeras muestras las cepas
aisladas son preferentemente de serogrupo 0:3 en paises europeos,
en muestras de heces junto con cepas de este serogrupo también se
aislan cepas con caracteristicas idénticas a las aisladas en peces,
roedores y medio ambiente. Esto hace pensar que el cerdo es un
portador asintomitico de Y. enterocolitica, a la que podia

considerarse un habitante normal de su cavidad oral, por lo que este

animal debe jugar un importante papel en la epidemiologia de la




INTRODUCCION

infecciones en la especie humana (PEDERSEN, 1979: WAUTERS 1979)

Estudios genéticds mediante en el empleo de endonucleasas de
restriccién evidencian una gran similitud en los patrones de
restiiccién cromosémicos y plasmidicos de especies aisladas del
hombre y el cerdo lo que habla a favor. de la importancia del cerdo

en las infecciones en el hombre por Y. enterocolitica (NESBAKKEN et

al., 1987; KAPPERUD et al., 1990).
'3.3.-PATOGENIA EN EL HOMBRE

La importancia de las manifestaciones digestivas y de la
diarrea vn particular, juntos con el hecho de haberse aislado esta
bacteria de distintas zonas del tracto digestivo, asociada a otras
bacterias enteropatégenas indicaria que la via de contaminacién
habitual es la oral. Si bien la transmisién de persona a persona por

un mecanismo> directo no parece posible, si lo es por un mecanismo

inc¢irecto (fecal-oral).

El hombre podria infectarse por el consumo de aguas

contaminadas (LASSEN, 1972), sin embargo las cepas de Y.

enterocolitica mas frecuentemente aisladas de este ecosistema son
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bioquimicamente atipicas y no pertenecientes a serogrupos
patdgenos para el hombre. Otra fuente de contaminacién sarian los
alimentos contaminados, contaminacién que puede tener su origen en
manipuladores, animales o aguas contaminadas. Se ha conseguido el
a.isla.miento de Y. enterocolitica de todo tipo de alimentos como

leche y sus derivados, productos derivados de huevos, carnes crudas

(vaca, cordero y cerdo), vegetales (MOLLARET et al., 1979; LEE, 1977).

A veces se ha demostrado la implicacién de las cepas aisladas en
estos alimentos en enfermedades humanas; no obstante en la mayoria
de los casos las cepas aisladas son no serotipables y resultan

atipicas desde el punto de vista bioquimico.

Las yersiniosis son mis frecuentes en los paises de climas
frios. De este modo, en los paises escandinavos constituyen una de
las enfermedades infecciosas mas frecuentes lo que podria
explicarse por la capacidad que tiene este microorganismo para
crecer a temperaturas bajas (BRUNING, 1975) lo que le permitiria
desplazar a otras bacterias incapaces de crecer a esta temperatura.
Esta caracteristica de crecimiento de la bacteria permite asi mismo
comprender el quela yersiniosis sea una infeccion sujeta a cambios

estacionales apareciendo preferentemente en los meses de otono €
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invierno (VANDEPITTE et al., 1973).

Y. pseudotuberculosis es muy similar a Y. enterocoliticaen lo

que respecta a sus caracteres bioquimicos, caracteristicas de
crecimiento, epidemiologia, y patogenia. La sintomatologia producida
por ambas es muy similar, sin embargo algunos aspectos como
infeccién ileo-cecal, ileitis terminal y diarrea (en sindromes
entéricos) son exclusivos de Y. enterocolitica, mientras que Y.
pseudotuberculosis se asocia mavoritariamente con adenitis

mesentérica y sindromes seudodapendiculares (SWARTZ, 1990).

Y. enterocolitica puede causar en el hombre un buen nimero
de manifestaciones clinicas en relacién a la edad, sexo y el estado
fisico del hospedador, pudiendo hacerse una diferenciacién entre

afecciones sépticas y aquellas en las que no aparece la bacteria o

secuelas asépticas.

3.3.1.-~AFECCIONES SEPTICAS

Y. enterocolitica se comporta en el hombre basicamente

como enteropatogeno, produciendo cuadros gastroentericos
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(VANDEPITTE y WAUTERS, 1979). Las enterocolitis producidas por Y.
enterocolitica suelen cursar con dolor abdominal, fiebre, vémitos y
diarrea, y las heces en ocasiones son sanguinolentas. El prondstico
es leve, desapareciendo la enfermedad al cabo de una o dos semanas
de tratamiento correcto, aunque es posible la aparicién de recidivas
e incluso cuadros crdnicos. La bacteria puede aislarse en las heces
de estos enfermos (WINBLAD, 1973") apareciendo anticuerpos en 1#

segunda semana de infeccién con titulos aglutinantes de 1:80 hasta

1:4000 (NILEHN, 1969"). La presencia de anticuerpos de la clase Ig M

indicaria infeccidn reciente, ya que sélo persiten de 1 a 3 meses,
mientras que anticuerpos Ig G puede aparecer hasta 14 meses

despues (GRANFORS, 1379).

Pero esta bacteria también se ha identificado como causante
de otros procesos mas graves COmO linfadenitis meseptérica
(BRAUNSTEIN et al., 1971), ileitis aguda terminal (BOTTONE, 1977) y
sindromas seudoapendiculares y apendicit.is que frecuentemente

requiefen intervencién quirargica (NILEEN y SJOSTROM,1967).

A pesar ¢e que Y. enterocolitica es capaz de producir una

enterotoxina que se muestra activa en el asa ileal de conejos y en




INTRODUCCION

ratones neonatos (PAI y MORS, 1978) el hecho de que se presente en

cepas tanto ambientales como clinicas (KAPPERUD, 1980) y el que se

produzca sélo a temperaturas por debajo de 30°C (PAI y MORS, 1978)

unido a la demostracién por UNE en 1977 y PAI et al. en 1980
utilizando conejos como modelo experimental, de que la bacteria
penetra en la 1dmina propia intestinal, ha llevado a encuadrar esta
bacteria dentro de aquellos enteropatégenos del ser humano que
acti}_an por un mecanismo invasivo, atravesando la limina propia
intestinal y alcanzando los ganglios linfaticos mesentéricos, no
sobrepasando este nivel en individuos no inmunocomprometidos
(LEVINE et 2l., 1983). Otros autores han indicado la posibilidad de
que este microorganismo, en determinados individuos, alcance la
circulacién general llegando a originar cuadros sépticos y
manifestaciones extraintestinales (lesiones supurativasy nodulares
en higado, lesiones supuradas en pulmén y meninges etc.). Tales
individuos serian inmunocomprometidos o de avanzada edad
(WINBLAD, 1973%), individuos cirréticos (BOUZA et al., 1980) afectados
de talasemia (BUTZLER et al., 1978) o individuos con sobrecarga

plasmatica de hierro (hemosiderosis)(RABSON et al., 1975; ROBINS-

BROWNE et al., 1979).
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RABSON et al. (1975) distinguen una forma de septicemia aguda
con trastornos gastrointestinales y otra forma subaguda con
trastornos en la zona del hipocondrio derecho sin manifestaciones

gastrointestina.es y de peor prondstico que la primera.
3.3.2.-AFECCIONES ASEPTICAS. SECUELAS

La principal secuela originada por la yersinionis es la
artritis aséptica, no purulenta, similar a la fiebre reumatica
(WINBLAD, 1973%: WINBLAD, 1975), apareciendo en estos individuos una
persistencia anorumalmente elevada en los titulos de Ig A
subsiguiente a la infeccién por esta bacteria (GRANFORS, 1979).
Suele presentarse en individuos adultos y generalmente asociada a
~resencia del antigeno de histocompatibilidad HLA B-27 (AHO et al.,
1974: GRANFORS et al., 1980). En individuos con igual haplotipo se ha
relacionado con la aparicion del sindrome de Reiter caracterizado
porla aparicion de artritis junto .a uveitis y conjuntivitis (DAUSSE‘I‘,
1981). Se ha descrito también como secuela de la yersiniosis el
sindrome de Sjégren (LARSON, 1979), enfermedad de naturaleza
autoinmune que se caracteriza por sequedad de boca (xerostomia) y

de ojos {queratoconjuntivitis) consecuencia de la destruccion,
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mediada inmunoldgicamer.te, de glandulas lacrimales y salivares y en

muchos casos asociada a otras enfermedades autoinmunes,
generalmente artritis reum itoide. En individuos afectados por este
sindrome, mayoritariamente mujeres de mediana edad, se ha
demostrado la existencia de autoanticuerpos frente a conductos
salivares y tiroides (ROITT, 1984), safialando a este respecto la
existencia de una relacién antigénica entre Y. enterocolitica y la
membrana de las células tiroideas (LIDMAN et al., 1974). Otra secuela
aséptica tempranamente reconocida fué el eritema nodular (WINBLAD,
1966). La frecuencia corta de la sintomatologia gastrointestinal

precedente asi como la duracién relativamente corta lo diferencia

con el de otras etiologias.

WINBLAD (1973") establece una relacién éntre la edad del
individuo infectado con el sindrome originado por esta bacteria, de
modo que hasta los 20 anos predominarian los sindromes
gastrointestinales y linfadenitis mesentérica; enel individuo adulto
(20 - 60 afios) se prodacirian preferentemente disturbios abdominales
agudos, diarreasy artritis; mientras que en personas maycres de 60

anos la manifestacion predominante seria el eritema nodular.
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LARSON (1979, ha propuesto tres estadios en lo referente a las

manifestaciones clinicas:

- Fase primaria o aguda que apareceria en los primeros
dias de la infeccidén y donde las principales manifestaciones serian
enteritis, linfadenitis mesentérica, apendicitis, ileitis aguda
terminal, tonsilitis, neumonia, secticemia, erisipela y abcesos.

- Fase secundaria o de complicacién donde aparecerian
desérdenes inflamatorios en piel, astralgias, mono y poliartritis,

4
: artritis reumatoide aguda y mis raramente uveitis, pericarditis y

obstrucciones vasculares.

- Fase terciaria o recurrente donde encontrariamos la

| artritis reumatoide, dermatitis inflamatoria, lesiones arteriales y

res y enfermedades autoinmunes como el sindrome de

e

muscula

Sjogren.

3.3.3.-DIAGNOSTICO

stico de yersiniosis esti basado en el

i i,

El diagnd

de la bacteria y la serologia.

aislamiento

El aislémiento a partir de tejidos normalamente




estériles (sangre, liquido cefalorraquideo, triturado de ginglios

mesentéricos...) no ofrece mayor dificultad, pués la bacteria crece
bien en agar sangre y en medios selectivos; sin embargo el
aislamiento a partir de heces presenta mayores problemas por la
flora intestinal acompanante. El enriquecimiento previo de la
muestra por incubacién a 4°C no es un procedimiento practico, pues
alarga mucho el tiempo de aislamiento e identificacién ademas de
producir una seleccién de cepas no patdgenas y de otras yersinias.
El medio mais recomendado para el aislamiento de Yersinia
enterocolitica a partir de muestras de heces es el agar de CIN,
incubando _durante 24 horas a 37°C o a 22°C durante 48 horas,
apareciendo a las 18 - Z4 horas colonias transliicidas pudiendo verse
a veces el centro de la misma un color rojo oscuro. Puede
introducirse también en la rutina de laboratorio agar Mac Conkey,
incubando a 37°C 24 horas apareciendo colonias mas pequenas que
en el caso de otras enterobacterias, y usualmente lactosa negativas
aunque pueden aparecer cepas lactosa positivas; El empleo de otros
medios selectivos como el Hektoen 1/ agar Salmonella-Shigella no es

adecuado pues el crecimiento de muchos serogrupos [ :ede inhibirse

on estos medios (FARMER ¥ KELLY, 1991).
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Identificacion y diferenciacién de serogrupos patégenos y

cepas virulentas:

Para la identificacién del micrcorganismo, una vez aislado
puede realizarse por medio de un screening bioquimico en el que se
incluird un TSI y actividad ureasa, asi como observacion de la

movilidad a 37°Cy 22°C (FARMER y KELLY, 1991).

Para confirmar el que la cepa de Y. enterocolitica es la

causante del proceso infeccioso, es necesario demostrar su

pertenencia a un Serogrupo patégeno asi como detectar la presencia o A

del plismido de virulencia. Para diferenciar los serogrupos o

patégenos de aquellos que no lo son existen diversos test como son:

test de 1a pyrazinamidasa negativo en aquellos Serogrupos patdgenos

(KANDOLO ¥y WAUTERS, 1985); ¥ negatividad en la hidrélisis de la

esculina y fermentacién de la salicilina en aquellos patdgenos

(SCHIEMANN et al., 1981; TOMA et al., 1984). En la tabla 2 quedan

reflejados los resultados de estos test.

Parala deteccidn del plasmido de virulencia existen diversos

procedimientos basados todos ellos en detectar marcadores
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asociados al mismo, de los que se hablara mas ampliamente en el

capitulo siguiente. S6lo cabe mencionar aqui que el uso de medios

sdlidos adicionados de oxalato magnésico y rojo congo, permiten
detectar siraultineamente 2 marcadores plasmidicos como son el
requerimiento de calcio para crecer a 37°C y la incorporacién del

colorante anterior por las colonias portadoras del plasmido crecidas

a 37°C (RILEY y TOMA, 1989).

El diagnéstico serologico puede realizarse pof medio de -
ura agiutinacién empleaﬁdo ¢omo antiggno cepas ‘dé los serogrﬁpos
0:9, 0:3 y 0:8 (serogrupos patdgenos mas fr_ecuentes) crecidas a 26°C
y posteriormente autoclavadas; titulos mayores a 1280 indicarian
enfermedad aguda, teniendo ya valor diagnéstico titulos superiores
a 160 (FOWLER y BRUBAKER, 1986). Pueden utilizarse también técnicas
de radioinmunoensayo € inmunoenzimoensayo, que pemiten detectar
titulos de anticuerpos de clases 1gG, IgA e IgM; La presencia de
titulos de IgM indicaria irfeccién reciente, persistiendo de 1 a 3
meses, mientras que anticuerpos de clase IgG pueden persistir hasta
14 meses despues de haberse adquirido la infeccién (GRANFORS,
1979). Ha de tenerse en cuenta la posibilidad de reacciones cruzadas

entre el serogrupo 0:9 y Brucella (BUNDLE et al., 1984), asi como la




aparicién de titulos anormalmente elevados frente a Yersinia

enterocolitica en individuos afectados de tiroiditis autoinmune

(BECH et al., 1977).




Tabla 2. Test para identificacién de serogrupos patSgenos en Y. enterocolitica

Reaccion

Y.enterocolitica Otras especies en
el grupoc de
Serogrupos Serogrupos Y. enterocolitica
patégenos no patégenos

Pyrazinamidasa " + +

Fermentacién salicina +

Hidrélisis esculina
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3.3.4.-TRATAMIENTO

En 1982 1a O.M.S. recomendaba la asociacién de trimetoprim-
sulfametoxazol para las formas de yersiniosis no complicadas,
mientras que para las formas graves se recomendaba el empleo de
tetraciclinas (excepto en nifios) aminoglucosidos y cloranfenicol, no
ne.cesitando el empleo de antibiéticos la formas entéricas, en los que
sélo se debe emplear tratamiento sintomitico. KWAGA e IVERSEN
(1990) encuentran que las cepas de Y. enterocolitica aisladas del
cerdo y productos derivados del mismo son muy sensibles a algunas
cefalosporinas (cefriaxona, ceftazidima y cofotaxima), imipenen,
ticarcilina asociada a clavulénico, aztreonan, fluoroquinolonas y
trimetoprim-sulf ametoxazol, recomendando estos para prevenciénde

zoonosis; asi mismo observan la aparicion de resistencias frente a

nuevas penicilinas (ticarcilina, mezlocilina), no encontradas

anteriormente por HORSTEIN et al. (1985).
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1.4.-PLASMIDO DE VIRULENCIA

4.1.-HISTORIA

A partir de 1980 se produce un cambio sustancial sobre el
conocimiento de los factores de virulencia en Yersinia, afio en el que

aparecen dos trabajos que confirman la existencia de un plasmido

asociado a la virulencia de Y. enterocolitica (ZINK et al., 1980;

GEMSKI et al., 1980%), plésmido cuya presencia habia sido sugerida
dos afios antes por ZINK et al. (1978); las primeras observaciones de
ZINK et al. (1978, 1980) se referian a la asociacién entre la
invasividad "in vivo", revelada por la produccién de conjuntivitis
en cobayas, y la presencia de un plasmido. En el trabajo de GEMSKI
et al. (1980%) se aso;ia no sélo con la invasividad "in vivo", sino
también con la letalidad para ratones infectados peritoneal u
oralmente (hay que mencionar aqui que el estudio se realizé con
cepas del serogrupo 0:8, altamente virulentas para el ratén) y con la
dependencia de calcio para crecer a 37°C. El conocimiento de la
presencia de un plédsmido a;sociado alavirulenciayal requerimiento
a 37°C se extendié rapidamente a otras

de calcio para crecer

especies del mismo género como Y. pseudotuberculosis (GEMSKI et
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al., 1980°) y Y. pestis (FERBER y BRUBAKER, 1981; PO.RTNOY y FALKOW
1981); sin embargo su presencia no es segura en Y. intermedia, Y.
frederiksenii y Y. kristensenii (PRPIC et al., 1985) y tampoco se ha
detectado su presencia en Y. mollaretii y Y. bercovieri (WAUTERS et

al., 1988) y Y. rohdei (ALEKSIC et al., 1987).

La caracterizacidén fisica y determinacién del peso molecular
de este plismido de virulencia se consiguié por medio de
electroforesis en geles de agarosa, encontridndose ligeras
diferencias en su peso molecular entre unos serogrupos y otros; asi
PORTNOY et al. (1931) detectan el plasmido de virulencia en cepas de
los serogrupos 0:Tacoma, 0:8, 0:18, 0:20 y 0:1 asignandoles un peso
molecular (determinado a través de sus movilidades relativas en
geles de agarosa) de 48 Mdal al primero de ellos y 40 a los demas. Al
igual que estos autores otros investigadores como VESIKARI et al.
(1981) caracterizan fisicamente el pldsmido en los serogrupos 0:8, 0:9
y 0:3 asignandole un peso molecular de 42 Mdal, 44 Mdal y 47 Mdal

respectivamente; AULISIO et al. (1983) calculan su peso molecular 2n

42 Mdal en cepas de los serogrupos (:4,32, 0:13,7, 0:21,0:8 y 0:2 ¥ de

44 o 42 Mdal en el serogrupo 0:3; también es caracterizado

fisicamente en cepas pertenecientes a seroerupos 0:2 y 0:5, aisladas




a partir i iniosi
P de animales con yersiniosis, con pesos moleculares de 43 a

58 Mdal en el serogrupo 0:2 y de 41 Mdal en el 0:5 (KAPPERUD et al

1985%).

Pronto irian apareciendo complicaciones a estos primeros
descubrimientos, asi WACHSMUTH et al. (1984) y PRPIC et al. (1985)
encuentran cepas que poseen un plasmido con un tamafio similar al
de virulencia y asociado a algunos marcadores plasmidicos, pero que
carecen de virulencia en ratones con sobrecarga oral de hierro como
tratamiento facilitador de la infeccién. Otra complicacién aparece
cuando KAY et al. (1982) describen la presencia de un pléasmido de 82
Mdal junto con el tipico de virulencia y a veces en solitario en cepas
virulentas de Y. enterocolitica, pero este nuevo plismido seria
considerado como un dimero del plasmido de virulencia presente en

dichas cepas (WACHSMUTH et al., 1984).

Aunque la presencia del pléasmido de virulencia es un
requisito indispensable para que Y. enterocolitica sea virulenta, no
es condicion suficiente ya que también se requieren genes

cromosémicos. De hecho la transferencia del plasmido de virulencia

de dichos genes (cepas "ambientales”

a cepas que carecen
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pertenecientes a serogrupos no patdgenos) no las convierte en

virulentas (HEESEMAN et al., 1984).
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4.2.-FUNCIONES ASOCIADAS AL PLASMIDO. MARCADORES PLASMIDICOS

Simultaneamente al hallazgo del plismido de virulencia en Y.
enterocolitica, aparecen trabajos que tienen por objeto detectar
marcadores seguros y faciles de determinar asociados al mismo

£ . . e . # :
establecer su significacién y conocer los mecanismos de virulencia

asociados a él.

LAIRD y CAVANOUGH (1980) encontraron que las cepas
virulentas para r-~tones presentaban el fenémeno de
autoaglutinacién (formaci6a de fléculos o agregados) cuando crecian
a 37°C en medios liquidos de cultivo de células animales, mientras
que esta caracteristica no se manifestaba en cepas avirulentas que
crecian en suspehsién dispersas y homogéneas, fenémeno yue no era
nuevo pues era conocidoen Y. Jpseudotubf:rculosz‘s (BRUBAKER, 1967).
Investigaciones posteriores establecieron ya una correlacién entre
autoaglutinacién a 37°C en medios de cultivo de célulz - aaimales y

presencia del plasmido de virulencia asociada al requ-rimiento de

calcio para crecer a esta temperatura (VESIKARI et al., 1981; PAIy DE

STEPHANO, 1982; SCHIEMANN y DEVENISH, 1982; AULISIO et al., 1983).

Asi mismo, KAPPERUD Yy LASSEN (1983) encuentran una estrecha
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relacién entre la presencia del plasmido de virulencia y la capacidad

de esta bacteria crecida a 37°C para aglutinar hematies de cobaya,

hemaglutinacién resistente a la presencia de manosa (MRHA). La

dependencia de calcio que presentan las cepas portadoras del
plasmido de virulencia para crecer a 37°C es un marcador atil que
permite diferenciarlas de las no portadoras del plasmido de
virulencia; también permite la obtencion de derivados isogénicos sin
plasmido a partir de una cepa con plamido, pues las colonias que
crezcan a 37°C en un ﬁxedio limitado en calcio, como es el medio MOX
(HIGUCHI y SMITH, 1961), a partir de la siembra de una ccpa
virulenta, representan clones que han perdido espontineamente el
plasmidc. No tardarian, sin embargo en aparecer trabajos criticos
que hacian entreveer una mayor compleiidad, asi PERRY y BRUBAKER
(1983) encuentran cepas que manifiestan el fendémeno de la
autoaglutinaciéon como una propiedad constitutiva, lo que
disminuiria su valor comc marcador plamidico, si bienen estos casos
el fendmeno no guardaba relacién con la temperatura de crecimiento;
aparecen también cepas que no presentaban el fenémeno de
autoaglutinacioén pero que manifestaban su dependencia de calcio
para crecer a 37°C, y cepas autoaglutinables que no lo rquieren y

en ambos casos dén positivos algunor de los ensayos de virulencia




INTRODUCCION

realizados (KAY et al., 1983).

Uno de los principales factores determinantes de virulencia
en Y. pestis es la capacidad de producir antigenos Vy W (fenotipo
VWa') (BURROWS y BACON, 1956). En el caso de .Y. entercrolitica, un
primer estudio con cepas altamente virulentas del serogrupo 0:8
nermitié detectar la produccién de ambos antigenos en bacterias
crecidas a 27°C en condiciones limitantes en calcio; el hecho de que
se pudiesen obtcner con relativa frecuencia mutantes incapaces de
producir estos anti,=nos y que ademis no presentaran dependencia
de calcio para crecer a 37°C hizo pensar que su produccion estaba
mediada por un plasmido y no por el cromosoma, y muy posiblemente
el plasmidoc descrito por entonces por GEMSKI et al. (1980%).
Posteriormente PERRY y BRUBAKER (1983) definian el fenotipo vwa'
en Y. enterocolitica, mediado por un plasmido de 41 a 48 Mdal y
caracterizado por le requerimiento de calcio para crecer a 37°C; la
expresion del antigeno W a 37°C en ausencia de calcio (reprimible
por adicién de calcio en 1la mayoria. de las cepas); la
autoaglutinacién a 37°C no afectada por la presencia de calcio; ¥ la
resistencia al poder bactericida del suero humano fresco, expresada

a 37°C y tampoco afectada por el calcio (por lo tanto independiente

34
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de la expresidn del antigeno V).

El hecho de que el plasmido no sea autotransmisible por
conjugacién y las dificultades que plantea la tranformacién del DNA
plasmidico en el género Yersinia plantean problemas para el estudio
del verdadero papel del plasmido en la virulencia de Y.
enterocolitica, que se han podido superar mediante distintas
aproximaciones. Por una parte, técnicas de DNA recombinante han
permitido construir hibridos entre el pliasmido y el vector

movilizante de amplio espectro pRK 290, que introducidos en

receptores de Y. enterocolitica portadores del plasmido de

virulencia originaron ccintegrados de ambos plasmidos; estns

cointegrados, no conjugativos, se introdujeron por transformacién

en E. coli, del cue se transmitieron con ayuda de un plasmido

"helper" de amplio espectro, a cepas avirulentas de Y. enterocolitica

en las que se restauraron las propiedades Ae letalidad para el ratén,

conjuntivitis en cobayasy dependencia de calcio a 37°C (HEESEMANN

y LAUFS, 1983). En trabajos posteriores movilizarido determinadas

partes del plasmide, también por ~ointegracién, HEESEMANN et al.

(1984) separan dos grupos de caracteres plasmidicos: la virulencia

ransconjugantes vienen de

"in vivo", solo expresada cuando los t
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- [4 . - , . .

cepas isogénicas sin plasmido derivadas de las cepas donantes; y la
»

dependencia de calcio y autoaglutinacién transferibles a diversos

receptores no isogénicos con los donantes.

Otros autores centran sus investigaciones en estudiar la

interaccién de Y. enterocolitica con células de mamiferos "in vitro"

e "in vivo", asi como el establecer el posible papel del plasmido en :

esta interaccién.

Ya en 1977, antes de tenerse conocimiento sobre la existencia
del pldsmido de virulencia, LEE et al. describen la capacidad que
presenta Y. enterocolitica para invadir células HeLa, pero no
encuentran una relacién entre invasividad "in vitro" y virulencia,
pues no todas las cepas que se mostraban invasivas eran virulentas
paré el hombre. No obstante, ‘'sil se er~ ontra una relacién entre
capacidad de penetracién en cé...as Hela y la induccién de
enterocolitis experimental en conejos (UNE, 1977). En cuanto a la
relacién entre invasividad "in vitro" y la presencia del plasmido de
virulencia, los trabajos de SCHIEWN y DEVENISH (1982) demuestran

que la pérdida de este plasmido no afecta a la capacidad infectante

en células HeLa, pero encuentran una correlacién entre invasividad
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y biotipos capaces de fermentar la sacarosa, restringiendose la

invasividad a los serogrupos 0:1, 0:1,2,3, 0:3, 0:5,27, 0:8, 0:9 y 0:21.

Tampoco se han encontrado evidencias de que la presencia del
plasmido de virulencia influya en la infeccién de células HEp-2
(linea epitelial humana) por Y. enterocolitica, si bien las cepas
portadoras del pldsmido se manifiestan mas téxicas que las no
portadores, mostrandose esta citotoxicidad por el despegue de las
células de la superficie en la que han crecido en monocapa
(PORTNOY et al., 1981); de hecho investigaciones mas recientes han
localizado el fragmento de DNA plasmidico responsable do este
efecto citotdéxico (MILIOTIS et al., 1990). No sélo la presencia del
plasmido de virulencia no parece influir en la invasividad "invitro",
sino que hace que la cepas portadoras sean menos invasivas,
considerando el término invasién como internamientro intracelular
(VESIKARI et al., 1981). Los trabajos de LASSEN y KAPPERUD en 1986
con cepas de los serogrupos 0:3,0:9y0:8ysu interaccién con células
HEp-2 ponen en evidencia como la presencia del plasmido de
virulencia en cepas de los serogrupos 0:9 y 0:3 se oponé ala
internamientc de la bacteria (en el 0:3 ademis se requiere la

ient is ia es constitutiva
temperatura de 37°C), mientras que esta resistenc

en el serogrupo 0:8. La presencia del plasmido de virulencia, por
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tanto iari i
, se asociaria con la adherencia o unidén a la superficie de

célula -2, mi i
s HEp-2, mientras que su ausencia se asociaria a invasividad

en los serogrupos patégenos, unicos capaces de interaccionar con
células de mamifero "in vitro" (VESIKARI et al., 1983). Estos hechos
son de gran importancia si se tiene en cuenta que pueden ser
oxtensibles a otras células, como es el caso de macréfagos, por lo
que la presencia del plasmido de virulencia pudiera asociarse a una
proteccion frente a la fagocitosis, al menos en cepas pertenecientes
a los serogrupos 0:3 y 0:9 (VESIKARI et al., 1983). En este sentido
hablan los trabajos llevados a cabo por LIAN y PAI quienes en 1985,
al estudiar la interaccién de Y. enterocolitica con polimorfos
nucleares neutréfilos "in vitro" mediante el empleo de técnicas de
quimioluminiscencia, encuentran que la respuesta de
quimioluminiscencia para cepas con plasmido a 37°C es menor que
para esas mismas cepas 2 'v O bien para cepas sin plasmido a
cualquier temperatura. Al extender estos estudios a una situacion
"in vivo" ha de tenerse en cuenta que difiere de la situacién "in
vitro", no sélo por la interdependéncia entre los mecanismos
defehsivos humorales y celulares existentes en un organismo Vivo,
sino también por la influencia que ejerce el medio en la expresion

de aquellos factores mediados plasmidicamente (SKURNIK, 1985). En
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este sentido los trabajos de LIAN et al. (1987) por medio del empleo

de microscopia electrdnica, muestran como cepas del serogrupo 0:3
sin plasmido de virulencia inoculadas intradérmicamente en conejos
son fagocitadas, mientras que las que poseen este plasmi-do escapan
a la fagocitosis lo que les permite crecer extracelularmente,
situacién similar a la encontrada por HANSKI et al. (1991) en el

serogrupo 0:8 en la cavidad peritoneal en ratones.

El hecho de que la invasividad esté mediada por el cromcsoma
y el que la inhibicién de la fagocitosis lo esté por el plismidc
permite explicar el camino que sigue Y. enterocolitica en el
intestino tras una infeccién oral. Después de la administracién oral
de la bacteria, ésta es capez de penetrar en la lamina propia
intestinal siendo fagocitada en esfa por PMN Yy células
mononucleares aquellas cepas que no poseen plasmido de virulencia,
mientras que la presencia del plasmido protegeria a la bacteria de
la fagocitosis permitiéndole proliferar extracelularmente, jugando
la membrana basal un papel decisivo en la limitacién de la entrada

de la bacteria (HANSKI et al., 1989).

En cuanto a la vinculacién entre presencia del plasmido de
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virulencia y la invasividad "in vivo" estudiada a través del test de

SERENY (1955), fué puesta de manifiesto junto a las primeras
alusiones sobre la existencia de este plasmido en cepas virulentas
de Y. enterocolitica (GEM3KI et al., 1980°%; ZINK et al., 1980). No existe
relacién entre la invasividad "in vivo" e "in vitro", asi serogrupos
que se muestran invasivcs en cultivos celulares sin plasmido de
virulencia no son capaces de producir conjuntivitis en cobayas
(MAKI et al., 1983). La capacidad que presentan Y. enterocolitica para
producir conjuntivitis en cobayas varia en funcién del biotipo y
serogrupo, asi, las cepas portadoras del plasmido pertenecientes al
serogrupo 0:8 (biotipo 1) dan el test positivo, pero las de los
serogrupos 0:3 y 0:9 se han descrito como negativas (MORS y PAI,
1980), aunque estos Serogrupos pueden producir una conjuntivitis
moderada a condicién de utilizar unos indculos suficientemente
grandes (SCHIEMANN y DEVENISH, 1986). Segn AULISIO et al. (1983),
sbélo las cepas que ademis de poseer el plasmido sean capaces de
producir lipasa (propiedad que define al biotipo 1) dan una clara

positividad en el test de Serény.

Por otro lado las cepas portadoras del plasmido de virulencia

- . - # .Cida
crecidas a 37°C poseen una mayor resistencia a la accion bacterl




INTRODUCCION

de ¥
1 suero humano fresco, a la cual son sensibles los derivados

isogénicos sin pldsmido; esta resistencia que es independiente de la

presencia de calcio, pudiera jugar un importante papel en la

virulencia de Y. enterocolitica (PAI y DE STEPHANO, 1982; MARTINEZ

1983).

Ademas de la autoaglutinacién y dependencia de calcio para
crecer a 37°C, otro marcador plasmidico que permite una facil
diferenciacién de las cepas portadoras de las no portadoras del
plésmido es la diferencia en la morfologia colonial a 37°C en medio
RPMI 1640 solidificado con agar. Las cepas con plasmido criginan
microcolonias a las 48 horas, mientras que las cepas sin plasmido
forman colonias grandes Yy de superficie lisa (MAZIGH et al., 1983).
Pueden también diferenciarse por medio del ensayo del crital violeta
(BHADURI et al., 1987), basado en la incorporacién de este colorante
de las cepas portadoras de. plasmido crecidas a 37°C, siehdo
incapaces de incorporarlo cuando han crecido a 25°C o cuando
carecen del pasmido a cualquier temperatura, de modo que las

primeras a 37°C darén colonias de color violeta oscuro mientras que

a 25°C ycepas sin plasmido apareceran con un tono blanco. Otro test

que permite esta diferenciacion de un modo rapido es el ensayo del
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Rojo Congo, consistente en la incorporacién de éste por las cepas

portadoras del plidsmido después de haber sido sembradas en un
medioc sélido que contenga el colorante y tras 48 horas de incubacién
a 25°C, de modo que éstas apareceran de color violeta y las no

portadoras por el contrario de color blanco o rosa (PRPIC et al.,

1983; PRPIC et al., 1985).

Asociado al plasmido de virulencia se encuentra la produccion
de proteinas de membrana externa codificadas por el mismo, asi como
la secrecién de éstas al medio, punto que sera tratado en el apartado

que se expone a continuacién.
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4.3.-PROTEINAS CODIFICADAS POR EL PLASMIDO

4.3.1.-INTERNAS

Los antigenos V y W (designados VWa) fueron

identificados inicialmente en extractos de cepas virulentas de Y.
pestis por BURROWS y BACON (1956), quienes posteriormente los
encontraron también en extractos de cepas virulentas de Y.

pseudotuberculosis (BURROWS y BACON, 1960).

CARTER et al. (1980), utilizando antisueros de conejo frente a
Y. pestis, demostraron por técnicas de inmunodifusion en gel la
presencia del antigeno V (Va) en una cepa virulenta de Y.
enterocolitica (serogrupo 0:8) y su ausencia en un derivado de la
misma carente del plasmido. Al igual que en los casos de Y. pestisy

Y. pseudotuberculosis, la sintesis de Va por cepas virulentas de Y.

enterocolitica ocurre a 37°C en medios limitados en calcio (CARTER

et al., 1980; PERRY ¥ BRUBAKER, 1983). En estas condiciones, PERRY

y BRUBAKER (1983) detectaron Va en cepas virulentas de Y.

enterocolitica pertenecientes a los principales Serogrupos

patogenos (0:3, 0:9, 0:8, 0:4,32,0:15y 0:21).
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.Aunque Va se localiza intracitoplasmicamente, las condiciones

que favorecen su produccién promueven también su secrecién al
medio. BOLIN et al. (1988) establecieron en 38 Kdal el peso molecular
del Va secretado por las tres especies (Y. pestis, Y.
pseudotuberculosisy Y. enterococlitica), usando como representante
de Y. enterocolitica una cepa virulenta del serogrupo 0:8. Segun
MICHIELS et al. (1990), Va puede detectarse tanto en fracciones
solubles como en sobrenadantes de cultivc de Y. enterocolitica, pero
su presencia es escasa en la fraccién de proteinas de membrana
externa. Estos autores dan un peso molecular de 41 Kdal al Va

producido por una cepa del serogrupo 0:9, resefiando que la misma

proteina ha sido designada también com Yop4l.

Segiin BRUBAKER (1991), se ha considerado generalmente que
Va esté implicado en los mecanismos de virulencia de las yersinias.
En su trabajo ya citado sobre Y. enterocolitica, CARTER et al. (1980)
especulan sobre el posible papel de Va en la resistencia a los
mecanismos bactericidas de los fagocitos. UNE y BRUBAKER (1984)
demostraron que la administracion intravenosa de Va a ratones
infectados por la misma via con una cepa avirulenta de Y.

enterocolitica interfirié con la depuracién de las yersinias,




promoviendo su supervivencia en pulmones, bazo e higado. Esta
interferencia con la fagocitosis ocurre "in vivo" pero no "in vitro"
»

lo que sugiere que Va ejerce algin tipo de bloqueo sobre la

activacidén de macréfagos por linfocitos.

La membrana externa de Gram negativas constituye la
interfase que separa el medio externo del medio interno bacteriano
existiendo por tanto entre ésta y el hospedador una importante
interaccién tanto a nivel de virulencia por parte de la bacteria como
a nivel defensivo por parte del organismo hospedador. Diversos
autores han centrado sus esfuerzos en el estudio de las moléculas
codificadas por el plasmido de virulencia, asi como de sus posibles
funciones en la virulencia de Y. enterocolitica. En 1981 PORTNOY et
al., detectan por primera vez la existencia de polipéptidos
codificados por el plasmido en extractos antigénicos enriquecidos
en proteinas de membrana externa obtenidos a partir de cepas del

serogrupo 0:8 crecidas en BHI a 37°C Y reprimibles por la presencia

de calcio, no apareciendo a 25°C ni en cepas sin plasmido a cualquier

temperatura. Estas OMPs (proteinas de membrana externa)
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codificadas por el plasmido de wvirulencia se conocen

convencionalmente por algunos auto' 3s por el término de Yops
(Yersinia Outer Membrane Proteins) y a medida que se les ha ido
caracterizando se les ha asignado numeros y a los genes que las
codifican se les ha denominado como yop seguida Gc una letra; sin
embargo CORNELIS et al. (1987%), proponen para la identificacidn de
estos polipéptidos el término de Yops o POMPs (Plasmid Outer
Membrane Proteins) seguido de un nimero igual a su peso molecular
en Kdal y para los correspondientes genes el término yop seguido del
mismo niimero. Més recientemente en una reunién celebrada en 1990
en la Universidad de California se acordé un cambio en la
nomenclatura de la Yop de mayor peso molecular (denominada Yopl
o P1) y que pasa a llamarse YadA (referido por PAERREGAARD et al.,

1991%).

PORTNOY et al. en 1984 detectaron la presencia de cuatro
Yops en cepas del serogrupo 0:8 crecidas a 37°C y un ano después se
amplié a cinco el ntimerc de estos polipéptidos (BOLIN et al., 1985).
La presencia de Yops ha sido confirmada en otros serogrupos como
0:9 (SKURNIK et al., 1984), 0:2 0:5,27 (KAPPERUD et al., 1985%), 0:4,32 y

0:21 (CHANG Y DOYLE, 1984), aunque no todos coinciden en el namero
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y peso molecular de estos polipéptidos existiendo variaciores

incluso dentro del mismo serogrupo. El mGmero y peso molecular de

las Yops varia de unos serogrupos a otros, dependiendo del medic de

cultivo utilizado y de los procedimientos de extraccion y analisis de
las mismas. En 1a Tabla 3 quedan reflejados los pesos moleculares de

las Yops de los distintos serogrupos asignacos por diversos autores.

En general, existe poca ~ariacién en la asignacion de pesos
moleculares de Yop5 (24 Kdal - 26 Kdal), Yop4 (35 Kdal - 38 Kdal) y
Yop2 (46 Kdal - 52 Kdal) (BOLIN et al., 1985). Si existe, s'n embargo,
una mayor discrepan:ia respecto al peso molecular de Yopl : en
cepas del serogrupc 0:8 se le ha asignado un peso molecular de 180
Kdal (KAPPERUD et al., 1985°) o de 150 Kdal (PORTNOY et al., 1984;
BOLIN et al., 1985) e incluso CHANG y DOYLE (1984) detectan dos con
pesos moleculares de .50 y 140 Kdal. En cepas del serogrupo 0:3y 0:9
Yopl tiene un peso molecular comprendido entre 200 y 240 Kdal
(SKURNL et al., 1984; CORNELTS et. al,, 1986; \ALESKA et al., 1¥85).
KAPPERUD et al. (1985°) detectan esta Yopl en distintos serogrupos
(incluidos el 0:3,0:3v0:9) asignandole un pesc molecular de 180 Kdal.
Al contrario que ocurre con el ‘esto de YOFS, la aparicién de esta

proteina de elevado peso molecular en la membra..a externa no seve




INTRODUCCION

afecta.a por la presencia de calcio en el medio (SKURNIK et al. 1984;

MARTINEZ, 1983; BCLIN ct al. 1985) y es capaz de aparecer en medios
minimos perc siempre a la temperatura de 37°C; para que el resto de
Vops aparezcan en la membrana externa de Y. enterocolitica es
riecesario su crecimiento en un medio rico a 37°C y se favorece por
la ausencia de calcio (PORTNOY et al., 1984) pero en un medio minimo
a pesar de tener lugar su sintesis no seran insertadas en la

membrana externa, por lo que no se detectaran en ésta (BOLIN et al.,

1985).




Tabla 3. Pesos moleculares de

Yops en Kdal

INTRODUCCION

Serogripo

0:8
0:8
0:8
0:8
0:3

(a)
(b)
(c)
(£)
(£)

0:5,27(£)

0:9
c:9
0:9
0:9
0:9

(c)
(9)
£)
(4)
(e)

150
150
160 140
18C
180
180
180 160
140
180
240
210

). PORTNOY et al., 1984.

. BOLIN et al., 1985.

_ CHANC v DOYLE, 1984.

. SKURNIK et al., 1984.

. CORNELIS et al,, 1987.

_ KAPPERUD et al., 1985".

. CHALVIGNAG et al., 19838.
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Utilizando envueltas celulares enteras de cepas del serogrupo
0:3 para el analisis de las proteinas dependientes del pldsmido de
virulencia, por medio de técnicas de Wester blot y el usoc de
antisueros adsorbidos con cepas avirulentas, SKURNIK (1985)
encontraron que la expresién del plasmido de virulencia depende
mucho de la temperatura y poco del calcio, viendose también
afectada por la naturaleza del medio de cultivo y condiciones de
aerobiosis o anaerobiosis. Estos autores afirman que la expresion
del plismido es maxima a 37°C, detectando a esta temperatura hasta
16 polipéptidos 5 de los cuales formarian parte de la membrana
externa, pero incluso a 22°C aparecerian algunos de ellos. BOLIN et
al. (1988) det ctan en preparacicnes de membrana externa del

serogrupc 0:8 crecido a 37°C y en presencia de calcio Yop?, Yop4 y

Yop5, por medio de técnicas de inmunoblotting, no siendo detectadas

por técnicas mencs sensibles como tincién de proteinas en SDS-

PAGE, lo que indica que la presencia de calcio no reprime totalmente J
o

la aparicién de estos polipéptidos; A- hecho, han podido detectarse

Yops en bacterias crecidas "in vivo" en el flnido intraperitoneal

1 de calcio es relativamente elevado (SKURNIK, 1985;

donde el nive

HANSKI et al.,, 1991). La expresion del plasmido de virulencia se ve

asi mismo favorecida por ur. aporte suplementario de ©Xigeno
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durante su crecimiento a 37°C (GRONBERG y KIHLSTROM, 1989)

El panorama sobre las OMPs de Y. enterocolitica se complica
con la aparicién de nuevos resultados sobre la existencia de algunas
de éstas independientes del plasmido (PIOMPs) en los serogrupos 0:8,
0:9, 0:5 y 0:2, con pesos mo’eculares entre 38 y 45 Kdal, expresandose
a 22°C y reprimibles total o parcialmente por crecimiento a 37°C
(KAPPERUD, 1985"). CHANG y DOYLE (1984) empleando geles de baja
concentracién de poliacrilamida detectan en cepas del serogrupo 0:8
dos nuevas PIOMPs de 250 Kdal y 192 Kdal expresadas s6lo a 37°C y
que relacionan con la capacidad de adhesién a células HeLa. Por otra

parte la expresion de Yops influye negativamente en la aparicion de

otras proteinas de membrana externa codificadas por el cromosoma

bacteriano con pesos moleculares de 37-39 Kdal y 36-37 Kdal,

apareciendo por tanto en cepas virulentas s6lo a 22°C y en

av-irulentas a cualquier temperatura; han sido identificadas como

porinas ¥y OmpA respectivamente (ZALESKA et al. 1985).

Rec’ ~ntemente, se ha confirmado que la banda irmediatamente

superior a la homdbloga de OmpA en SDS-PAGE corresponde en

realidad a dos porinas llamadas YompC y YompF, relacionadas con la

permeabilidad a antibidticos be ta-lactamicos (BRZOSTEK ¥y NICHOLS,




INTRODUCCION

La sintesis de Yops, no sdlo se ha detectado "in vitro" sino
también "in vive", pues los correspondientis anticuerpos aparecen
en enfermos de yersiniosis o en animales previamente inmunizados
o infectados con cepas de Y. enterocolitica portadoras del plasmido
crecidas a 25°C, aunque no todos los sueros ensayados reconocen las
mismas proteinas debido muy probalemente a la variacién individual
de la respuesta frente a la infeccién (MARTINEZ, 1983; BOLIN et al.,
1985). En cuanto a la sintesis "in vitro" de Yops por otras especies
del género VYersinia ha sido puesta de manifiesto en Y.
pseutubercu]osis (BOLIN et al., 1982; PORTNOY et al., 1984),
encontrindose las mayores diferencias con respecto a Y.
enterocolitica en la Yop4 que mientras en ésta suele tener un peso
molecular de 36 Kdal en Y. pseudotuberculosis tiene un peso
molecular de 34 Kdal (BOLIN et al., 1985). FORSBERG et al. (1987)

' separan las YOps producidas por Y. pseudotuberculosis en siete

polipéptidos (Yopl de 47 Kdal _monémero-, Yop2a y YopZb de 34 Kdal,

Yop3 de 41 a 42 Kdal, Yopda y Yop4b de 34 Kdal y Yop5 de 26 Kdal),

Yops que también han sido detectadas en el serogrupo 0:8 de Y.

4 s di ' especto
enterocolitica, encontrandose las mayores diferencias con resp
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a la anterior en las Yops 2a y 2b (con pesos moleculares de 44 y 46

Kdal respectivamente), Yop3 (40-41 Kdal), Yop4b (36 Kdal) y Yop5 (25
Kdal) (BOLIN et al., 1988). En el caso de Y. pestis, no han podido
detectarse OMPs especificas para cepas virulentas crecidas "in
vitro" a 37°C (PORTNOY et al., 1984) pues éstas son degradadas por
una actividad fibrinolisina codificada por el plasmido (SODEINDE et
al., 1988), pero si se ha detectado su produccién "in vivo", pues
sueros de individuos convalecientes de peste reconocen Yop4 y Yop5
(YopD y YopE) y sueros de ratones infectados con esta bacteria
reconocen Yop2, Yop3y Yop5 (YopB, YopCy YopE) (BOLIN et al., 1985),
e incluso se han detectado las Yops 2,4y 5en preparacidnes de
membrana externa de Y. pseudotuberculosis a las que previamente
se le habia introducido por transduccién el plasmaio PYV019 de Y.
pestis lo que indica que el plasmido de las tres especies contienen
la informacién necesaria para la produccién de Yops (WCLF-WATZ et

al., 1985).

En 1984 HEESEMANN et al. detectan proteinas en sobrenadantes
de cul'.civos de cepas de Y. enterocolitica portadoras del plasmido

de virulencia crecidas a 37°C en medios limitados en calcio; estas

ot imi Yops
proteinas tenian una movilidad electrofcrética similar a las Yops,
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lo que hizo suponer a PORTNOY et al. (1984) que se trataba del
propio material de la membrana externa secretado también al medio
de cultivo. Similares resultados fueron obtenidos por otros autores
como CHALVIGNAG et al. (1988), quienes detectan en sobrenadantes
de cultivos de la cepa IP383 (serogrupo 0:9) crecidos a 37°C en
medios deficientes en calcio tres polipéptidos con pesos moleculares
de 47 Kdal, 36 Kdal y 25 Kdal, coincidientdo con los pesos
moleculares de las Yops presentes en la membrana externa de esta
cepa crecida a 37°C, a excepcién de la Yopl (140 Kdal) que no és

secretada al medio pero que si aparece en la membrana externa. La

presencia de Yops en sobrenadantes de cultivos limitados en calcio

a 37°C también tienc lu_#r en Y. pseudotuberculosis (BOLIN et al.,

1988; FORSBERG et al.,, 1987) y en Y. pestis (STRALEY y BOWMER, 1986;

BOLIN &t al., 1988). Un cambio sustancial en la visién sobre las Yops

tiene lugar con las aportaciones de MICHIELS et al. (1990) quienes

ponen de manifiesto que 4stas no son auténticas OMPs, sino que se

trata de proteinas secretadas al medio y por tanto su deteccién ~n

se debe a fenémenos de adsorcién de estas

extractos antigenicos

proteinas secretadas sobre la superficie bacteriana o bien su
aparicion en estos extractos resulta de la copurificacién de

lulares junto con la membrana celular, no

agregados de Yops extrace
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ocurriendo esto en el caso de la Yopl que si seria una auténtica
OMP; estos autores encuentran en la cepa mutante W22703
perteneciente al serogrupo 0:9 un total de once proteinas secretadas
al medio de cultivo con pesos moleculares 84, 41, 54, 37, 3%, 30, 25, 48,
41 Kdal (identificada como antigeno V), 20 y 17 Kdal, tenierdo las
siete primeras caracter hidréfobo formando por tanto agregados,

mientras que las restantes tienen cierto caracter hidrosoluble

pudiendo perderse en los procesos de lavado.

El mecanismo por el que estos productos codificados por el
plasmido influyen en la virulencia ha sido investigado por diversos
autores como MARTINEZ (1983) para quien las OMPs codificadas por
el plasmido son las responsables del no internamiento de las cepas
pertadoras del plasmido de virulencia en células epiteliales
humanas "in vitro", y por tantc podrian jugar un papel
antifagocitico importante en la ldmina propia intestinal del
individuo. LACHICA et al. (1984) encuentran que las cepas con
plasmido crecidas 2 37°C muestran al microscopio electrénico de
transmision una; estructura fibrilar superficial distinta a las
fimbrias y que serian responsables de la autoaglutinacién e

hidrofobicidad; nada de esto aparece en cepas con plasmido a 22°C
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ni en cepas sin plasmido a cualquier temperatura. Estas fibrillas
estarian formar as por Yopl, proteina por tanto que estaria
involucrada en la autoaglutinacién; también se ha visto su
implicacién en su actividad MHRA (KAPPERUD et al., 1985"). Este papel
de 1a Yopl seria confirmado por KAPPERUD et al. (1987) quienes
obsarvan como la inactivacién del gen yopA (gen que codifica Yopl)
conduce a una pérdida en la presercia de fibrillas y a una perdida
en la capacidad de autoaglutinacién a 37°C asi como una disminucién
2n la capacidad de Y. enterocolitica para cclonizar el intestino, lo
que significaria que esta proteina jugaria un papel importante en
adhesién a células de mamifero. En este mismo sentido, Yopl actuaria
promoviendo la adhesién y penetracion de la bacterias en el mucus
intestinal, produciéndose por esta interacciénr un cambio del
caracter hidréfobo de la superficie de la bacteria a un caracter
hidrofilico lo que seria Gtil para la unién de la bacteria a la
superficie del enterocito (PAERREGAARD et al., 1991%). PAERREGAARD
et al., 1991° confirman el papel de Yopl en la adhesién de Y.
enterocolitica al epitelio intestinal, al comprobar coro la
inactivacion de yopi provoca una disminucién en la capacidad
adhesiva de las cepas virulentas, siendo similar a la que presentan

derivados isogénicos avirulentos. Por otro lado aunque la accion
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invasiva de Y, enterocolitica depende de determinante cromosémicos
y no plasmidicos, 1a expresion del plasmido y sobre todo la aparicién
de Yopl actuaria inhibiendo la accién protectora de IFN alfa sobre
la invasividad (BUKHLOM et al., 1990). Sin embargo, BRUBAKER (1991)
no considerz esta proteina esencial para la virulencia de Y.
enterocolitica. aunque por esta actuacién de favorecer la adhesion
al epitelio intestinal, estaria en relacién con la aparicién de formas

cronicas de yersiniosis.

Otro posible factor de virulencia en Y. enterocolitica
pertadora del plasmido de virulencia podria estar en relacion con la
resistencia a la accién bactericida del suero humano fresco que
presentan las cepa.. con pldsmido crecidas a 37°C (PAI y DE
STEPL:ANO, 1982), resistencia que permitiria a la bacteria sobrevivir
y expandirse ¢n el hospedador. Sin embargo el hecho de que el suero
fresco de ratén no presente efecto bactericida sobre Y.
enterocolitica y el que la deplecién del complemento en éstos no
afecte a la colonizacién por la bacteria del tejido intestinal, hacen
suponer que no sea el con-lplemento el que elimine la bacteria, al
menos en el serogrupo 0:8 (HANSKI et al., 1991). MARTINEZ (1983) ha

puesto de manifiesto que esta resistencia es debida a las CMPs
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mediadas plasmidicamente, pues el tratamiento de las bacterias
crecidas a 37°C con pronasa disminuye sensiblemente esta

resistencia. Concretamente la proteina mas directamen:e implicada

en este aspecto es la Yopl, lo que confirma MARTINEZ (1989),

introduciendo por transformacién el fragmento de DNA plasmidico
que codifica Yopl (previa recombinacion de este fragmento con un
plasmido vector de amplio espectro) en células de E. coli sensibles
al suero, obteniendo transformantes que expresaban en su membrana
externa Yopl y adquirian resistencia a la accidén bactericida de
suero humano. Sin embargo en esta resistencia, a&emas de la Yopl
influyen otros factores plasmidicos pues cepas sin plasinido son
menos resistentes que cepas con plasmido en los que no se expresa
yopA (PILZ et al., 1992). Se ha propuesto que el mécanismo por el que
este polipéptido confiere esta resistencia esti en relacion con la
inhibicién dela activacién del complemento a nivel de las fracciones
C3 (por lo que se afectaria tanto la via clasica como la via
alternativa de activacién) y C9; sobre la fraccién C3 acta
degradando C3b en su superficie, no afectindose su deposicién enla
superficie bacteriana, mientras éue si afecta a la deposicién sobre
ésta de C9 y por tanto disminuye la formacién de C5b-9 en la

superficie de la bacteria (PILZ et al., 1992). Otros autores como
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WACHTER y BRADE (1989) contradicen estas afirmaciones, afirmando

que las OMPs codificadas por el plasmido de virulencia no juegan

ningin papel en la inhibicién de la activacién del complemento por

la via alternativa, y asignandole esta propiedad al LPS.

No obstante, no son estos los principales mecanismcs de
virulencia conferidos por las Yops, sino que su principal funcién
parece estar relaccionada con la proteccién de las bacterias que
aleanzan la lamina propia y nédulos linfiticos freate a la
fagocitosis. En este aspecto las experiencias realizadas por LIAN y
PAI (1985) sobre fagocitosis de Y. enterocolitica por PMN con el
empleo de técnicas de quimioluminiscencia ponen en de manifiesto
que las Yops juegan un papel antifagocitario o bien actuarian
bloqueando el metabolismo oxigenado del PMN, corroborandose
posteriormente este efecto antifagocitario "in vivo" mediante
microscopia electrénica (LIAN et al., 1987). ROSQVIST et al. (1983)
atribuyen esta resistencia a la fagocitosis a Yop2b, confirmandolo
mediante inactivacién del gen yopH, observiando como esta
inactivacién conduce 2 la pérdida de resistencia de Y.
pseudotuberculosis frente a fagocitosis por macrofagos peritoneales

murinos. estos resultados pueden muy bien ser aplicados al caso de
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Y. enterocolitica donde también se ha detectado Yop2b (46 Kdal) en
el serogrupo 0:8 (BOLIN et al., 1938) o tamb_ién llamada Yop51 por
JMULDER et al. (1989) en el serogrupo 0:9. Esta acc’ “n antifagocitaria
es debida a la accién tirosina fosfatasa que posee Yop2b (BRUBAKER,
1991). MULDER et al. (71739) consideran también a Yopz y Yop48
esenciales para la viruler-ia, p.es mutantes afectados en la
produccién de ambas ven sensiblemente disminuida su virulencia

para ratones tratados con deferroxiamina.

Yop5 es asi mismo una proteina requerida para la virulencia,

responsable del efecto citotéxico para células Hela (referido por

FORSBERG y WOLF-WATZ, 1990). Su papel fisiolégico no ha sido

aclarado, anque se sabe que cepas de Y. pestis con el gen yopE

inutilizado pierden virulencia cuando se adminis..an al ratén por

via intraperitoneal (por via intravenosa se mantiene la virulencia);

rA*'a se restaura por

es interesante resaltar que la virulencia pe

administracion simultanea de hierro (el cual bloguea defensas del

hospedador), lo que puede interpretarse en ol sentido de que Yop5

también las mismas defensas inhibidas por el

actiie bloqueandz

hierro (BRUBAKER, 1991).
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4.4.-GENES PLASMIDICOS. RELACION CON OTROS PLASMIDOS DE

YERSINIA

AGnque no totalmente idénticos la elevada homologia
existente enire los plasmidos de virulencia presentes en los
distinto: sgrupus de Y. enterocolitica asi como de estos con los
de Y. pestisy Y. pseudotuberctlosis, apuntan a un ancestro coman,
en los que los distintc -aminos evolutivos han marcad. diferencias

(PORTNOY et al., 1981).

Esta homclogia es especialmente marcada entre los serogrupos
0:3, 0:9 y 0:5,27, alcanzando alrededor del 90% del DNA plasmidico
(HEESEMANN et al., 1983; LAROCHE et al., 1984); pero cuando se
comparan €stos con el serogrupo 0:3 desciende al 75% (HEESEMANN et
al., 1983). E1 DNA plasmidico del serogrupo 0:8 comparte un 55% con

el de Yersinia pestis ¥ Yersinia pseudotuberculosis (PORTNOY y

FALKOW, 1981).

En el pldsm ‘o de virulencia de Y. enterc -olitica se localiza

una zona de unas 20 Kb responsble de la dependencia de calciy oara

crecer a 37°C (PORTNOY et al., 1984). Esta regién aparece

especialmente conservada en las tres especies patogenas del genero
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Yersinia estando constituida por los fragmentos de restriccidn
BamH1 5, 7y 8 en Y. pestis (PORTNOY y FALKOW, 1981), BamH1 6, 7 y
8 en Y.pseuc.tuberculosis (PORTNOY et al., 1984) y por los
fragmentos BamHl 5 6 y 7 en Y. enterocolitica serogrupo 0:9
(BAL™ TGAN et al., 1985) v 4, 5y 6 en el serogrupo 0:8 (PORTNOY et al.,

1984).

La regién d- depencencia de calcio estd claramente
involucrada en la regulacion de la transcripcién de los genes yop los
cuales codifican proteinas presentes en membrana «xterna y eu
sobrer. iantes de cultivos crecidos a 37°C en ausencia de calcio

(BOLIN et al., 1985). ©n el plasmido de Y. enterocolitica, los genes

implicados en el control de ia trancripcién ¢ las Yops se denominan

genes vir. Inicicalmente se localizaron en la zona de la dependencia

de calcio los loci vir A, vir B y vir F (CORNELIS et al., 1986).

Posteriormente se identificé otra unidad de trancripcién o vir F

localizada también en la misma regién que los anteriores Yy

concretamente vntre vir By vir C (CORNELIS et al., 1987°). En 1989,

CORNELIS et al. encuen*ran que el producto de expresién de vir Fes

una protzina de cercs de 31 Kdal, producida a 37°C e independiente

de la presencia de calcio en el medio, siendo esta la responsable de
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SR
1a activacién de la transcripcion de los genes yop. Mutantes

afeclad i i i
os en vir A o vir B no requieren calcio para crecer a 37°C
)
il : ;o -
ientras que si la mutacion es a nivel de vir C o yopD (codifica

Yor 37) la bacteria es incapaz de crecer a 37°C incluso en presencia

de calcio en el medio (CORNELIS et al., 1986).

Estas unidades de transcripcion, también han sido

identificadas en la zona de dependencia de calcio del plasmido de Y.

pestis, donde se han denominado Icr A, Icr B, Icr C e Icr F (GOGUEN

et al., 1984), siendo Ier F el implicado en la transcripcion

termodependiente de los genes yop (STRALEY y BOWMER, 1986). Asi

mismo, en: el plasmido de virulencia de Y. pestis se han identificado

dos nuevos loci en el locus Icr A llamados Icr D e Icr E, siendo ésté

sor para el calcin (YOTHER y GOGUEN.

Gltimo el que codifica un sen

1985). Activador de la trancripcién también identificado en :

pseudotuberculosis (FORSBERG ¥y WOLF-WATZ, 1988; BOLIN y WOLF~

WATZ, 1988).

poco a la transcripcion de genes

El calcio afecta por tanto
estructurales yop en Y. enterocolitica, Pero su influencia a este

tis (STRALEY ¥ BOWMER, 1986) y Y.

nivel si se deja notar en Y. pes
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pseudotuberculosis (BOLIN y WOLF-WATZ, 1988). En Y. enterocolitica
este papel decisivo corresponde a la temperatura, de modo que los
genes yop ven incrementada su transcripcién aunque en distinta
cuantia para unos y otros genes, por el paso de una temper “tura de
22°C a 37°C, y es afectada poco por el calcio, a excepcioén de yopA
que no se vera en absoluto afectado; la influencia del calcio a 37°C
seria basicamente a nivel post-transcripcional, es decir, su
presencia inhibiria 1* traslacién de Yops o su excrecién al medio de

cultivo (CORNELIS et al., 1987°).

A pesar la elevada homologia encontrada en la zona de
dependencia de calcio en el plasmido de virulencia de Y.
enterocolitica, Y. pestis y Y. pseudotuberculosis, si existe una
mayor diferencia en la localizacién de los genes de replicacién y en
la localizacién de los genes estructurales yop en los plasmidos de
virulencia de las tres especies patogenas. Asi PORTNOY y FALKOW
(1981), mediante el analisis de mutantes esponténeos de Y. pestisque
han perdido por deleccién la dependencia de calcio para crecer 2
37°C, encuentran los genes de replicacién en el fragmento de
iccién BamH1 6, mientras que enY. en terocolitica se encuentra

restr

en el fragmento BamH1 3 con un tamafio de 4 Kb,y con un tamafio de
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6,6 Kb y localizado en BamHl 4 en Y. pseudotuberculosis (PORTNOY
et al., 1984). HEESEMANN et al. (1983) encuentran una baja homologia
en esta regidén entre el serogrupo 0:8 y 0:9 en Y. enterocolitica;
ambos son termodependientes, pero mientras que el replicon del
plasmido de virulencia en el serogrupo 0:8 no es funcional a 37°C
(PORTN DY et al., 1984), si lo es aunque minimamente el del serogrupo
0:9 (CORNELIS et al., 1987°). CORNELIS et al. (1987") apuntan a que
este cambio en la posicién de los genes de replicacidn en las tres
especies del género Yersinia pudiera deberse a delecciones,
inserciones o inversiones en la zona del plasmido que contiene estos

genes en el transcurso evolutivo.

Mayores diferencias aparecen en la posicién de los genes
est.ructurales yop dentro del plasmido de virulencia; BALLIGAN et al.
(1985) localizan yopA en el fragmento de re~triccién BamH1 4 en el
serogrupo 0:9 de Y. enterocolitica, apareciendo en BamH1 1 en el
| serogrupo 0:8 (BOLIN et al., 1988). En Y. pseudotuberculosis se
encuentra localizado en BamH1 10 (FORSBERG et al., 1987, Lsta regién
de DNA plasmidico queé corresponde al gen estructural yopA esta
presente en y. pestis pero por defectos en la regulacion ylo en el

gen es incapaz de expresarlo (BOLIN et al., 1988).
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CORNELIS et al. (1986, 1987°) por medio de mutaciones por

‘transposicién con el transposén Mini mulacy posterior analisis con

endonucleasas de restriccidon consiguen mapear los genes

estructurales yop en el serogrupo 0:9 de Y. enterocolitica: yop5l se
localiza en BamHl 1 / EcoRl 3 y yop25 en BamHl 1 | EcoRl 2
tr-nscribiéndose ambos en el sentido de las agujas del relcj;
mientras que yop84 y yop30 se localizarian en los fragmentos de
restriccién BamH1 3y 11y BamH1 11 y 13 respectivamente, formando
ambos genes una unidad de trancripcién la chal también se
efectuaria en igual sentido a los anteriores. En 1989 MULDER et al.
localizan nuevos genes, yop48, yop44 e Icr V(que codifica el antigeno
V) en BamH1 2, afirmando que los tres genes junto con yop37, 1lamado
por CORNELIS et al. (1986) yopD, forman parte de un mismo operoén
denominandolo operén car (involucrado en la regulacién por el
calcio) adyucente 2 vir Ay con sentido de transcripcién de Icr Va
yop37, incrementandose su transcripcién por el paso de 22°C 2 37°C

y afecténddse poco por el calcio.

FORSBERG et al. (1987) mapean los genes estructurales que
codifican el antigeno V ¥ Yopr ¢n Y. pseudotuberculosis

localizandolos fuera de la zona de dependencia de calcio a excepcion
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d
e yop4b (34 Kdal). BOLIN et al. (1988) mapean estos genes en Y

pestisy Y. enterocolitica serogrupo 0:8, no encontrando diferencias
al comparar sus resultados entre Y. pseudotuberculosisy Y. pestis,
pero si con respecto a Y. enterocolitca serogrupo 0:8, donde se
observan diferencias intray extragénicas; aprecidandose las mayores
diferencias con respecto a Y. pseudotuberculosis en la localizacidn
de yop5. La region del plasmido que contiene los genes que codifican
Yop3 y Yop4a en Y, pseudotuberculosis y serogrupo 0:8 de Y.
enterocolitica aparece especialmente ¢ _.rvada en ambas especies
(BOLIN et al., 1988); regién que también se ha caracterizado en Y.

pestis (PERRY et .l., 1986).

Estudios de distinta {ndole realizados en el serogrupo 0:8 de
Y. enterocolitica por MILIOTIS et 2l. (1990), ponen de manifiesto que
el efecto citotdxico frente a la linea epitelial humana HEp-2, asl
como la positividad en el test de Séreny presentadas por las cepas
portadoras del pléasmido de virulencia conferidos por una region de
éste de 2,8 Kb localizada en el fragmento de restriccién BamHl 7, no
conociéndose sin embargo Su prdducto de codificacién. La

citotoxicidad para células en cultivo también es conferida por el

plasmido de virulenciaen Y. pestisy Y. pseudotuberculosis (GOGUEN
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et al., 1986; ROVQUIST et al. 1986) encontrandose el fragmento de

restriccién BamH1 7 aspecialmente conservado en la tres especies

(MILIOTIS e al., 1989; ROBINS-BROWNE et al., 1989). A pesar de la

involucracién de este fragmento en la virulencia por Y.
enterocolitica, mutantes de deleccidn que carecen de él asi como de
una regién adyaceate de 0,5 Kb, se muestran mas virulentos y con
una diseminacién méis rapida en modelos murinos, lo que podria
deberse a que este fragmento actie de algin modo reprimiendo la
diseminacidn de la bacteria en el huesped c bien a que su faita
origine la pérdidade alguna propiedad superficial,lo que finalmente

dificultaria la opsonizacidn del microorganismo (MILIOTIS et al,,

1990).
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1.5.-HIERRO Y Y. enterocolitica

El hierro constituye un factor de crecimiento indispensable

para la mayor parte de las bacterias, y aunque los requerimientos

bacterianos de este elemento pueden satis

facerse con las trazas

presentes en los medios de cultivo, son mucho mas dificiles de
resolver cuando la bacteria se encuentra en los tejidos de un
mamifero, dado que en tal caso la disponibilidad de hierro se
encuentra limitada por la formacién de compiejos con proteinas como
la transferrina en suero O la lactoferrina =n secreciones mucosas

(WEINBERG, 1978; CROSA, 1984).

Una estrategia desarrollada por muchos microorganismos para
cubrir sus necesidades de hierro en aquellos medio con poco hierro
o mas bien con PpoOco hierro libre ha sido la produccion de
sideroforos (PAYNE, 1980; PERRY ¥ SAN CLEMENTE, 1979). Se trata ce
moléculas de bajo peso molecular de estructura quimica muy diversa
que se caracterizan por una elevada afinidad por el hierro, capaces
de desplazarlo de su union a otras moléculas ¥ pasarlo al interior
bacteriano gracias a receptores especificos de membrana. La

produccién de sidercforos desde esta prespectiva puede
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considerarse como factor de virulencia, pues serian necesarios para

el crecimiento "in vivo" de la bacteria (ROGERS, 1973).

En lo que respecta a microorganismos del género Yersinia
WAKE et al. (1975) mostraron evidencias indirectas de la produccién
de cideréfrros por Y. pestis; sin embargo estos quelantes del hierro
no se han identificado. PERRY y BRUBAKER en 1979 establecieron que
Y. pestis, Y. pseudotubercu]osis y Y. enterocolitica, no son capaces
de producir sideréforos, pero pueden acumu'ar hierro en su interior
para una posterios adaptacién a medios con limitacién en éste. Estos
autores encuentran que X pseudotuberculosis s 4 enterocolitica
pueden utilizar sideréforos exogenos (desferal, aerobactin,
enteroquelina) pero no asi Y. pestis; las tres especies citadas
pueden usar hemina como unica fuente de hierro y mientras que las
dos primeras pueden utilizar.también hierro inorgéanico, Y. pestis
necesitaria una combinacién de hierro inorganico con
protoporﬁrina. gin embargo si se ha encontrado produccién de

i ' int ia, Y.
siderdioros (aerobactm) en las especies y. intermedia,

. kristenseniiy Y. fredericksenii (STUART et al., 1986).

i - al
La administracién a ratones de hierro-dextrano O desfer
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(desferroxiamina B) incrementa su susceptibilidad a la infeccién

tanto oral como intraperitoneal por cepas de Y. enterocolitica de los
serogrupos 0:9 y 0:3, no viéndose afectada de manera significativa
para las del serogrupo 0O:8, de por si altamente virulentas para el
ratén; esto puede intrepretarse en el sentido de que estas cepas
requieran menos hierro o que se lo procuren con mayor eficacia que
cepas de 10s serogrupos G:3 y 0:9 (ROBINS-BROWNE y PRPIC, 1985).
Basandose en estos conocimientos, numerosos autores han recurrido
al tratamiento de animales con desferroxiamina para conseguir
modelos de infeccién experimental empleando dosis razonablemente

bajas de cepas 0:2 ¥ 0:9.

Por otra parte, la importancia de la disponibilidad de hierro
para ciertos serogrupos de Y. enterocolitica justifica el hecho bien
conocido en clinica de que los enfermos con sobrecarga de hierro
plasmatico (hemosiderosis, cirrosis) estan expuestos a una mayor
incidencia de yersiniosis extraintestinal (RABSON et al., 1975;

ROBINS-BROWNE et al., 1979; BOUZA et al., 1980).

Estudios de distinta naturaleza llevados a cabo por CARNIEL

et al. (1987) demuestran la produccién de dos proteinas de membrana
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externa de alto peso molecular (HMWPs) por Y. enterocolitica crecida
en condiciones limitantes en hierro, encontrando una relacidn entre
sintesis de estos dos polipeptidos y virulencia; asi, se encuentra
quze es producida por Serogrupos altamente virulentos (0:8) pero no
por aquellos de baja virulencia (0:9 y 0:3), atribuyendol:s un
posible papel de transportador del sideréforo a nivel de membrana.
Estas HMWPs estidn codificadas por genes cromosOmicos
termcindependientes, y muestran epitopos comunes entre las
producidas por otras especies virulentas como Y. pestis y Y.

pseudotubercu]osis (CARNIEL et al., 1989).
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1.6.-GENES CROMOSOMICOS Y VIRULENCIA

La capacidad de Y. enterocolitca para invadir el epitelio

intestinal y tener acceso al sistema reticulo endotelial es un
importante aspecto en la virulencia de esta bacteria, siendo este
caracter invasivo conferido por el cromosoma y no por el plasmic),
y de aqui que la eliminacién del plidsmido de virulencia no conlleve
la perdida de las propiedades invasivas (HESSEMAN et al., 1984;
PORTNOY et al., 1981). Esto concuerda con 1a idea de que el plasmido
de virulencia es indispen< able, pero no suficiente para conferir

virulencia a una cepa (HESSEMAN et al., 1984).

En 1988 MILLER y FALKOW consiguen la clonacién de dos genes
cromosémicos necssarios para la invasividad "in vitro" a los jue
denominan invy ail; el primero de ellos, inv, permite un alto grado
de invasion de células en cultivo, uniforme para diversas lineas
celulares ¥ presentando una elevada homologia con el
correspondiente en Y. pseudotuberculosis; mientras que el gen ail
coni.'iere mayor especificidad por el hospedador, permitiendo la
infeccidén de determinadas lineas celulares (HEp-2, CHO. HEC-1B)

pero no de otras (MDCK). En un trabajo posterior, MILLER et al.
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(1989), utilizando técnicas de hibridacién de fragmentos de DNA
cromosdmico con sondas para los genes inv y ail, encuentran que
todas las cepas pertenecientes a serogrupos patdgenos invasivos
examinadas por ellos poseen DNA que hibrida con las sondas de ail,
mientras que las cepas de serogrupos no patdgenos (no invasivas)
dan negativa la hibridacién. Con la sonda de inv la situacidn es mas
compleja, ya que tanto las cepas de serogrupos patdgenos como las
ambientales dan algin grado de hibridacién, pero entre los
fragmentos que hibridan, hay dos que estan presentes sélo en las
cepas de serogrupos patogenos, y no en las ambientales; este hecho
se interpreta admitierdo que hay polimorfismo para el locus inv, ¥
posiblemente algunos de lés alelos (presentes en cepas ambientales)
no sean funcicnales. Varios hechos apoyan esta hipétesis: las cepas
no patdgenas con secuencias inv homdlogas a las presentes en de
cepas invasivas (virulentas) no son invasivas; transformantes de E.
coli portadores de un plasmido recombinante con el fragmento inv
homdlogo de cepas ambientales no adquieran un fenotipo iavasivo,
lo que si ocurre en el caso de que el recombinante transporte el gen

invde cel;as patogenas; y finalmente, no se ha detectado el producto

de transcripcién de este fragmento en cepas ambientales, (PIERSON

y FALKOW 1990). El1 locus inv codifica una proteina presente en la
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membrana externa con peso molecular de 92 Kdal similar a la
invasina presente en Y. pseudotuberculosis, con la que ofrece una
fuerte reaccién cruzada, siendo la responsable de la invasion de la
bacteria a células en cultivo (MILLER et al., 1999); mientras que el
gen ail codifica una proteina de 17 Kdal, también presente en la
membrana externa aunque el n.>canismo por el que ésta actiia en la

invasividad permanece descunocido (PEPE y MILLER, 1290).
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El presente frabajo forma parte de una linea de investigacién

sobre interacciones entre Yersinia enterocolitica y el sistema
inmune, que se inicié con las primeras descripciones de actividad
modificadora de la respuesta bioldgica en esta bacteria (RUIZ-
BRAVO, 1980). Desde entonces, se han sucedido los estudios sobre
este tema, plasmédos en diversas Tesinas de Licenciatura, Tesis
Doctorales, comunicaciones a Congresos cientificos y publicaciones
‘en Revistas especializadas. Centrada en un principio la atencién en
la influencia ejercida por la infeccién experimental con Y.
enterocolitica sobre la inmunidad no especifica y sobre la respuesta
inmune especifica frente a antigenos no relacionados, el desarrollo
de las investigaciones puso de manifiesto la necesidad de obtener
informacién sobre la respuesta inmune especificamente inducida por
la propia bacteria. Esta Tesis se incluye en un Proyecto de
investigacién dirigido tal fin (Proyecto "'~ ‘esta Inmune a la
Infeccién por Y. enterocolitica", DGICYT n9 PM90-0143). Ademas de
sentar las bases parauna posterior exploracién de aspectos de gran
importancia, como la posible existencia de reacciones cruzadas o, de
acuerdo con conceptos mas recientes, de superantigenos, que
expliquen algunas de las propiedades inmunomoduladoras de la

bacteria, el conocimiento de las fracciones antigénicas de las
»

4 - ‘0 4 - s
i ili 5 i racterizacién de ar ticuerpo
yersinias facilitara la produccion y ca
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monoclonales, instrumentos necesarios para progresar en la linea |
que nos ocupa. Finalmente, no debe olvidarse que se trata de una
bacteria patdégena del ser humano, y que su mejor conocimiento

,
desde el punto de vista inmunoldgico, puede tener aplicaciones

interesantes en diagndstico y/o terapia de las infecciones que causa

y de las secuelas de las mismas.

La presente Tesis se ha .ntrado en el estudio de la respuesta
humoral suscitada por proteinas superficiales del par isogénico
1p383 e IP383p- (virulenta ¥y avirulenta respectivamente)
perteneciente al serogrupo 0:9, y se ha desarrollado de acuerdo con

los, siguientes objetivos concretos:

1. Caracterizacidn de ! perfiles de CMPs mediante
electroforesis vertical en pohacrilamida e inmurnoblotting,

estableciendo las condiciones técnicas optimas para su estudio.

2. Analisis por inmunoblotti~? de 12 respuesta de anticuerpos

a las Yops en ratones infectados por via oral.

3, Estudio de la respuesta de anticuerpos frente a OMPs

cromosémicas, comunes a ambas cepas, para establecer la influencia
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del plasmido de virulencia en dicha respuesta.

4. Estudio de las posibles reacciones cruzadas entre las OMPs

del serogrupo 0:9 y las de otros serogrupos.

5. Investigacién de la presencia de inmunocomplejos en el

suero de ratones infectados oralmente, ¥ de la participacidn en ellos

de OMPs.

6. Estudio de la influencia del plasmido de virulencia en la

respuesta inflamatoria a la infeccién oral, mediante cuantificacién

colonias por

d CSF (factor estimulador de 1a formacidn de

de activida

células de médula dsea).







MATERIAL Y METODOS

II7.1.-BACTERIAS

Se han utilizado las cepas de Y. enterocolitica IP383 e IP1476,

procedentes de la Coleccién del Centre National des Yersinia del

Institut Pasteur (Paris). La primera de ellas, pertenece al serogrupo
0:9, biogrupo 2, aislada de heces humanas y con un plasmido de
virulencia de 47 Mdal; expresandose a 37°C marcadores del mismo
como son la autoaglutinacién y dependencia de calcio para crecer
(MAZIGH et al,, 1983); la segunda pertenece al serogrupo ambiental
0:4,33. La cepa 1P383p- (carente de plasmido de virulencia) obtehida
en nuestro laboratorio a partir de IP383 (RUIZ-BRAVO et al., 1986)
por crecimiento en TSA-MOX (limitado en calcio) a 37°C. La cepa 025
,serogrupo 0:3 (portadora de plasmido de virulencia) fué cedida
gentilmente por el Dr. R. Diaz (Hospital Clinico de Navarra.
Universidad de Navarra); la cepa 0:25p- (carente de plasmido de

virulencia) fué obtenida por nosotros de igual forma que 1a IP383p-.




MATERIAL Y METODOS

111.2.-OBTENCION DE ANTIGEN. 3

2.1.-MEDIOS DE CULTIVO

Los medios utilizados para la obtencién de masa bacteriana a
partir de la cual se obtendrian los extractos proteicos han sido los

siguientes:

-BHI (DIFCO) suplementado con sulfato magnésico y
glucosa.

Composicion:

BHI
glucosa

agua destilada c.s.p

Preparacion: se disuelve el BHI deshidratado en agua

destilada y se afiade el sulfato magnésico heptahidratado (20 mM) y

la glucosa (0.2%) agitando hasta su disolucién. Se esteriliza en

autoclave & 115°C durante 20 minutos.
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-RPMI 1640 (SIGMA).

Se disuelve el medio deshidratado en agua destilada a
razén de 10.4 gramos por litrc v se esteriliza por filtracidén a través

de membrana millipore de 0.22 pm de didmetro de poro utilizando un

sistema de presién positiva proporcionado por una bomba

peristaltica.
-RPMI 1640 suplementado con HEPES.

Se ha utilizado el medio RPMI 1640 suplementado con 25

mM de HEPES suministrado por SIGMA.

2.2.-CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas se conservaron en tubos de TSA a4°C, en los
que previamente sé habia sembrado la bacteria en picadura e
incubado a 25°C durante 48 horas. Periodicamente se realizaron
controles que aseguraban la presencia del plasmido en las cepas
1P383 y 025y su ausencia en la cep2 1p383p- y 025p~. Estos controles

consistieron en la observacion de marcadores plasmidicos como son
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la autoaglutinacién en RPMI 1640 (SIGMA) a 37°C (LAIRD y

CAVANOUGH, 1980), y el dimorfismo colonial en RPMI-agar a 37°C

(MAZIGH et al., 1983).

Para la obtencién fe extractos constituidos por
proteinas de envueltas totales, o bien, enriquecidos en proteinas de
membrana externa (OMPs) de las cepas crecidas a 25°C, se sembraron
las cepas virulenta y avirulenta en tubos de TSA inclinado,
incubando a 25°C durante 24 horas; transcurrido este tiempo, las
bacterias se suspendieron en 5 ml de solucién salina estéril,
inoculando 200 pl de esta suspensidn por litro de medio de cultivo

liquido (BHI suplementado) incubando a 25°C durante 18 horas.

La incubacién de BHI suplementado, a 37°C durante 18
horas inoculado con la cepas IP383, IP383p-, 025, 025p- € 1P1476
(obtenidas por crecimiento en TSA a 25°C durante 24 horas del mismo
modo al descrito anteriormente), permitié obtener masa bacteriar_la

para la consecucion de extractos proteicos (de envueltas totales o

de OMPs) de dichas cepas crecidas a 37°C. Ademas, se obtuvo masa

bacteriana 2 partir de las cepas IP383 e IP383p- crecidas en RPMI

1640 a 37°C, ¥ de 1a cepa IP383 crecida en iguales condiciones en
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RPMI 1640 suplementado con HEPES. Por otro lado la misma cepa

IP383p- obtenida por crecimiento en BHI suplementado con 20 mM de
sulfato magnésico y 0,2% p/v de glucosa, a 37°C se utilizé para
conseguir antigeno constituido por bacterias enteras tanto
formolado como autoclavado. Los antigenos autoclavados Yy
formolados serian empleados en la adsorcién de sueros anti Y.

enterocolitica obtenidos previa inmunizacién intraperitoneal.

2.3.-EXTRACTO PROTEICO DE ENVUELTAS TOTALES

Las bacterias crecidas en medio liquido se recogieron
por centrifugacién a 9500 x g durante 15 minutos a 4°C, en una
centrifuga Sorvall RC-5B. A continuacién se lavd el sedimento tres

veces con solucién salina estéril por centrifugacién a 9500 x g

durante 15 minutos.

En su caso, las bacterias recogidas fueron conservadas hasta

su ruptura en BHI con un 20% v[v de glicerol a -70°C.

La masa bacteriana obtenida y mantenida en baiio de hielo se

resuspendid en cantidad suficiente de tampén de ruptura (Tris-HCl
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10 mM, EDTA 5mM,(pH 7.8) 2-mercaptoetanol 1mM hasta formar una
pasta, a la que se anadié RNAsa (SIGMA) y DNAsa (SIGMA) a una
concentracién de 50 pg/ml de cada enzima. La pasta se llevé a un
bote rompedor (B. BRAUN) en el que previamente se habian puesto
perlas de vidrio (B. BRAUN) de diametro 0.17-0.18 mm. La proporcién
entre el volumen de bacterias a romper y bola de .vidrio fué 1:3. Las
bacterias se rompieron, dentro de este bote, en un homogeneizador
celular refrigerado MSK (B. BRAUN AG, Mesulgen, Alemania)
llevandose a cabo dos ciclos de ruptura de 45 segundos cada uno (15
segundos refrigerado con CO, - 15 segundos sin CO, - 15 segundos
con CO,). La eficacia de 1 uptura celular se comprobd mediante una
tincién sencilla con Cristal Violeta, y en caso de no haberse

obtenido un buen rendimiento se volvié a repetir el ciclo de ruptura.

Concluidos los ciclos de ruptura, el contenido del bote

rompedor se llevd a una probeta, dénde se separaron las perlas de

vidrio por decantacion, realizando a continuacién varios lavados de

dichas perlas con tampén de ruptura. Las bacterias no rotas se
separaron por centrifugacion a 9500 x g durante 15 minutos a 4°C, ¥
del sobrenadante resultante se recogieron las envueltas totales por

centrifugacién : 45000 x g durante 1 hora a 4°C. El sedimento
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obtenido (envueltas totales) se 1lavd dos veces con Tris-HCI 10 mM pH
7.5, y se resuspendié en este mismo tampdn, determinandose a
continuacién la concentraciéon de proteinas. Las envueltas se
volvieron a recoger por centrifugacién resuspendieron a
continuacidén en tampén de muestra para SDS-PAGE (SDS 2%, glicerol
10%, 10 mM de Tris-HC1 pH 6.8, 5% 2-mercaptoetanol y 0.0025% de azul
de bromofenol) a concentracion de 1 mg/ml y se congelaron a -ZD'C.

en alicuotas de 70 pl.

2.4-EXTRACTO ENRIQUECIDO EN OMPs

Las fracciones antigénicas enriquecidas en proteinas de

membrana externa (OMPs) se consiguieron por una modificacién del
método de BOLIN et al. (1982) basado en la solubilizacién de la
membrana interna ¢ citopladsmica con lauril sarcocinato soédico
(sarkosyl) descrito por FILIP et al. (1973). También se han obtenido
esto mismos extractos siguiendo la metodologia empleada por
MARTINEZ (1983), basada en la solubilizacion de membrana interna

mediante el empleo de Tritén X-100 (SCHNAITMAN, 1971).




2.4.1-TRATAMIENTO CON SARKOSYL

Para la obtencién de fracciones antigénicas
enriquecidas en OMPs mediante este procedimiénto, se tomaron 10 mg
de proteinas de envueltas celulares totales -obtenidas por el
procedimiento descrifo en el apartado anterior- y se suspendieron
en Tris-HC1 10 mM, pH 7.5 con 1% p/v de Sarkosyl (SIGMA) agitando
con pipeta pasteur durante 30 minutos a temperatura ambiente, .
evitando en lo posible la formacién de espuma. Transcurridos estos
30 minutos, las proteinas insolubles -proteinac de membrana
externa- se recogieron por centrifufacién a 45000 x g durante 15
minutos a 4°C, vulviendo seguidamente a2 repetirse este tratamiento
una vez mas. El sedimento obtenido, de color blanco plateado, se
lavé 2 veces por centrifugacién a 4°C con Tris-HC1 10 mM, pH 7.5. En
su caso, esta fraccién enriquecidaen proteinas de membrana externa
se sometid a continuacion a una delipidizacién parcial, siguiendo el
método descrito por GALANOS et al. (1969) para la extraccién de LPS
de bacterias en fase R, pero en este caso aplicado a fracciones de

membrana externa. El proceso seguido fué el siguiente: fracciones

de membrana externa conteniendo 1 mg de proteinas se tratd con 15

ml de una mezcla de cloroformo:éter de petrél~o:fenol (5:8:2)
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agitando con pipeta pasteur durante 15 minutos centrifugandose a
continuacién a 4000 X g durante 15 minutos a 4°C. El sedimento
resultante fué lavado 3 veces de igual modo que en los casos
anteriores, resuspendiéndose en Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 dénde se
determind la concentracién de proteinas. Las proteinas volvieron a
recogerse por centrifugacién, y se resuspendieron en tamp6n de
muestra para SDS-PAGE a una concentracién de 1 mg/ml,

congelandose a -2t C en alicuotas de 70 pl.

2.4.2-TRATAMIENTO CON TRITON X-100

Se tomaron 10 mg de proteina- de envueltas totales y se
resuspendieron en Tris-HC1 10 mM (pH 8.0) MgCl, 5 mM, 2% v/v Tritén
X-100 agitando con pipeta pasteur Aurante 30 minutos a temperatura
ambiente. La fraccién insoluble (proteinas de membrana externa) se

recogid por centrifugacion a 45000 x g durante 15 minutos a 4°C

repitiendo este mismo tratamiento una vez mas. El sedimento

obtenido se lavd 2 veces por centrifugacion con Tris-HC1 10 mM pH
1.5, determinandose seguidamente la concentracion proteica ¥

conservandose de igual modo al descrito en el apartado anterior.
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2.5.-ANTIGENO AUTOCLAVADO Y ANTIGENO FORMOLADO

2.5.1~OBTENCION DE ANTIGENO AUTOCLAVADO

La cepa IP383p- crecida a 37°C durante 18 horas en BHI
suplementado con 20 mM de sulfato magnésico y 0.2% p/v de glucosa
se recogid por centrifugacién a 9500 X g durante 15 minutos a 4°C,

lavandose seguidamente por centrifugacién con PBS (solucidn salina

-0.9% NaCl- con tampén de fosfatos -0.067 M-, pH 7.6). El sedimento

resultante se resuspendi6 en PBS y se autoclavé a 115°C durante 20

minutos.

5 5.2-OBTENCION DE ANTIGENO FORMOLADO

Se obtuvo a partir de la cepa avirulenta obtenida y
lavada en las mismas condiciones anteriores, resuspendiéndose las
bacterias después de 10s lavados en PBS afiadiendo 0.5% v/vde fcrmol
al 30%. La incubacidén en presencia de formol se efectud a 4°C

durante 24 horas, transcurridas las ciales las bact.rias se lavaron

con PBS dos veces por centrifugacién.
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2.6.-DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

La determinacisn de proteinas se realizé por medio de

un kit (Protein Assay. BIO RAD) basado en la técnica de Bradford

(BRADFORD, 1976).

A pectir de una solucién standard de albimina bovina
(BIO RAD) de concentracién 1.4 mg/ml se prepararon diluciones
conteniendo 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.8 mg/ml y 1 mg/ml. De cada
dilucién se pusieron 100 ul en sendos tubos de vidrio y 100 pl del
axtracto antigénico problema en otro tubo. Ademas se colocé un tubo
con 100 pl de Tris-HC1 10 mM pH 7.5 que seria usado como blanco. A
cada tubo se le anadi6 a continuacién 5 ml de reactivo colorante
(BIO RAD) previamente dil-ido 1:5 en agua destilada y filtrado por
papel de filtro. Después de incubar un tiempo minimo de 5 minutos
se leyd la absorbancia de los tubos con concentracién conocida y el
problema frente al blanco a una longitud de onda de 595 nm en un

espectrof otémetro Perkin Elmer Lambda 3B.
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I11.3.-SUERQOS

Como fuente de suero anti-Y.enterocolitica, sueros control
negativos y suero control positivo para el cultivo de células de
médula ésea, se han utilizado ratones machos BALB/c procedentes del

Servicio de Animalario de la Universidad de Gra.nada.

Los sueros de cabra y de conejo empleados en las
soluciones diluyentes de anti-gammaglobulina marcada con biotina
(SIGMA) ¥ anti-gammagiulina marcada con peroxidasa (SIGMA)
respectivamente se han obtenido a partir de cabras sanas del Centro
de Experimentacic’m Animal de la Diputacién de Granada, y conejos

procedentes del Servicio de Animalario de la Universidad de

Granada.

3.2-SUEROS AN [1-Y.enterocolitica

Se han obtenido sueros de ratcr.ies inmunizados por via

intraperitoneal con la cepa 1P383 o - _n con la IP383p-, asi como

92
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sueros de inmunizacién oral también de ambas cepas.

La cepa virulenta y avirulenta crecidas en TSA a 25°C

durante 24 horas suspendidas en solucién salina conteniendo 10°
bacterias/ml, fué utilizada parala inmunizacién de los animales por
via intraperitoneal, recibiendo cada ratén 0.25 ml cada vez. Para la
infeccidn oral los animales se mnantuviercn privados de agua durante
24 horas: trascurrido este periodo, se les permitid libre acceso 2
bebederos conteniendo un volumen suficiente de suspension
bacteriana (bacterias obtenidas por cultivo en TSA a 2l5'C durante

24 horas) en agua estéril con una concentracién aproximada de 10°

by 9

bactériaslml. A las 24 horas se cio por terminada la infeccién oral,

sustituyéndose los bebederos por otros no contaminados.
Los distintos sueros obtenidos han sido los siguientes:

Suero I: constituido porla mezcla de sueros procedente
de un lote de animales inmunizados intraperitonealmente con la cepa
IP38?; 4 veces, espaciada cada jnmunizacién 15 dias. El sacrificio de

los ratones se realizé a los 5 dias de 1a @ltima inmunizacion.




Suero II: procedente de un lote de animales inmunizados
y sacrificados de igual modo y mismos tiempos que el anterior pero

con la cepa IP383p-.

Suero III: mezcla de sueros procedentes de un lote de

animales sacrificados a los 2 dias de su infeccién oral con la cepa

1P383.

Suero IV: procedente de un lote de animales infecta;.dos

con la cepa 1P383, - de igual mode al anterior y sacrificados también

a igual tiempo postinfeccién.

Suero V: formado por la mezcla de sueros procedentes

de un lote de animales infectados oralmente con la cepa IP383, siendo

sacrificados a los 5 dias de la infeccién.

Suero VI: procedente de un lote de animales

ectados oralmente con la cepa

rificados a los 5 dias de ser inf

sac

1P383p-.

Suero VII: mezcla de sueros de un lote de ratones
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sacrificados a los 10 dias de su infeccidn oral con la cepa IP383.

Suero VIII: constituido por la mezcla de sueros
procedentes de un lote de animales infectados oralmente con la cepa

IP383p- y sacrificados a los 10 dias de ser infectados.

Como suero control negativo se utilizd suero procedente

de animales no inmunizados.

3.3.-SUERO CONTROL POSITIVO PARA CULTIVO DE CELULAS DE

MEDULA OSEA

Se utilizd suero procedente de animales a los que se habia

inoculado por via intravenosa 0.1 ml de una solucién de LPS (SIGMA)

en PBS de concentracion 50 pg/ml y sacrificados transcurridas 5

horas de la inoculacién.

3.4.-SANGRIA, SEPARACION Y CONSERVACION DE LOS SUEROS

j i i & unda
Los animales se sometieron a anestesia ete;ea prof

y se les practicd sangria en blanco por puncién en el seno venoso

retroorbital con pipeta pasteur, mezclando la sangre de los animales
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de un mismo lcte.

La sangre se dejo coagular a temperatura ambiente
durante 4 horas y se separd el suero, eliminando restos de codgulos
o elementos formes por centrifugacién a 1500 r.p.m. durante 15
minutos. Los sueros asi obtenidos se conservaron hasta su

utilizacién por congelacién a -20°C.

I11.4.-ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

4.1.-DESCRIPCION DE LA TECNICA

Se ha empleado un sistema de tampones Y geles
discontinuos (LAEMMLI, 1970) utilizando un gel superior de

concentracién y un gel inferior o gel de separacién de 1.5 mm de

espesor.

Para la elaboracién de los geles de separacidn, se han

empleado soluciones stock de poliacrilamida de concentracién 29.2

plv de acrilamida (BIO RAD) y 0.8% p/v de N,N'- metilenbisacrilamida

(BIO RAD), de Tris-HCl (SIGMA) 1.5 M pHS8.8, Y dodecil sulfato sbdico
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(SDS) (SIGMA) al 10% p/v.

Se ha trabajado con geles de separacion de
concentracién final de poliacrilamida del 7.5%, 12.5% y geles en
gradiente lineal con concentracién de poliacrilamida de 7.5% a 15%.
Para la elaboracién de los primeros se mezclaron cantidades
adecuadas de las anteriores soluciones stock de modo que sus
concentraciones quédaron en 7.5% o 12.5% de poliacrilamida, 0.375 M
de Tris-HC1 pH 8.8 y 0.1% p/v de SDS. La mezcla se llevd a
desgasificar 15 minutos a vacio y seguidamente se adicionaron los
iniciadores de la polimerizacién: 0.05% p/v de persulfato aménico

(adicionado a partir de una solucién extemporédnea del 10% p/V) ¥

0.154 de TEMED (N,N,N’,N‘-tetrametiletilendiamina) (BIO RAD),

mezclindose bien todo y vertiéndose a continuacién en un molde. En

el caso de los geles en gradiente, se prepararon dos soluciones (cada
una con la mitad del volumen total del gel): una de concentracién
final de poliacrilamida de 7.5% y otra del 153 y con una concentracién
de Tris-HCl pH 8.8 y SDS iguales que en el gel anteriormente
descrito. Una vez reaiizada la desgasificacién de ambas soluciones
y adicionados los iniciadores (a igual concentracion que en el caso

de los geles de concentracion constante de poliacrilamida)se
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practicé su vertido en el molde, empledndose para este vertido un

formador de gradientes modelo 385 (BIO RAD).

Una vez vertida la solucidén o soluciones entre los dos
vidrios, molde del gel, se afiadié lentamente con el empleo de pipeta

pasteur agua o isopropanol para evitar la formacion de meniscos, ¥y

se dejé polimerizar durante 45 minutos.

El gel superior se prepard a partir de las mismas soluciones
stock de poliacrilamida y SDS, y una solucién de Tris-HCl 0.5 M pH
6.8, de modo que ia concentracién final de estos componentes en el
gel fué de 3% p/v de poliacrilamida, 0.125 M de Tris-HC1 pH 6.8 y 0.1%
de SDS. Después de desgasificar y afiadir los iniciadores (a igual
concentracion que en el gel inferior), se vertid sobre el gel de
separacién -del que previamente se habia retirado el agua o
isopropanol- y se colocé un peine formador de pocillos, dejando
polimerizar durante 45 minutos. Una vez terminada la polimetiza.cién

se retird el peine quedando en el gel de concentracion 15 pocillos de

7 mm.

El gel se monté en un equipo de electroforesis vertical
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Protean II slab cell (BIO RAD Laboratories, Richmond, California,

USA).

En el caso de realizarse a continuacién de la separacion
electroforética una tincién con azul coloidal G o inmunoblotting,
cada pocillo se cargd con 20 pg de proteinas disueltas en tampdn de
muestra; en el caso de realizar una tincién de plata posterior a la
separacion, la cantidad de proteinas puesta en cada pocillo fué de
5 pg. Previamente las muestras se sometieron a un calentamiento a
95°C durante 5 minutos, seguido de centrifugacién a 11000 r.p.m.
durante 5 minutos en microfuga (HERMLE Z 231 M). Para estimacioén
de pesos moleculares y como control de la electroforesis se cargé un
pocillo con un patrén de pesos moleculares (BIO RAD) bien de bajo
peso nolecular (fosforilasa b, 97.4 Kdal; seroalbiimina bovina, 66.2
Kdal; ovoalbumina, 45 Kdal; anhidrasa cabénica bovina, 31 Kdal;
inhibidor tripsinico de la soja, 21.5 Kdal y lisozima, 14.4 Kdal) o alto
peso molecular (miosina, 200 Kdal; galactosidas de E. coli, 116.25
Kdal; fosforilasa b; seroalbimina bovina y ovoalb(imina).

La electroforesis se realizé, segun recomendacién del

fabricante, a intensidad constante de 25 mA en el gel de
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concentracién y 35 mA en el gel de separacidn durante 4 horas

Durante la electroforesis se evitd el calentamiento por medio de un

sistema de circulacién de agua incorporado en el propio equipo de

electroforesis.

Como tampén para la electroforesis se usd 0.025 M Tris-HC1 pH

8.3, 0.192 M glicina y SDS 0.1% p/v.

La preparacién ce los distintos geles se detalla a

continuacidn:

Gel de separacion con concentracion de

Gel de separacidn

poliacrilamida del 12.5%

Gel concentracién

Acril/Bis (%)
conc. Tris, pH

12.5%
0.378M, pH 8.8

3%
0.125M, pH 6.8

Acril/Bis (30%)

16.6 ml

1ml

Tris 1.5M pH 8.8

10 ml

pris 0.5M pH 6.8

sps (10%)

400 pnl

Agﬁa destilada ;

12.8 ml




Desgasificar 15 minutos y afiadir

Persulfato amdnico 200 nl
(10%)

TEMED 60 pl

Gel de separacién con concentracién de poliacrilamida del 7.5%

Gel separacién Gel concentracién

Acril/Bis (%) 7.5% 3%
Conc. Tris, pH 0.378M, pH 8.8 0.125M, pH 6.8

Acril/Bis (30%) 10 ml 1ml

Tris 1.5M pH 8.8 10 ml

Tris 0.5M pH 6.8

sDS (10%) 100 pl

Agua destilada 19.3 ml

pesgasificar 15 minutos y afiadir

Persulfato aménico 200 pl
(10%)

TEMED 60 pl




MATERIAL Y METODOS

Gel de separacion en gradiente lineal (7.5%-15%)

Gel separacién

Gel concentracién

Acril/Bis (%)
| Conc. Tris, pH

7.58----15%
0.375M pH 8.8

3%
0.125M pH 6.8

Acril/Bis (30%)

4.35 ml 8.75 ml

.1 ml

Tris 1.5M pH 8.8

4.37 ml 4.37 ml

Tris 0.5M pH 6.8

SDS (10%)

175 pl 175 pl

Agua destilada

8.45 ml 4.05 ml

pesgasificar 15 minutos y afiadir

Persulfato aménico
(10%)

87 pl 87 pl

TE "D

26 pl 26 pl
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4.2.-TINCION DE PROTEINAS [N GELES

Una vez separaradas las proteinas en el gel se tifieron
con azul brillante G, o en su caso se realizd una tincidn con alcali-

plata (OAKLEY et al,, 1980).

4.2.1-TINCION CON AZUL BRILLANTE G

Una vez separadas las proteinas en el gel se fijan

durante 1 hora en una solucién con 7% v/v de acido acético glacial
y 40% v/v de metanol. Transcurrido este tiempo el gel se intrc dujo en
una solucién colorante (SIGMA) a la que se habia adicionado metanol
(4 parte - de solucién colorante y 1 parte de metanol), dejando el gel
en esta solucién durante 2 horas. Se destifié seguidamente con 10%
v/v de acido acético glacial y 25% v/v de metanol durante 60
segundos, lavando el gel a continuacién con metanol al 25% v/v ¥

dejando el gel en éste durante 24 horas.

4.2.2.-TINCION ALCALI-PLATA

Por su mayor sensibilidad se tifieron algunos




extractos antigénicos separados previamente por SDS-PAGL, por la
técnica descrita por OAKLEY et al. (1980). Una vez separadas las
proteinas en el gel, se realizo su fijacién sumergiendo éste en tres
soluciones fijadoras, en las que se dejé durante 20 minutos en cada
una de ellas (50% metanol y 7.5% acido acético; 5% metanol y 7.5% acido
acético; glutaraldehido al 10%). Seguidamente se realizaron varios
lavados con grandes volimenes de agua destilada, dejandose el gel
durante toda la noche en aproximadamente dos litros de agua
destilada. Al dia siguiente se realizé la tincién con una solucién de
ilcali-plata (4 ml de AgNO, al 20% afiadidos lentament a la vez que
21 ml de NaOH al 0.36% + 1.4 ml de H,N sobre 73.6 ml de agua destilada
en agitacién) durante 15 minutos o menos tiempo si el gel oscurecia.
El revelado se efectud, después de realizar dos lavados de 15

minutos cada uno de ellos con agua destilada, con una solucién que

contenia 5 microlitros de formol al 38% por cada ml de Acido citrico

-1 0.05% durante 10 minutos. El revelado se detuvo con icido acético
al 18% durante 5 - 10 minutos, lavandose seguidamente varias veces

con grandes volaumenes de agua destilada.
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. . 4.3,-CONSERVACION DE GELES

Una vez tenidas lac proteinas separadas en los geles, se
colocaron entre 2 laminas de celofan poroso (BIO RAD) o bien entre
una lamina superior de celofdn y otra inferior de papel de filtro. El
gel y celofan se humedecieron previamente en una solucidn con 3%
v/v de glicerol, 40% v/v de metanol y 10% v/v de acido acético glacial.

Si se empled papel de filtro este seria humedecido con agua

destilada. La desecacidn, seglin instrucciones del fabricante, se

raalizd a 80°C durante 2 horas con empleo de vacio (aproximadamente

175 mm Hg) en un secador de geles modelo 543 (BIO RAD).

permanecer estables durante

Los geles tenidos pueden

varias semanas sumergidos en una solucién al 25% p/v de sulfato

amonico.

III.5.—INMUNOBLOTTING

-

5.1.-DESCRIPCION DE LA TECNICA

Se ha realizado por una modificacién del método
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descrito por TOWBIN et al. (1979)

Para lograr la electrotransferencia de proteinas de alto
peso molecular (Yopl) ha sido necesario el empleo de geles en
gradiente lineal (descritos anteriormeite) asi como la adicién al
tampén de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% v/v de

metanol, pH 8.3) de 0.1% p/v de SDS.

Una vez realizada la separacién de proteinas en el gel,
se introdujo éste en tampén de transf erencia durante media hora a
temperatura ambiente. Seguidamente se colocé sotb e el gel el papel

de nitrocelulosa de 0.42 ym de tamano de poro (BIO RAD),

previamente humedecido con tampdn de transferenciay sobre el clial

iban a ser transferidas las proteinas. Nitrocelulosa y gel se
envolvieron entre dos laminas de papel de filtro 3 MM (BIO RAD)
también humedecidas en tampén, eliminandose 2 contirnuacién las
posibles burbujas de aire retenidas rodando un tubo de ensayo. El
sandwich se pusoO enire dos hojas de fibra porosa (Scotch-Brite,
prehumedecidas con tampén e transferencia. El sandwich -

- ,
completo se cclocd en un - porte de paredes agujereadasy éste se

1levd a una cubeta de electrotransferencia (TRANS BLOT CELL. BIO
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RAD) de modo que el gel quedase orientado hacia el citodo. La

cubeta se llend de tampdn hasta cubrir el gel y se conectd a la
fuente de alimentacidn. T.a transferencia se realizé a 1 A durante una
hora estando los electrodos separados una distancia de 4 cm.
Durante el proceso de transferencia se evité el calentamiento
mediante el empleo de un serpentin de aluminio (BIO RAD) enfriado

a 4°C y conectado a un sistema de corriente de agua.

Acabada la electrotransferencia se descartd el gel y se
cortd el papel de nitrocelulosa de modo que una tira contuviese el
patrén de pesos moleculares y una muestra de cada extracto
antigénico a ensayar que se tifieron con negro amido y el resto de
tiras contendrian los extractos antigénicos sobre los. que se

realizaria la inmunodeteccidn.

5.2.-TINCION DE PROTEINAS EN PAPEL DE NITROCELULOSA

para control de la electrotransferencia y para la

estimacién de los pesos moleculares de 1a bandas proteicas en cada

transferencia se realizé una tincién con negro amido (TOWBIN et al.,

1979). El papel se introdujo de 3 a2 5 minutos en una solucién
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colorante compuesta de 0.1% p/v Negro Amido (SIGMA) en 45% v/v de

1 >tanol y 10% v/v.de 4cido acético glacial. La decoloracidn se realizé
con una solucién decolorante compuesta por 70% v/v de metanol y 7%
v/jv de acético glacial durante 15 minutos lavandose seguidamente

con agua destilada y seciandose con ayuda de papel de filtro.

111.6.-INMUNODETECCION

A las tiras de papel de nitrocelulosa sobre las que se habian
transferido las bandas proteicas separadas en el gel, se le hicieron
tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS adicionado de 0.1% v/v
Tween 20 y seguidamente, se procedi6 al bloqueo de las zonas del
papel no ocupadas por antigeno. El bloqueo se consiguié mediante
su incubacién durante 2 horas a temperatura ambiente en solucién
blogqueante ( PBS adicionado de 0.1% v|/v Tween 20 ¥ 3% p/v de
gelatina). Después de realizar tres lavados iguales a los descritos
anteriormente, Se€ realizd una incubacién durante 4 horas a
temperatura am*iel . > con suero diluido 1:100 en solucién diluyente
(PBS adicionadu de 0.05% v/v Tween 20, 0.25% p/v gelatina ¥y 1% v/v

suero fetal de ternera (SIGMA)). En el caso de emplear suero de

inmunizacién intraperitoneal, después de realizar nuevos lavados se
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incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con anti-Ig G

marcada con peroxidasa diluido (SIGMA) 1:500 en sclucidn diluyente
(PBS adicionado de 0.25% v/v Tween 20, 0.25% p/v gelatina y 10% suero
de conejo). En el caso de sueros de inmunizacién oral se utilizé un
sistema de anti-inmunoglobulina (Ig G, Ig M o Ig A) marcada con
biotin 3IGMA) diluida 1:400 en solucién diluyente (PBS adicionado
de 0.05% v/v Tween 20, 0.25% p/v gelatina y 10% de suero de cabra) y
avidina unida a peroxidasa (SIGMA) diluida 1:500 en PBS adicionado

de 0.05 Tween 20 y 0.25% p/v de gelatina.

Como cromégeno para detectar anticuerpos unidos
especificamente a proteinas se usé 4-Cloro,1-Naftol (SIGMA) 21 0.05%
p/v en 20% v/v metanol ¥ 0.015% v/v de agua oxigenada al 30% en PBS

de acuerdo con el método de HAWKES et al. (1982).

111.7.-ESTIMACION DE PESOS MOLECULARES

Las movilidades relativas (Rf) de las proteinas separadas por
SDS-PAGE son funcién lineal de los logaritmos de sus pesos
moleculares (SHAPIRO et al., 1967; WEBER ¥ OSBORN, 1969). En base a2

esto ¥ utilizando un patrén de pesos moleculares Se pueden
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determinar los pesos moleculares de las bandas separadas en el gel

Determinando los Rf de las proteinas del patrén, con peso molecular
conocido, se puede representar una recta patrdn de los logaritmos
de pesos moleculares en funcién de sus movilidades relativas.
Seguidamente tomando como base esta recta y calculando el Rf de
cada banda proteica de los extractos antigénicos nos permitid

calcular el co: cespondiente peso molecular.

111.8.-CULTIVO DE PRECURSORES DE MACROFAGOS-GRANULOCITOS

La proliferacién "in vitro" de precursores de macrdfagos ¥
granulocitos se determiné por medio del cultivo de células de
médula 6sea en medio semisélido de agarosa (METCALF, 1977). Como
fuente suministralora de factor estimulador de colcnias (CSF), se
emplearon los sueros de animales infectados con la cepa IP383 e

1P383p- ¥ sacrificados a los 5 dias de la infeccién (sueros Vy VI).

8.1.-MEDIO DE CULTIVO PARA CELULAS DE MEDULA OSEA (METCALF,

1977)

Se ha utilizado medio RPMI 1640 (SIGMA) suplementado
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con 15% FCS (SIGMA), 1% v/v antibidtico-antimicético (SIGMA),

piruvato (SIGMA) 1 mM y 0.2% p/v de bicarbonato sbédico (SIGMA) y con
0.3% p/v de agarosa (SIGMA) de bajo punto de gelificacién como
solidificante. Ambos medios, se prepararon a concentracién 2X,
manteniendose la agarosa a sobrefusion en bafio maria a 38°C, y el
RPMI 1640 se mantuvo también a igual terrperatura, mezclandose

agarosa y medio liquido antes de su empleo.
Medio RPMI 1640 suplementado 2X

RPMI 1640
Antibiético-antimicético
Piruvato

Bicarbonato sédico

FCS

Agua destilada

Preparacién: se disuelve el RPMI 1640 en agua destilada,

.}

anadiendo a continuacién el resto de componentes ¥ filtrandose

seguidamente con empleo de una bomba peristaltica de presion

positiva, utilizando filtros Millipore de 0.2Z pm de didmetro de poro.
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. . ° -~ ’
El medio se mantiene a 38°C en bano maria hasta su uso.

Agarosa 2X

Agarosa de bajo punto de gelificacién 017 g

Agua destilaDA 25 ml

Preparacion: se resuspende la agarosa en agua destilada y se
esteriliza en autoclave a 120°C durante 20 minutos, manteniéndose

postereriormente a sobrefusién en bafio maria a 38°C.

8.2.-OBTENCION DE CELULAS DE MEDULA OSEA

Las células de médula 4sea se obtuvieron de femures de
ratones sanos BALB/c. Una vez muerto el animal por dislocacién
_cervical, se procedié a la extraccion del fémur en condiciones de
asepsia ¥y trabajando en cabina de flujo laminar. Conseguido el

fémur, e desrotuld y se hizo pasar a través de el 1 n:l de medio RPMI

1640 suplementado con 10% v/v de suero fetal de ternera (FCS)

utilizando una jeringa de insulina, recogiéndose las células

arrastradas Ppor el medio en un tubo de centrifuga estéril.
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Seguidamente se procedid al recuento de células viables en cidmara

de Neubauer por el método de exclusién con azul tripan, y

ajustdndose a continuacién la suspensién celular a una

concentracién de 10° células/ml.
8.3.-CULTIVO DE CELULAS DE MEDULA OSEA

Para el cultivo se emplearon placas estériles de 12 pocillos
(COSTAR), poniéndose en cada uno de los pocillos: 0.1 ml de la
suspensién celular (10° células), 0.1 ml de suero (sueros Vo VI o
suero control positivo) y 1 ml de medio RPMI 1640 suplementado y
adicionado de 0.3% de agarosa mantenido a sobrefusién en bafio maria
a 38°C. Una vez adicionados todos los componentes, el cultivo se
llevd a nevera durante 5 minutos con objeto de facilitar la
gelificacién del medio, y seguidamente se incubd en atmosfera
htmeda a 37°C y con un 5% de CO,. Transcurridos 7 dias, se procedio
al recuento de colonia (CFU) en microscopio invertido, considerando

colonias aquellas agrupaciones celulares de mas de 50 elementos.
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I11.9.-DETECCION DE INMUNOCOMPLEJOS CIRCULANTES

9.1.-OBTENCION DE INMUNOCOMPLEJOS CIRCULANTES

El procedimiento empleado para la consecucién de
inmunccomplejos presentes en suero est4 basado en su precipitacién

mediante polietilenglicol 6000 (PEG 6000) (DIGEON et al., 1977).

Se tomaron 150 pi de los sueros Vy VI y se llevaron a sendos
eppendorf de 1.5 ml, aﬁadiéndose a continuacidn 36 pl de PEG al 20%
(p/v), 18 ul de EDTA 0.2 My 6 ul de PBS. La mezcla, se agito y se
incubd a 4°C durante 18 horas. Transcurrida esta incubacidn, se
centrifugé a 3000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C en una microfuga

HERMLE Z 231 M. El precipitado obtenido, se 1lavd por centrifugacidén

(de igual manera a la anterior) 2 veces con PEG al 2% (p/v)

resuspendiendo el sedimento resultante en 50 pl de tampdn de

muestra para SDS-PAGE, conservandose en éste a -20°C.

9.2.-DETECCION DE PROTEINAS INTEGRANTES DE INMUNOCOMPLEJOS

Los inmunocomplejos recogidos en tampdn para SDS-PAGE, se
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sometieron a una separacion electroforética con empleo de geles en
gradiente lineal (concentracién de poliacrilamida del 7.5 al 15%), de
igual modo al descrito en el apartado 4.1. Cada pocillo se cargo con
20 pl de tampdn de muestra conteniendo los inmunocomplejos, previo
calentamiento a 95°C durante 5 minutos y posterior centrifugacién
en microfuga. Una vez realizada la electroforesis, se procedié a la
electrotransferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa e
inmunodeteccién del mismo modo al descrito en los apartados 5.1 y
IIL.6. Para la deteccién de las proteinasen el papel, se empled suero
procedete de animales inmunizados con la cepa IP383 via
empleando anti-IgG-biotina y Avidina

intraperitoneal (suero I),

peroxidasa como sistema de revelado.






IV.1.- ANALISIS DE EXTRACTOS PROTEICOS POR SDS-PAGE.

1.1.-PROTEINAS TOTALES NDE ENVUELTAS

El analisis de proteinas totales de envueltas celulares se
plante6 como una primera aproximacién a la apiicacién de la técnica
de SDS-PAGE al estudio de proteinas superficiales de Y.
enterocolitica. Ademds, el cc™ ocimiento de los perfiles asi obtenidos
es un paso previo a su utilizacién como antigenos en inmunoblotting
con el fin de investigar la= posibles respuestas a proteinas
codificadas por el plasmido de virulencia. no ubicadas en la

membrana ¢ xterna.

Las primeras experiencias S2 realizaron en geles de
composicién constante (12.5 % de poliacrilami.da), que pecmiten
caracteriza. pandas correspondientes a polipéptidos comprendidos
entre 100y 14 kdal (Instrucciones técnicas de Bio Rad). Las envueltas
procedian de bacterias cultivadas en medio BHI supiementado con
glucosa ¥y MgSO,. En la 'Fig. 1 se presentan perfiles obtenidos en

estas condiciones. La mayor densidad de bandas aparece claramente

por encima de 25 k¢ 1. Una rapida comparacién de 108 perfiles

L]

11,
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permite detectar una banda de alto peso molecular (que apenas
penetra en el gel) en el correspondiente a la cepa IP383 crecida a
37°C (carril a); esta banda esté ausente en la misma cepa crecida a
25°C y en la cepa isogénica sin plasmido, 1P383p-, a 37°C y a 25°C
(carriles ¢, by d), y por su posicién debe identificarse con Yopl, si
bien su caracterizacidén correcta por su peso molecular no pusde
efectuarse en estas condiciones (se requiere un gel de menor-
concentracién de poliacrilamida). Un analisis mas detallado revela
algunas diferencias menores. Ademéas, IP383 a 37°C presenta una
bapda difusa ¢~ aproximadamente 25 kdal que no aparece en los
restantes carriles, y que por su peso molecular se corresponde con

YopS.

La mejor caracterizacién de Yopl y otras bandas de elevados
pesos moleculares planted la necesidad de usar geles en gradiente.
Como se muestra en la Fig. 2, el desarroll” electroforético en estas
condicicnes (de 7.5 9 a 15 % de poliacrilamida) reveld claras

diferencias entre 1os perfiles; asi en el car-il correspondiente a la

cepa IP383 crecida a 37°C (carril a) aparecen bandas proteicas de

alto peso molecular (superior al estandar de mayor peso) 49 Kdal, 41

Kdal, 37 Kdaly 25 Kdal que no aparecen en los extractos obtenidos
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a 25°C a partir de la misma cepa ni en aquellos procedentes de la

cepa IP383p- a 25°C o 37°C (carriles ¢, d, b).
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¢ lineal. Proteinas de envueltas totales. Carril a: 1P383 crecida aXC

Fig. 2. SDS-PAGE en gel en gradient

carril b: 1P383p- crecida a 37°C; carril € IP383 crecida a 250 C; carril d: [P383p- ‘recida a 25°C.




1.2.- OMPs

1.2.1.-INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO

Para la identificacién de aquellas proteinas presentes
en la membrana externa es necesario la eliminacién de aquellas
localizadas en la membrana interna. En el presente estudio se
compararon dos métodos de solubilizacién de proteinas de membrana
interna: en uno de ellos se utilizd Sarkosyl (FILIE et al., 1973) y en

el otro Tritén X-100 (SCHNAITMAN, 1971).

Al comparar los perfiles de OMPs obtenidos por tratamiento
con Tritén X-100 (Fig. 3) con los correspondientes obtenidos por
tratamiento con garkosyl (Fig. 4) se observa como en el orimero de
ellos aparece un elevado namero de bandas proteicas no presentes
cuando el enriquecimiento en OMPs se realiza con S;rkcsyl. En los
extractos proteicos tratados con Tritén X-100, pueden apreciarse

bandas con pesos moleculares > 98 Kdal y 23 Kdal, sblo presentes en

el carril correspondiente 2 la cepa IP383 crecidaa 37°C (Fig. 3, carril

a) no apareciendo en aquellos obtenidos 2 partir de la cepa IP383p-

a 37°C o 25°C y cepd 1p383 a 25°C (carriles b, ¢ ¥ d). Mas claros




aparecen los perfiles obtenidos mediante el empleo de Sarkosyl,

i ) sqs > Chx
' “nde pueden apreciarse con mayor nitidez OMPs codificadas por el

plasmido a 37°C (sélo estan presentes en el carril a que corresponde
a la cepa virulenta crecida a 37°C) con pesos moleculares > 98 Kdal
y 25 Kdal; estos polipétidos correspunderian a Yopl, ¥y Yop5
(KAPPERUD et al., 1985° BOLIN et al., 1985). En cuanto a polipéptidos
cromosomicos presentes en la membrana externa se destacan seis con
pesos moleculares de 84, 64, 48, 45, 35 y 30 Kdal (Fig. 4, carriles a, b,

cy d). Alavistade los resultados obtenidos, se eligid el tramiento

con Sarkosyl para las ulteriores experiencias.




Fig. 3. SDS-PAGE en gel del 12.5%. OMPs obienidas por tratamicnto con Tritén X-100. Canil a: 1P383
P383 crecida a 25°C; carril d:1P383p- crecida

1P383p- crecida a 37°C; camil ¢: |

crecida a 37°C; carril i

a 25°C; p: patron de pesos moleculares.




OMPs obtenidas por tratamiento con Sarkosyl. Carril a: IP383

Fig. 4. SDS-PAGE ¢n gel en gradiente lineal.

aecida a 37°C; carril b: {P383p- crecida a 370C: carril ¢: IP383 crecida a 250 C: carril d: [P383p- crecida

a 25°C, p: patron de pesos moleculares.




1.2.2.-INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo ejerce una decisiva influencia tanto en los
patrones de OMPs tanto cromosémicas como plasmidicas (SKURNIK,
1985). Se ha analizado la influencia que en este sentido ejercen los
medios BHI suplementado con MgSO, y glucosa, RPMI 1640 y RPMI 1640
suplementado con HEPES sobre la expresién de proteinas de
membrana externa a 37°C. En el perfil correspondiente a OMPs de la
cepa IP383 crecida a 37°C en RPMI 1640 se observa la aparicién

inmediatamente debajo de Yopl de otras proteinas de elevado peso

molecular (mayor a 100 Kdal) (Fig. 5, carril a) que no aparecen en la

cepa IP383p- (carril c) lo que indica que estan codificadas por el
plasmido de virulencia. Estas bandas acompafantes de Yopl no
aparecen en el perfil de la misma cepa crecida en BHI suplementado
(carril b). Para conseguir una adecuada caracierizacién de los
polipéptidos coi respondientes a estas bandas, se recurri6 al empleo
de un gel del 7.5% que al incrementar las separaciones facilité la
determinacion de los respectivos pesos moleculares. Asi, se pudo
establecer que junto a Yopl cuyo peso molecular se establecid en 190

Kdal aparecieron cuatro bandas de 170, 118, 100 y 98 kdal (Fig. 6).




Prosiguiendo el analisis de las diferencias observadas entre
los perfiles obtenidos en RPMI 1640 y BHI suplementado, es de
destacar que la expresion de YopS se ve reprimida (al menos
parciélmente) cuando la cepa IP383 crece en RPMI 1640: en efecto, la

banda de 25 kdal, que se observa nitidamente en el perfil de IP383

crecida en BHI suplementado (carril b de la Fig. 5) no aparece en el

perfil correspondiente al RPMI 1640 (carril a). Sin embargo, cuando
las OMPs de 1P383 crecida en RPMI 1640 se analizan en un gel en
gradiente, es posible apreciar una débil coloracién en la posicién de
25 kdal (Fig. 7, carril a), que podria atribuirse a la presencia de
pequenas cantidades de la proteina en cuestién. Otra diferencia
observable en la expresion de OMPs plasmidicas en estos dos medios
se encontrd en la aparicién de un polipéptido de 49 Kdal s6lo en
RPMI 1640 (Fig. 7, carril a) perono en BHI suplementado (Fig. 4, carril
a). Este polipéptido podria tratarse de Yop2 (BOLIN et al., 1985) o

bien de r onémeros de Yopl (SKURNIK et al., 1984; ZALESKA et al,

1985).

La influencia'del medio de cultivo se extiende también a la

expresion de OMPs codificadas por el cromosoma. En 1a Fig. 5 se

observa que tanto la cepa IP383 como la IP383p-, crecidas en RPMI




1640, expresaron sendas OMPs de 74 y 66 kdal (carriles a y c)

ausentes en los perfiles procedentes de BHI suplementado (carriles

byd).

En experimentos no relacionados con los aqui expuestos, se ha
encontrado que las variaciones del pH consecuencia del crecimiento
de Y. enterocolitica en medios de cultivo de tejidos ejerce una
importante influencia en el comportamiento de la bacteria
(resultados no publicados). Estc nos llevé a comparar la expresion
de OMPs en cultivos crecidos en RPMI 1640 y en el mismo medio
adicionado de HEPES. En la Fig. 7 se muestran los resultados de un

experimento de este tipo, realizado en gel en gradiente de

poliacrilamida. El simple hecho de tamponar el medio determind una

disminucién en la expresion de Yopl y la desaparicion de Yop2 (la
banda de 49 kdal presente en el carril a no se detecta en el b).
Ademas, se aprecia una disminucién en el nimero de bandas

localizadas en 1a region comprendida entre Yopl y 98 kdal.

La comparacién de los perfiles obtenidos en distintos medios

de cultivo suministré una base para 1a eleccidén del medio a utilizar

en las ulteriores experiencias. El hecho de que en RPMI 1640 se




reprime la expresién de Yop5, unido al pobre rendimiento de masa

bacteriana obtenido en este medio, decantd la eleccidén hacia el
medio BHI suplementado con MgSO, y glucosa. No obstante, dada la
superproduccién de Yopl en RPMI 1640 (Fig. 5, carril a) se recurrid
al uso de este medio para la caracterizacién del mondmero de Yopl
(SKURNIK et al., 1984). El calentamiento de OMPs en exceso de 2-
mercaptoetanol permitid la reduccién de Yopl a formas monoméricas

que aparecieron con un peso molecular de 49 Kdal (Fig. 8, carril a).
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12.5%. OMPs obtenidas por iratamiento con SarKosyl. Carril a: IP383 crecida a 37°C

Fig. 5. SD5 PAGE
do: carril ¢: IP383p- crecida a 37°Cen

en RPM' 1640; carril b 1P383 -recida a 37°C en BH]I suplementa

d: 1P383p- crecida ¢€n BHI suplementado; p: patron de pesos moleculares.

RPMI 1640; carril




OMPs de 1P383 crecida a 37°C en RPMI 1640; carril b:

Fig. 6. SDS-PAGE en gel del 7.5%. Carril a:

OMPs de 1P383 crecida a 37C en BHI suplementado; p: patrén de pesos moleculares.




ecida a 37°C en RPMI 1640;

s o gel en gradiente lineal. Carril a: IP383 cr

Fig. 7. SDS-PAGE de OMP

carril b: [P383 crecida a 37-C en RPMI 1640 suplementado c09 HEPES; carril & [P383p- crecida a 37°C

pesos moleculares.

en RPMI 1640; p: patrin de




Fig. 8. SDS-PAGE en gel en gradiente lineal. OMPs calentadas en exceso de 2-mercaptoetanol. Carril a:

C: carril b: IP383p- crecida a 37°C; p: patron de pesos moleculares.

IP383 crecida a 37°




1.2.3.-ANALISIS DE OMPs REVELADAS POR TINCION DE ALCALI-

PLATA

Dada su alta sensibilidad, se recurrié a la tincién de
alcali-plata para el analisis en detalle de las OMPs obtenidas por
tratamiento con Sarkosyl a partir de bacterias crecidas en BHI
suplementado y desarrolladas en gel en gradiente. En los perfiles
obtenidos (Fig. 9) se corrobord la presencia de Yopl y Yop5, viéndose

confirmado el peso molecular determinado previamente para esta

Gltima (carril a). La confirmacidn del pesc dado para Yopl requirio

el uso de un gel del 7.5% de poliacrilamida, encontrandose que el
crecimiento en BHI suplementado no modificé este parametro (Fig.
10). La tincidn de Alcali-plata no permitié detectar en la cepa IP383
crecida en BHI suplementado ninguna de las bandas de pesoS
moleculares comprendidos entre Yopl y 98 Kdal (Fig. 9 y Fig. 10), que
se observaron cuando esta cepa crecié en RPMI 1640 a 37°C (Fig. 5y
Fig. 6). Dada la gran sensibilidad de la tincidn, debe interpretarse
que la sintesis de los correspondientes polipéptidos esta reprimida
o es minima en el medio BHI suplementado. Ademis, en los perfiles de
la cepa 1p383 a 37°C (Fig. 9, carril a) aparecié una banda localizada
a 28 Kdal, irnmediatamente debajo de un polipéptido cromosdmico de
alrededor 30 Kdal, facilmente detectable con la tincién menos
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sensible de azul coloidal. Esta banda de 28 Kdal, solo observable
mediante la tincién de alcali-plata (y como se indicara mas adelate,
con el revelado por inmunoblotting) deberia corresponder a un
polipéptido codificado por el pldsmido, no descrito hasta la fecha,

y que por tanto debe considerarse como una nueva Yop del serogrupo

0:9.
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plata. Carril &: IP383 crecidaa

gel en gradiente lincal. OMPs teiidas con alcali-
da a 25¢C; carril d: IP383p- crecida a 25°C;

Fig. 9. SDS-PAGE en

372 C; carril b: [P383p- crecida a 37°C; camil © IP383 creci




190 §

116.25

Fig. 10. SDS-PAGE en gel del 7.5%. Tincion élcali-plata. Carril a: OMPs de IP383 crecida a 37°C; carril

p: patron de pesos moleculares.
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1.2.4.-INFLUENCIA DE LA DELIPIDACION POR EL METODO DE

GALANOS

El tratamiento (previo a la solubilizacién de proteinas
de membrana interna por Sarkosyl) de proteinas totales de envueltas
por la técnica de Galanos, como método de delipidacién, tuvo como
consecuencia una pérdida parcial de determinadas proteinas (Yopl),
asi como una aparente disminucién en la solubilizacién de proteinas
de membrana interna, ya que aparecen bandas detectadas en
cubiertas totales pero no en perfiles de OMPs (Fig. 11, carril a). La
delipidacién realizada con posterioridad a la solubilizacién de
proteinas de membrana interna por Sarkosyl, pe.mitidé una mayor
eliminacién de proteinas de membrana interna; ademis Yopl se vié
poco afectada, aunque si se apreciaron pérdidas cuantitativamente
importantes en Yop5 (Fig. 12, carril a). También se vieron

sensiblementeaf ectadas OMPs cromosdémicas de pesos moleculares 84,

48 y 45 Kdal (carriles a, b, c¥ d).
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Yop1

Yop5 1

2 5%. OMPs de [P383 crecida a 37¢C. Carril a: tratamiento de envueltas

Fig. 11. SDS-PAGE en gel del 1
iento con Sarkosyl; p: patron

totales cor. Sarkosyl; carril b: delipidacion de cnvultas totales previa al tratam

de pesos moleculares.




84

48

Fig. 12. SDS-PAGE en gel en gradiente lineal. OMPs obtenidas con el empleo de Sarkosyl y posterior
< carril b: 1P382p- crecida a 37°C;

delipidaci6n por el método de Galaros. Carril a: 1P383 crecida a 37°

50C; carril d: [P383p- crecida a 25¢C.

carril ¢: IP383 crecida a 2
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IV.2.-INMUNOBLOTTING

2.1.-SUEROS OBTENIDCS POR INMUNIZACION INTRAPERITONFAL

2.1.1.-SUERO AN I IP383 ADSORBIDO CONIP383p- YENFRENTADO

A PROTEINAS TOTALES

E! revelado de las proteinas de envueltas totales con el
suero 1 (obtenido 2 partir de ratones inmunizados
intraperitonealmente) produce una elevada densidad de bandas,
debido a que la via intraperitoneal debe permitir el contacto de
todas las fracciones antigénicas. El elevado namero de bandas, hace
imposible diferenciar aquellas que corresponden a proteinas
antigénicas codificadas por el plasmido de virulencia de aquellas
que lo son por el cromosdéma. Esto hace necesario realizar una
adsorcién de este suero con la cepa 1P383p-, de modo que ce retiren
10s anticuerpos queé reconocen fracciones antigénicas comunes a
ambas cepas {que seran por tanto codificadas por el cromoséma) ¥
queden solo aquellos especiﬁcos para antigenos presentes
unicamente en la cepa IP383 (plasmidicos). En la Fig. 13 se muestran
los resultados obtenidos en el revelado de proteinas de envueltas

totales con suero intraperitoneal adsorbido con la cepa 1p383p-. La
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elevada eficacia en la adsorcién quado reflejada por la ausencia de
bandas frente a la cepa con la que se realizé la adsorcidn (carriles
b y d); frente a la cepa IP383 crecida a 37°C se aprecian bandas de
190, 170, 62, 49, 46, 37-35, 32y 28 Kdal. Debe resaltarse el hecho de que
la banda de 170 Kda! corresponde a uno de los polipéptidos
comprendidos entre Yopl y 98 Kdal, que por tincién de proteinas solo
se detectaba en bacteriis crecidas en RPMI 1640. La ausencia de
estas bandas en los carriles correspondientes a la cepa IP383p-
crecida a 37°C (carril b) o 2 25°C (carril d) indica que corresponden
a proteinas codificadas por el plasmido; el hecho de que no
apareccan bandas frénte a OMPs obtenidas a partir de la cepa 1P383

crecida a 25°C (carr. \ indica que estos polipéptidos sb6lo se

expresan a temperaturas de 37°C.
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37-35 |
32
28

frentado a proteinas de envueltas totales. Carril

Fig. 13. Inmunoblot del suero 1 adsorbido con [P383p- en

da a 37°C; carril ¢ [P383 crecida a 25° C; caml d: 1P383p-

a: [P383 crecida a 37°C; carril b: [P383p- creci

crecida a 25°.
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2.1.2.-SUERO ANTI 1P383 ENFRENTADO A OMPs

Para determinar cuales de los anteriores polipéptidos

se encuentran ubicados en la membrana externa es necesario el

~mpleo de antigeno constituido por las fracciones enriquecidas en
OMPs. El revelado de estas fracciones con suero I, permitio localizar
en el carril correspondiente a OMPs obtenidas a partir de la cepa
1P383 crecida a 37°C bandas a nivel de 190 Kdal (Yopl), 170 Kdal y
otra de 49 Kdal (Yop2) (Fig. 14, carril a). Ninguna de ellas se detectd
en las fracciones enriquecidas en OMPs obtgnidas a partir de la
propia cepa virulenta crecida a 25°C (carril c) o de la cepa
avirulenta crecida a 37°C o 25°C (carriles by d). Para detectar la
posible superposicién de OMPs cromosomicas ¥ plasmidicas, se
realizé el revelado de estos antigenos con el suero I previamente
adsorbido con la cepa 1P383p- (Fig. 15); se mantuvieron las bancdas de
190, 170 y 49 Kdal, y ademas aparecio una banda intensa de 28 Kdal;
esta ultima coincide con el polipéptido observado eii SDS-PAGE
tenido con 4lcali-plata ¥ anteriormente definido como una nueva

Yop. No aparece sin embargo 1a banda a nivel de 25 Kdal, descrita

como Yop5 (BOLIN et al., 1985), aunque St presencia si se observo en

SDS-PAGE (Fig. 4 y Fig. 5).
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E) revelado de OMPs con el suero II (obtenido de animales
inmunizados intraperitonealmente con la cepa IP383p-), ratifico estos
resultados y confirmé la ausencia de inespecificidades al no ofrecer

patrén de reaccion frente a los anteriores polipéptidos (Fig. 16).
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Fig. 14. Inmunoblot del suero | enfrentado a OMPs. Carril a: IP383 crecida a 37°C; carril b: 1P383p-

C: carril c: [P383 crecida a 250C; carril d: IP383p- crecida a 25°C.

crecida a 37°




Ps. Carril a: [P383 crecidaa 37°C;

Fig. 15. Inmurobt'ot del suero I adsorbido con IP383p- enfrentado a OM

carril b: IP383p- crecida a 37°; carril ¢: 1P383 crecida a 25°C; carril d: 1P383p- crecida a 25°C.




nfrentado a OMPs. Carril a: [P383 crecida a 37°C; carril b IP383p-

Fig. 16. Inmunobiot: del suero 1 ¢

crecida a 37°; carrilc: [P383 crecida a 250 C; carril d: 1P383p- crecida 2 25*C.




2.2.-SUEROS DE ANIMALES INFECTADOS POR VIA ORAL

Se realizaron estudios sobre la cinética de respuesta de IgM
IgG e IgA frente a OMPs en ratones infectados oralmente. Para ello
se utilizaron sueros obtenidos a los 2, 5 y 10 dias después de la

infeccién. De acuerdo con el disefio general de todas l—as

experiencias incluidas en el presente trabajo, se estudiaron

comparativamente sueros de animales infectados con la cepa
virulenta IP383 (sueros 1II, V y VII) y sueros de ratones infectados

con el derivado avirulento 1P383p- (sueros IV, VI y VIII).

2.2.1.- EYOLUCION DE LA RESPUESTA DE IgM FRENTE A OMPs
A los 2 dias después de 1a infeccidn orail de los ratones
(sueros II1 y 1V), no aparece respuesta de 1gM frente a OMPs, lo que

indica que aun no existen niveles detectables de anticuerpos en

suero.

Al realizar el revelado de OMPs de IP383 crecida a 37°C con el
suero V (Fig. 17, carril a) apareci6 una banda débil frente a Yopl, ¥

también una banda frente 2 Yop5. Estas bandas no se observaron en




los carriles correspondientes a OMPs obtenidas a partir de la cepa
IP383p- crecida a 37°C o 25°C (carriles b y d) o de la cepa IP383
crecida a 25°C (carril c). Es suero V dié reaccién frente a OMPs
cromosdmicas, presentes en los extractos proteicos de ambas cepas
crecidas tanto a 37°C como a 25°C, y con pesos moleculares de 84, 64,

58, 56 (estas dos ultimas no se observaron por tincidén de proteinas

en SDS-PAGE) y 45 Kdal.

Como era previsible, el suero VI no dié reaccién frente a
ninguna Yop (Fig. 18, carril a); sin embargo, aparecid una respuesta
frente a las mismas proteinas cromosdmicas que en el caso del suero
V, aunque la respuesta fué notablemente mas débil, e incluso no
llegd a observarse la banda correspondiente al polipéptido de 45

Kdal.

A los 10 dias de haber infectado a los ratones, no persistio

res—esta de IgM frente a Yopl, pero si, aunque débil, frente a Yop5,

apareciendo una banda a este nivel al revelar OMPs procedentes de

la cepa IP383 crecida a 37°C con el suero VII (Fig. 19, carril a). Enlo
referente a OMPs cromosomicas, se produjo una r.otable disminucién

de la respuesta frente a 1as bandas de 84 y 45 Kdal, y en menor grado




RESULTADOS

los carriles correspondientes a OMPs obtenidas a partir de la cepa
IP383p- crecida a 37°C o 25°C (carriles by d) o de la cepa IP383
crecida a 25°C (carril c). Es suero V dié reaccién frente a OMPs
cromosémicas, presentes en los extractos proteicos de ambas cepas
crecidas tanto a 37°C como a 25°C, y con pesos moleculares de 84,- 64,
58, 56 (estas dos taltimas no se observafon por tincion de proteinas

en SDS-PAGE) y 45 Kdal.

Como era previsible, el suero VI no dié reaccién frente a
ninguna Yop (Fig. 18, carril a); sin embargo, aparecié una respuesta
frente a las mismas proteinas cromosémicas que en el caso del suero
Vv, aunque la respuesta fué notablemente mas débil, e incluso no
llegd a observarse la banda correspondiente al polipéptido de 45

Kdal.

A los 10 dias de haber infectado a los ratones, no persistié
respuesta de IgM frente a Yopl, pero si, aunque débil, frente a Yop5,
apareciendo una banda a este nivel al revelar OMPs proced’er;t_.es de
la cepa IP383 crecida a 37°C co;n el sue@ viI (Fig. 19, carril a). En 1'?
réferente a OMPs cromosomicas, se produjo una notable disminuéiér%

de 1a respuesta frente a las bandas de 84 y 45 Kdal, y en menor grado
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frente a las de 64, 58 y 56 Kdal (Fig. 19, carriles a, b, c y d).

Al realizar el revelado con el suero VIII, no aparecié respuesta

frente a Yops (Fig. 20, carril a). La respuesta frente a OMPs
cromosémicas, se encontrd limitada al polipéptido de 64 Kdal, no

apareciendo respuesta frente a otros polipéptidos (Fig. 20, carriles

a, b, cyd).




a OMPs y revelado con anti 1gM. Carril a: 1P283 crecida a

383p- crecida a 25°C.

Fig. 17. Inmunobiot del suero V enfrentado

370 C: carril b: IP383p- crecida a 372; carrile: IP383 crecida a 25°C; carril d: IP




y revelado con anti 1gM. Carril a: 1P383 crecida a

Fig. 18. Inmunoblot. del suero V1 enfrentado a OMPs

37°C; carril  "P383p- crecida a 37°; carrile: IP383 crecida a 250 C; caril d: IP383p- ciecida a 25°C.




MPs y revelado con anti IgM. Carril a: IP383 crecida a

Fig. 19. Inmunoblot del suero VI enfrentado a O

370C; carril b: [P383p- crecida a 370 carrilc: IP383 crecida a 950 C:; carril d: 1P383p- crecida a 25°C.




Il enfrentado a OMPs y revelado con anti 1gM. Carril a: [P383 crecida

Fig. 20. Inmunoblot del suero V1
a 37°C; carril b: IP383p- crecida a 370; carrilc: IP383 crecida a 250C; carril d: [P383p- crecida a 25°C.




2.2.2.- EVOLUCION DE LA RESPUESTA DE IgG FRENTE A OMPs

A los 2 dias despues de la infeccién oral (sueros III y IV) no
aparecié respuesta de IgG frente a OMPs cromosémicas ni

| plasmiu.cas, anadlogamente a lo ocurrido con la respuesta de IgM

Al revelar OMPs procedentes de la cepa virulenta crecida a
37°C con el suero V, no aparecid reaccion frente a ninguna Yop, lo
que indica que a los 5 dias de la infeccién oral no existen niveles
detectables de aﬂticuerpos de clase IgG frente a estos polipéptidos
(Fig. 21, carril a). No obstante si se detectd respuesta de IgG frente
‘a OMPs cromosdmicas con pesos moleculares de 84 y 64 Kdal (Fig. 21,
carriles a, b, cy d), pero no hubo respuesta frente a los pelipéptidos
cromosomiccs de.58. 56 y 45 Kdal, frente a los que si se detectd

respuesta de IgM a este tiempo (Fig. 17).

El revelado con el sue.o VI, no ofrecid reaccién alguna frente
a Yops (Fig. 22, carril a), y 1a respuesta frente a OMPs cromosémicas
se vib sensiblemente disminuida con respecto al suero V, quedando
sencia de la banda de 84 K;lal limitandose la

reflejado por la au

respuesta al polipép:ido de 64 Kdal (Fig. 22, carriles a, b, cy d).
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A los 10 dias de la infeccion con la cepa virulenta, aparecid
una fuerte respuesta frente a Yopl, apareciendo una banda intensa

a este nivel al revelar OMPs de la cepa IP383 con el suero VII;

también este suero ofrecid reaccién frente a la OMPs plasmidica de

170 Kdal, y una respuesta mas débil se aprecid frefnte a la nueva Yop
de 28 Kdal (Fig. 23, carril a). En lo referente a la respuesta frente a
OMPs cromosdmicas se produjo una perdida de la respuesta frente al
polipéptido de 84 Kdal, manteniendose 1a banda a nivel de 64 Kdal y
apareciendo una banda a nivel de 58 y :35 Kdal (Fig.lz3, carriles a, b,

cyd).

Como cabia eéperar, el suero VIII (procedente de animales
infectados con la cepa avirulenta) no reaccioné frente a OMPs
plamidicas (Fig. 24, carril a) y la reaccion frente a polipéptidos
cromosomicos se limité 2l de 35 Kdal y mas debilmente frente al de

64 Kdal (Fig. 24, carriles a, b,cyd).




ado con anti IgG. Carril a: [P383 crecida a

Fig. 21. Inmunoblci del suero V enfrentado a OMPs y revel

370C; carril b: IP383p- crecida a 37°; carrile: 1P383 crecida a 25°C; carril d: [P383p- crecida a 25°C.




o a OMPs y 'evelado con anti 15G. Carril a: IP383 crecida a

Fig. 22. Inmunoblot del suero VI enfrentad

37°C: carril b: 1P383p- crecida a 37°; carrilc: [P383 crecida a 25°C; camil d: 1P383p- crecida a 25°C.




Fig. 23. Inmunobiot del suero VII enfrentado a OMPs y revelado con anti 1gG. Carril a: IP383 crecida a

carilc: 1P383 crecida a 25°C; carril d: 1P383p- crecida a 25°C.

37°C: carril b: [P383p- crecida a 37°;




Fig. 24. Inmunoblot del suero VIII enfrentado a OMPs y revelado con anti 1gG. Carril a: [P383 crecida a

250C; caril d: 1P383p- crecida a 25°C.

370C; carril b: IP383p- crecida a 37e: carrilc: 1P383 crecida a




2.2.3.- EVOLUCION DE LA RESPUESTA DE IgA FRENTE A OMPs

No aparecieron niveles detectables de anticuerpos de clase
IgA en sueros de animales infectados oralemente y obtenidos a los

2,5y 10 dias de realizar la infeccién, frente 2 OMPs cromosdmicas ni

plasmidicas.




2.3.- REACCIONES CRUZADAS CON OMPs DE OTROS SEROGRUPOS

El hecho, repetidamente observado, de que los anilisis por
inmunoblotting presentgn ocasionalmente limitaciones a la
especificidad, y, por otra parte, las descripciones de reacciones
cruzadas entre Yops dentrq del génerp‘ Yersinia (MAZZA et al., 1985;
SKURNIK et al.. 1984), plantearon la_conveniencia de investigar estos
aspectos en nuestro modelo experi:ﬁéntal. Para ello, enfrentamos el
suero I a OMPs de las cepas 025 y 025p- (del serogrupo 0:3) e IP1476
(serogrupo 0:4,33, ambiental). Los correspondientes inmunoblotting
se muestran en la Fig. 25. En términos -generales, no se observaroﬁ

excesivas bandas de reaccién cruzada, lo que corrobora la buena

especificidad de la técnica seguida. Hubo una clara reaccién con la

Yopl de la cepa 025 (carril d), aunque la banda de esta ultima se
localizd a un peso molecular ligeramente superior al de la cepa IP383
(carril a). En cuanto a las OMPs cromosomicas, aparecié una banda
situada a 56 Kdal aproximadamente, en los 4 carriles, atribuible a
una OMP qﬁe posee determinantes comunes en las 4 cepas. Asimismo,
la regidn comprendida entre 37y 35Kdal presentd una configuracién

muy similar en las 4 cepas (especialmente en las pertenecientes 2 los

serogrupos patogenos 0:9 y 0:3), si bienen nuestra experiencia esta
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es la zona donde parecen registrarse mayores inespecificidades. Por
(ltimo, el revelado de OMPs de la cepa IP1476 mostré sendas bandas

localizadas por encima de 48 Kdal y aproximadamente a 45 Kdal

(carril b). Estas bal;xdas corresponden a OMPs que dan reaccién
cruzada con OMPs del serngrupo 0O:9, muy posiblemente con las niés
cercanas en peso molecular (48 y 45 Kdal, respectivaﬁiente). A
destacar la presencia de bandas homédlogas en los desarrollos de
SDS-PAGE de las cepas 0:3 (datos nc mostrados), 1o que significa que
las proteinas en cuestién estan presentes en estas cepas pero no

poseen relaciones antigénicas con las del serogrupo 0:9 ya que no

reaccionan con los anticuerpos presentes en el suero L




Fig. 25. Reacciones cruzadas entre OMPs de distintos serogrupos de Y. enterocolitica. OMPs obtenidas de

IP1476; caril & O25p-; carril d: 025.

bacterias crecidas a 37° C. Carril a: IP383; carril b:




IV.3.- INMUNOCOMPLEJOS EN SUERO DE ANIMALES INFECTADOS

ORALMENTE

La presencia de plasmido de virulencia confiere la capacidad

para colonizar la mucosa jleal de forma persistente, aislandose

bacterias viables durante varios dias a partir de las placas de Peyer

(JIMENEZ-VALERA et al., 1988). A diferencia de las cepas virulentas
del serogrupo 0O:8, que rebasan el tejido linfoide local y regional y
pasan a sangre, las del serogrupo O:9 carecen de esta capacidad, io
que hasido comprobado experimentalmente por nosotros al practicax.'
cultivos seriados de sangre y bazo de ratones infectados ordﬁente
por IP383, sin encontraren ningin caso aislamientos positivos (datos
no incluidos en el presente trabajo). Sin embargo, la ausencia de
bacterias viables en sangre no excluye la posible presencia de
material antigénico,. derivado de las bacterias que colonizan la
mucosa ileal y 1as placas de Peyer. Al coincidir temporalmente con
1a respuesta de anticuerpos, estos antigenos podrian dar lugar a la
formacion de inmunocomplejos circulantes. La deteccién de
inmunocomplejos en modelos experimentales de infeccién por Y.
enterocolitica posee gran interés por cuanto puede representar una

aproximacién experimental al estudio de algunas complicaciones
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inmunopatoldgicas de la yersiniosis (KEKOMAKI et al., 1983). Por ello
aprovechamos la disponibilidad de sueros obtenidos 5 dias después
de infeccién oral para detectar, en primer lugar, 1a posible presencia

de inmunocomplejos, y en su caso, la participacién en ellos de OMPs

de Y. enterocolitica.

La precipitacion con PEG, segin la técnica descrita para
inmunocomplejos en Material Y Métodos, rindi6 sedimentos
apreciables con todos los sueros ensayados, incluyendo los de
animales sanos. Cuando los precipitados fueron redisueltos y
analizados por inmunoblotting frente a un suero anti TP383 (el suero
1), se reveld la presencia de dos bandas correspondientes a Yopl (190
Kdal) y Yop5 (25 Kdal) en los inmunocomplejos procedentes de
ratones infectados con 1P383, mientras que el revelado del material
procedenté de animales infectados con 1P383p- no mostrd ninguna
banda de caracter especifico (Fig. 26, carriles a y b
respectivamente). £l hecho de usar como fugnte de anticuerpos anti-
Yersinia un antisuero obtenido en ratén conllevd la necesidad de

utilizar como conjugado anti-IgG de raton, lo que explica la

apariciénde bandas correspondientes alas cadenas gamma presentes

en los inmunocomplejos, ¥ disociadas en monémeros (50 Kdal) o
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dimeros (100 Kdal) por las condiciones reductoras del tampén de

muestra para SDS-PAGE.




Carril a: suero obtenido a los 5 dias de Ia infeccion oral por

Fig. 26. Inmunocomplejos en Sueros de ratdn.
a los § dias de la infeccion oral por [P383p-; carril €: SUero procedente de

[P383; carril b: suero obtenido

animales sanos.




Iv.a.-
4.- ACTIVIDAD ESTIMULADORA DE LA FORMACION DE COLONIAS

POR CELULAS DE MEDULA OSEA EN EL SU'ERO DE ANIMALES

INFECTADOS ORALMENTE

Los macréfagos que infiltran focos inflamatorios desarrollan
una intensa e importante actividad secretora, produciendo, entre
otros mediadores, las 1lamadas "proteinas tempranas de fase aguda®
(SIPE y ROSENSTRICH, 1981). Estas son la interleukina 1, el factor
necrosante de tumores y un factor estimulador de colonias de médula

6sea (CSF) que promueve la proliferacién y diferenciacién de

progenitores de macrofagos y neutrdfilos (MELTZER y NACY, 1989). La

calonizacién de la mucosa ileal por yersinias virulentas determina
un proceso inﬂamaforio, habiéndose confirmado en modelos
experimentales la infiltracién del tejido por células inflamatorias
(HANSKI et al., 1989). Cabe suponer, pues, que en el suero de los
animales infectados oralmente por una cepa portadora del plasmido
' de virulencia, como IP383, aparecera una actividad CSF detectable,
que en cualquier caso debe ser mas potentey persistente que la que
pudiera aparecer en el suero de animales infectados con el derivado

avirulento IP383p-. Para contrastar esta hipétesis, se hicieron

determinaciones de actividad CSF en sueros obtenidos 5 dias

171




después de la infeccién oral con -  as cepas, respectivamente. Como

control positivo se incluyé suero de ratones previamente inyectados

con LPS por via intravenosa. Los resultadcs de estas experiencias

(Tabla 4) revelaron una notable actividad CSF en los sueros de

animales infectados con IP383, que supﬁso el 26.2§ de la actividad
mostrada por el suero control positivo. En contraposicién, el suero
de animales infectados con IP383p- revelé una acti\_ridad CSF de solo
el 3.3% de la obtenida con el control positivo. Sin necesidad de
recurrir a ua -nalisis estadisitico de los resultados, se puede
afirmar que la actividad CSF inducida por la infeccion con la cepa
virulenta fué significativamente sﬁperior (casi ocho veces mayor)

que la inducida por el derivados isogénico avirulento.




Tabla 4. Actividad CSF en suero de ratones cinco dias después de la

infeccién oral por Y. enterocolitica

Agente Nimero de colonias por 1C® células de médula 6sea
inductor

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Media (DS)*

LPSP® 137 149 164 150 (7.93)

39.7 (6.66)

IP383p- 5.0 (2.00)

a Media aritmética de las tres experiencias (desviacién esténdar)

b control positivo
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La técnica de Western Blot se ha utilizado para estudiar la
evolucién de la respuesta de anticuerpos frente a OMPs de Y.
enterocolitica (serogrupo 0:9) en ratones infectados oralmente. Para
ello, se han establecido previamente los perfiles en SDS-PAGE de las
cepas usadas en el estudio, que constituyen un par isogénico con la
4nica diferencia entre si de la presencia o ausencia del plasmido de
virulencia. Mediante el analisis por inmunobotting se ha podido
determinar la influencia de la expresion del plasmido de virulencia
en la evolucién de la respuesta. Para completar el panorama de la
respuesta niumoral inducida por la infeccidén oral, se ha examinado
la presencia de inmunocomplejos circulantes debidos a OMPs vy,
finalmente, la presencia en suero de factor estimulador de colonias
(CSF) de progenitores de macréfagos y granulocitos. Se comentaran
algunos aspectos de interés, referentes en primer lugar a las
metodologias empleadas, ¥ seguidamente a los resultados obtenidos
coun las distintas técnicas empleadas: SDS-PAGE, Western Blot para

anticuerpos séricos, deteccidn de inmunocomplejos ¥ evaluacién de

CSF.

Aspectos metodoldgicos. La primera disyuntiva que se planted al

iniciarse el estudio de las OMPs de Y. enterocolitica por SDS-PAGE
i
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fué la eleccién del método a seguir para la solubilizacién de la
membrana citopldsmica presente en las envolturas celulares. Se
probaron dos técnicas comunmente aceptadas, usando un detergente
no iénico, el Tritén X-100, y uno anidnico, el Sarkosyl. Se pudo
constatar que el tramiento con Sarkosyl elimin6 un mayor numero de

bandas, atribuibles a proteinas de membrana citoplasmica, lo que

redundé en una mayor nitidez de los perfiles de OMPs, en

comparacién con los obtenidos tras solubilizacién con Tritén. En un
estudio comparativo de diversos procedimientos para solubilizar
proteinas de membrana citoplasmica de bacter: 's Gram negativas,
FILIP et al. (1973) afirman que el Sarkosyl es capaz de solubilizar
exclusivamente membrana citoplasmica en condiciones en las que
otros detergentes (incluyendo el Tritén X-100) solubilizan también
las proteinas presentes en membrana externa; sin embargo, en
presencia de Mg*, la actividad solun'’izadora del Tritén X-100 se
restringe a la membrana citopldst.._a. Si tomamos como cierto que el
Sarkosyl respeta por completo la membrana externa, nuestros datos
sugieren que el Mgz" limita la solubilizacién por el Tritén X-100, no
solo de las proteinas de membrana externa, sino también de algunas

de membrana citoplasmica que aparecen contaminando los

correspondientes perfiles de OMPs. La alternativa supone que el




tratamiento con Sarkosyl elimine determinadas OMPs, lo que esta en
contradiccidén con los resultados del mencionado trabajo de FILIP et

al. (1973) y parece poco probable.

Otra alternativa metodolégica que se explord fué la
delipidacién por el método de Galanos. Este procedimiento, descrito
inicialmente para la eliminacién de LPS incompleto presente en
cepas en fase rugosa, se reveld sin embargo eficaz en la delipidacidn
parcial de las muestras analizadas por nosotros, provenientes de
cepas lisas. La finalidad del tratamiento delipidizante, era la
eliminacién de posibles inespecificidades debidas ala contaminacién
de bandas de proteinas con restos de LPS, lo que ha sido senialado
como una de las limitaciones mas importantes a la eficacia de las
técnicas de Western Blot (LEIVA, 1991). Se compararon las opciones
de realizar la delipidacién antes o después del tratamiento de las

envueltas con Sarkosyl. Ambas cambiaron de forma significativa el

perfilde OMPs, ya que en ambos casos S€ observé pérdida por

solubilizacion de determinadas Yops y de OMPs cromosémicas; otras
alteraciones del perfil electroforético (aparicién de bandas) se
pueden atribuir a la mayor o menor solubilizacion de proteinas, 0 a

la alteracién de las mismas PoOT lo agresivo del tratamiento de




Galanos. Yopl y Yop5 se vieron afectadas de forma opuesta segun
que la delipidacion se realizara antes del tratamiento con Sarkosyl
(pérdida parcial de Yopl, pero no de Yop5) o después del mismo
(desapariciéon de Yop5 sin pérdidas importantes de Yopl). Estas
diferencias de comportamiento pueden atribuirse a las distintas
relaciones de ambas proteinas con los restantes componentes de la
membrgna externa, dado que Yopl se sintetiza como una auténtica
OMP mientras que las restantes Yops son proteinas destinadas a la
secrecién extracelular perc que son adsorbidas por la membrana

externa (MICHIELS et al., 1990).

El rango de pesos meleculares de las Yops (segin nuestros
datos experimentales, desde 190 hasta 25 Kdal) hizo necesario el
empleo de geles en gradiente desde 7.5 hasta 15% de poliacrilamida,
para obtener adecuado: ' les electroforéticos. Los geles del 12;5%
de poliacrilamida. permitieron una buena caracterizacién de OMPs
entre 100 y 14 Kdal, pero el recorrido de una proteina como Yopl en
estas condiciones. era escaso VY, sobre todo, los intentos de

electrotransferencia a papel resultaron infructuosos para ella,

incluso forzando las condiciones de electrotra.nsferencia. En la Fig.

27 se presentan sendas tinciones de proteinas, practicadas después




de la electrotransferencia, (1) en el gel (se tifien las proteias no
transferidas) y (2) en el papel (se tifien las transferidas). Se observa
una buena transferencia de las proteinas de peso molecular < 97
Kdal: de hecho, el estindar de mayor peso molecular se transfirié
parcialmente, dando una banda muy apreciable en el papel. Sin
embargo, la transferencia de Yopl fué nula. El uso de un gel "blando”
(7.5% de poliacrilamida) no se considerd adecuado por la falta de
resolucién por debajo de 45 Kdal. Por ello, las experiencias de
inmunoblotting se realizaron partiendo de geles en gradiente, Pese
a todo, el rendimiento de la electrotransferencia de Yopl fué escaso
incluso en estas condiciones, por lo que hubo de recurrirse a la
adicién de SDS al tampdn de transferencia, como describen ERICKSOHN
et al, (1982). El alto peso molecular, y posiblemente otras
caracteristicas de Yopl, dificultan pues su transferencia al papel,

que solo es satisfactoria si se observan los requisitos tecnicos

sefialados.

Respecto de la técnica de inmunoblotting, las mayores

- - T4 - nes
precauciones se dirigieron a evitar la aparicion de reacclo

(29 e (o} 1a se




mostrd decisiva la inclusién, en la solucion diluyente del conjugado,
de una cantidad suficiente (10%) de suero no inmune procedente de
la misma especie animal en la que se obtuvo el conjugado (TOWBIN et
al., 1979). La ausencia de inespecificidades nos permitid abordar el
est.idio de las reacciones cruzadas entre distintos serosrupos, con
resultacos esperables en cuanto a la relaciones antigénicas entre la
Yopl de cepas 0:19y 0:3. Otras relaciones antigénicas entre OMPs, o
la ausencia de ellas, pueden tener valor en estudios sobre las
relaciones filogenéticas entre los serogrupos patdgenos Yy

ambientales de Y. enterocolitica.

Finalmente, un ultimo aspecto metodolégico a comentar,
referido a la técnica seguida para la precipitacién de
inmunocomplejos. Resulté sorprendente que el tratamiento con PEG
produjera de forma persistente la aparicion de precipitados en los
sueros de animales sanos, si bien la precipitacién de 1gG agregada,

que es una de las limitaciones de esta técnica (ABRASS, 1979), puede

explicar este hecho.

Comentérios al analisis de proteinas codificadas por el plasmido de

virulencia. La comparacién entre las cepas IP383 e IP383p- permitié
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poner de relieve un total de cuatro OMPs codificadas por el plasmido
de virulencia. La caracterizacidén de sus pesos moleculares defini
tres de ellas como Yops descritas en la bibliografia (Yopl, Yop2 y

Yop5). La cuarta es una proteina de 28 Kdal, no descrita con

anterioridad.

Existen notables discrepancias en la bibliografia sobre los

pesos moleculares atribuidos a Yopl, incluso dentro de un mismo

serogrupo. En cepas del serogrupo 0:9, se han descrito pesos

moleculares de Yopl comprendidos en un rango desde 240 Kdal

(SKURNIK et al., 1984) hasta 140 Kdal (CHALVIGNAG et al., 1988).

Nuestros resultados apuntan a un peso molecular de Yopl de 190

Kdal, el cual se encuentra muy préoximo a 180 Kdal, peso éste

asignado a Yopl en el serogrupo 0:9 por KAPPERUD et al. (1985°).L a)

presencia de una OMP codificada por el plasmido a 37°C con un peso

molecular ligeramente inferior a Yopl, detectada por nosotros en

tincioén de prote{nas procedentes de bacterias crecidas en RPMI 1640,

coincide con los resultados de KAPPERUD et al. (1985°), quienes

n medics

también la detectan 2 partir de bacterias cultivadas e

3
ecidas en BHI suplementat}Qdo, esta OMP no

celulares. En bacterias cr
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aparece en la tincién de proteinas, pero si cuando el revelado se
hace por inmunoblotting con suero de ratones inmunizados
intraperitonealmente. Esto indica que su sintesis estd muy
disminuida pero no totalmente reprimida en este medio, al ser
detectada por un método mas sensible que la t'mciéln de proteinas
como es el uso de anticuerpos marcados. CHANG y DOYLE (1984)
encuentran asi mismo esta OMP en una cepa virulenta del serogrupo
0:8 crecida en medios bacterioldgicos, cuando revelan las bandas por
inmunoblotting, pero no por tincién de proteinas, asigniandole un
peso molecular de 140 Kdal. Una explicacién alternativa a la
aparicion de este polipéptido podria ser el que se tratase de la
propia Yopl parcialmente degradada a formas de menor peso
molecular, si bien se ha descrito que la adicién de un inhibidor de
proteasas durante el proceso no impide su aparicién (CHANG y
DOYLE, 1984). Realmente, en los perfiles obtenidos por nosotros 2
partir de bacterias virulentas crecidas en RPMI 1640 aparecen hasta
cuatro bandas (pesos moleculares de 170, 118, 100 y 98), que también

llegan a observarse en inmunoblotting cuando el medio de cultivoes

BHI suplementado. Un patrén bastante similar, con al menos 4 bandas

situadas entre Yoply 98 Kdal y con pesos moleculares muy proximos

a los estimaaos por nosotros, ha sido descrito por HANSKI et al.
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.

(1991) en el 2 5
) serogrupo 0:8 pero solo cuando crece "in vivo", ya que en

bacterias crecidas en BHI el inmunoblotting solo les permite

observar una de estas bandas. Parece, pues, que las bacterias

crecidas en RPMI 1640 tienen un comportamiento mas semejante a la

. .2 " : "
situacién "in vivo" que cuando crecen en un medio bacterioldgico

como es el BHI.

Otro punto a comentar estd en relacién a Yop?Z; este
polipéptido se observd por tincién de prote{r‘zas desarrolladas en
SDS-PAGE y obtenidas de bacterias crecidas a 37°C en RPMI 1640 pero
no se detectd cuando las OMPs procedian de bacterias cultivadas en
BHI suplementado. Si aparece sin embargo en experiencias de
inmunoblot, empleando OMPs procedentes de bacterias crecidas en
BHI suplementado. El peso molecular estimado a partir de nuetros
resultados fué de 49 Kdal, que se encuentra dentro del rango de
pesos moleculares que para esta Yop han asignado distintos autores;
segin BOLIN et al. (1985) el peso de Yop2 puede estar comprendido
entre 46 y 52 Kdal. CHALVIGNAG et al (1988), estudiando las proteinas
secretadas al medio por la misma cepa Ip383 usada en el presénte
trabajo, asignana la Yop2 un peso molecular de 47 Kdal, muy préximo

al estimado por nosotros. Muy probablemente este polipéptido no sea




una Yop con entidad propia, sino que mas bien se trataria de formas

monomericas de Yopl; esta hipdtesis podria explicar el hecho de que
Yop2 aparezca en desarrollos de OMPs obtenidas de bacterias
crecidas en RPMI 1640, donde se observa una superproduccién de
Yopl, con lo que las posibilidades de detectar formas moane’ricas
de 12 misma seria mucho mayor que si las bacterias proceden de BHI
suplementado donde la produccién de Yopl es mucho menor. No
obstante 1a mayor sensibilidad del inmunoblotting permite detectar
pequenas cantidades de estos mcndémeros, lo que explica su
aparicién al emplear esta técnica para OMPs procedentes de
bacterias cultivadas en BHI suplementado. SKURNIK et al. (1984) y
ZALESKA et al. (1985) han demostrado que Yopl esti constituido por
mondmeros, existiendo pequenas diferencias enla asignacion de sus
correspondientes pesos moleculares: 52.5 Kdal segin SKURNIK et
al.(1984), o 47 Kdal segin ZALESKA et al. (1985) y BOLIN et al. (1988).
En nuestras experiencias de reduccién de Yopl, la desaparicién de
1a banda de 190 Kdal se acompaiié de un notable incremento de 12
banda localizada a 49 Kdal; este valor es muy proximo a los.
asignados a los monémeros de Yopl. Sin embargo, las evidencias
obtenidas no nos permiten concluir si la posicién de 49 Kdal

5 i os se
corresponde exclusivamente a mondmeros de Yopl o Si estos
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superponen a una auténtica Yop2. Si aceptamos como valida la

extrapolacién de datos obtenidos con otros serogrupos, ganaria peso

la hipétesis de que se trata de dos proteinas distintas (Yop2 y
mondmero de Yopl), ya que segin SKURNIK (1985), en el serogrupo 0:3,
donde Yopl es de mayor tamafo, su mondémero se localiza en 52.5
Kdal, mientras que en 49 Kdal aparece una proteina mediada por el
plasmido, que pudiera ser Yop2, si bien esto no se puede asegurar de

forma definitiva ya que en ese trabajo se parte de proteinas totales

\ de envoltura y no de OMPs.

El peso molecular establecido para Yop5 a partir de nuestros

resultados fué de 25 Kdal, lo que coincide con el determinado por

CHALVIGNAG et al. (1988) y por CORNELIS et al. (1987%). Sin embargo

en el desarrollo electroforético de OMPs obtenidas por tratamiento

con Tritén X-100, Yop5 aparecié con un peso molecular de 23 Kdal;

esta discrepancia puede justificarse por el distinto tratamiento al

que se sometieron las proteinas, lo cual es un factor junto con el

medio de cultivoy proceso de analisis que influye decisivamente en

el peso molecular de las OMPs (CORNELIS et al., 1987°).

Aunque la atencién de los investigadores se ha centrado en €l
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estudio de aquellas proteinas codificadas por el plasmido que se

localizan en la membrana externa, dado que por su caracter de
componentes superficiales deben tener sin duda mayor relevancia
como determinantes de virulencia, nosotros hemos creido de interés
completar el conocimiento sobre el papel de” plasmido en la
codificacién de proteinas de pared analizando proteinas totales de
envuelta en lugar de OMPs. Un resumen de la informacidn sobre
proteinas codificadas por el plismido que se obtiene de nuestros
datos experimentales se presenta en la Tabla ‘5. La simple
comparacién de los perfiles de proteinas totales de envueltas entre
1P383 e IP383p- crecidas a 37°C reveld la presencia de cinco
proteinas mediadas por el plasmido de virulencia, dos de las cuales
no aparecieron en los perfiles de OMPs, por lo que no corresponden
a Yops. Se trata de proteinas de 41 Kdal y 37 Kdal. Sin embargo, la
profusién de bandas en los verfiles de proteinas totales de envuelta
dificulta este tipo de anéalisis, por lo que la enumeracién anterior
no puede considerarse es-haustiva. En un intento por mejorar la
resolucién, aumentando asimismo la sensibilidad, recurrimos a la
técnica de inmunoblotting usando suero de animales inmunizados
intraperitonealmente, adsorbido con la cepa 1P383p- para retirar los

”, . gee - # 6 icli.
anticuerpos dirigidos contra proteinas de codificacion cromosom
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Este suero es pues un reactivo selectivo para detectar proteinas
codificadas por el pladsmido, lo gue se rorrobord por la ausencia de
bandas al revelar con €l desarrollos de proteinas totales de
envuelta de la propia IP383p-. En estas condiciones, el
inmunoblotting revelé; al menos ocho bandas correspondientes a
proteinas mediadas por el plasmido, de las cuales cuatro no

aparecieron en los perfiles de C''Ps revelados asimismo por

inmunoblotting (1o que excluye que su ausencia de estos perfiles se

debiese a falta de sensibilidad en lo~ 1‘eve1ados). Una de estas
cuatro proteinas coincide en su posicién con la de 37 Kdal revelada
por tincion de proteinas, a la que hemos hecho mencién
anteriormente; no obstante, su acompanante de 41 Kdal en el
revelado por dicha tincién no aparece en el inmunocblotting. Dado
que este procedimiento es mucho més sensible, la unica explicacion
plausible es que la ; roteina de 41 Kdal no resulte inmunogénica en
los animales infectados intraperitonealmente. De similar manera, la
Yop5 a,arece en los perfiles que se revelan por tincién de pro ve1nas
pero no en los que se revelan por inmunoblotting con suero de
animales infectados intraperitonealmente. La repeticién de esta
e banda en inmuno. lotting, usando sueros adsorbidos ©

ausencia d

no, Y partiendo de proteinas totales de enyoltura o de OMPs,
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con. rma la consistencia de estu observacidon. Como

‘e vera mas
adelante, los sueros dc animales infectados oralmente si contienen
anticuerpos anti-Yop5, lo que indica que esta proteina plantea un
interesante problema de inmunogenicidad que depende de la via de
infe -~cidn. Si reunit.os la informacién aportada por ambos métodos,
se identi.ican hasta diez proteinas de envolturas completas,
codificadas por el plasmido de virulencia. Si comparamcs nuestros
resultauos con los obtenidos por SKURNIK (1985) en un estudio
similar sobre el serogruoo 0:3, enconiramos que cinco de estas diez
proteinas coinciden o se aproximan mucho en sus pesos moleculares:
dos de ellas son OMPs (Yope y 1la OMP de 28 Kdal), y las otras tres
son proteinas de 46,41y 37 Kdal que no nos aparecen sntre las OMPs.
Las discrepancias deben atribuirse principalmente a la diferenciade
serogrupo; asi por ejemplo, en el trabajo citado Yopl aparece con un
peso molecular de 240 Kdal. Puede plantearse aqui la duda de que
algunas Je las proteinas codificadas por el plasmido que nosotros
detectamos en envueltas pero no en OMPs fueran realm-nte Yops que
se pierden durante el proceso de purificacién de OMPs, aunque este

riesgo solo debiera afecta 2 proteinas con caracter hidrosoluble

(MICHIELS et al., 1990). i comparamos nuestros datos con los de

otros autores qué trabajan con el serogrupo 0:9 (datos recopilados
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por CORNELIS et al., 1987%), observamos que las proteinas de 41 Kdal

(no inmundgena en nuestro modelo de infeccidn intraperitoneal) y de

37 Kdal coinciden en sus pesos moleculares con Yop3 y Yop4,
respectivamente. Ambas proteinas no figuran entre las que pdr su
hidrosolubilidad pueden perderse en los lavados (MICHIELS et al.,
1990). En nuestros revelados de OMPs por inmunoblotting no hemos
conseguido detectar estas dos Yops, ni con sueros de animales

infectados intraperitonealmente ni con los de animales infectados

por via oral.

Comentarios al analisis de la respuesta de anticuerpos en :
animales infectados oralmente. En primer lugar, se debe mencionar
la ausencia de bandas en todos los revelados hechos con suero de
animales no infectador (controles negativos), lo que confirma la

validez de la técnica er. ~uanto a la ausencia de inespecificidades de

cualquier origen.

El analisis de los sueros recogidcs tempranamente tras la
infeccidn, a un tiempo (2 dias) insuficiente para detectar el inicio de

la respuesta primaria de anticuerpos, permite sin embargo explorar

otros factores, como pudiera ser la presenciade reacciones cruzadas
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que al estimular 1a memoria inmunoldgica pre-existente determinase

respuestas secundarias precoces; aurque los ratones usados

respondian a la especificacién de libres de gérmenes, ello no excluye

la existencia de una microbiota comensalista, algunos de cuyos
componentes podrian presentar comunidades antigénicas con las
yersinias La ausencia de bandas en los desarrollos de OMPs
revelados con estos sueros demostrd la inexistencia de reacciones
de este tipo que pudieran interferir en nuestro estudio. Esta
situacién queddé confirmada al estudiar la evolucién comparativa de
las respuestas de IgM e IgG, que en todas las bandas se sucedieron
de acuerdo al concepto de cambio de clase de inmunoglobulina en el
curso de la respuesta primaria (en el caso de intervenir la memoria
inmunolégica, el componente de IgM hubiera sido minimo y la

respuesta seria desde el primer momento, mayoritariamente de 1gG).

En los sueros de 5 dias pos _-infeccién se advierte ya
la presencia de IgM especifica para Yops y para proteinas mediadas
por el cromosoma. Frente a algunas de estas Gltimas se detecta ya a
este tiempo el inicio de la respuesta de 1gG. Trasncurridos 10 dias
desde la infeccion, la respuzsta de 1gG es dominante, aunque en

algunos €asos concretos persiste la IgM. En conjunto, pues, la
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respuesta observada tiene la tipica evolucidén de una respuesta

timodependiente, perv un anélisis pormenorizado descubre ciertos

aspectos de interés.

En lo que se refiere a la respuesta a las Yops (resumida en la

Tabla 6), cabe destacar en primer lugar la mayor inmunogenicidad de
Yopl y Yop5, que son las tnicas frente a las que se detecta
respuesta de IgM a los 5 dias de la infeccién. La evolucién de la
respuesta a Yopl es tipicamente timodependiente, ya que a los 10
dias del inicio de la infeccién, la IgM ha sido sustituida por IgG. En
cambio, la respuesta a Yop5 es atipica; en los animales infectados
pc viaoral se comporta como un antigeno timoindependiente, y2 que
la respuesta es de IgM sin que se detecte el cambio a produccién de
1gG. Ademés, cuando la infeccién se hace por via intraperitoneal, no
se detecta respuesta de IgG a esta proteina. Claramente, Yop5 es
inmunogena de por si; por otra parte, no hay ninguna razén para
pensar que las bacterias no expresen Yop5 en la cavidad peritoneal
si en la mucosa ileal, ya que en los sueros de inmunizacion
intraperitoneal hay respuesta frente a cuatro Yops ¥ otras cuatro
s de envuelta mediadas por el plasmido. Cabe pensar que en

prot eina

i i ista la
el suero de animales infectados mtrapentonealmente, persist
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respuesta de IgM a Yop5. Debe tenerse en cuenta que los animales
i~
sometidos a infeccion intraperitoneal recibieron varias

inoculaciones por esta via, siguiendo wuna pauta de
hiperinmunizacién. Es conocido que al menos algunos antigenos
timoindependientes no inducen respuesta de IgG ni memoria
inmunolégica porque estimulan células T supresoras preferentemente
a células T memoria. En tal caso, la reiteracién de estimulos no
llevaria nunca a inducir respuesta de IgG, que fué la Ginica clase de
inmunoglobulina buscada en los sueros de infeccidn intraperitoneal.

El comportamiento de Yop5 es pues explicable admitiendo que se

trate de un antigeno timoindependiente.

La respuesta a YopZ se detecta en el suero de animales
infectados intraperitonealmente (IgG) pero no en el de los infectados
por via oral, donde no aparecen bandas de IgM ni de IgGni a los 5ni
a los 10 dias de la infeccién. La o las proteinas presertes en esta
banda deben ser escasamente inmunégenas, puesto que parecen
requerir reitaradas inmunizaciones para inducir una respuesta
apreciable. Dado que hemos confirmado la ubicacién de mond&meros

\ e 2
de Yopl en este peso molecular, hay que admitir que los epitopos

presentes en Yopl no se encuentran en estos mondmeros, dado que
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10 - . # .
s sueros de infeccidon oral reaccionan con Yopl pero no con el

mondmero de 49 Kdal.

Frente a la Yop localizada a 28 Kdal solo hemos podido

-
{

detectar respuesta de 1gG. Es muy posible que una débil respuesta
de IgM nos haya pasado desapercibida. No parece muy probable que
exista memoria inmunolégica previa frente a esta proteina, por
{ reaccién cruzada antigenos de distinto origen, ya que la respuesta
e tardiamente (entre los 5

de IgG en sueros de infeccidn oral aparec

y 10 dias después de la infeccidn).

comparten idéntico

Dado que las cepas 1P383 e IP383p-

background cromosémico (corroborado por el idéntico patrén de

respuesta de los sueros de animales infectados co: 1P383p- frente a

OMPs de IP383 ¥y OMPs de 1P383p-", las diferencias de respuesta

frente a OMPs -~romosomicas son atribuibles a diferencias de

comportamiento entre ambas cepas en el curso de la infeccién "in

a su vez, resultan del

vivo". Estas diferencias de comportamiento,

papel de los factores de virulencia codificados por el plasmido, que

determinan una mayor extensiony persistencia de la colonizacién de

de Peyer por I1P383, y por coqsiguiente, que las

la mucosa y placas
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mismas proteinas causen estimulos antigénicos mas potentes cuando
son .ortadas por IP383 que ctando lo son por IP383p-. Esto es, en
efecto, lo que se observa cuando se comparan las respuestas a OMPs
cromosdmicas de animales infectados con IP383 {resumidas en la
Tabla 7) y de animales infectados con 1P383p- (Tabla 8). Los animales
infectados con IP383 responden frente a seis de las ocho OMPs

cromosémicas previamente caracterizadas por inmunoblotting con

suero de infeccién intraperitoneal; a los 5 dias, hay respuesta de

/

IgM frente a cinco de ellas, en dos de las cuales tambien aparece

respuesta de 1gG; a los 10 dias, se mantiene la respuesta de IgM, pero
desaparece la 1gG frente a la OMP de 84 Kdal y, de forma llamativa,
aparece una fuerte banda de IgG frente a 1a OMP de 35 Kdal, que no
habia dado reaccién con IgM ni con IgG a los 5 dias. Los animales
i_rlgfﬂ:ig?s con 1P383p- responden solo frente a cinco de las ocho
OMPs;. la respresta de IgM a los 5 dias es mas débil que la de los
animales infectados con 1P383,yalos 10 dias solo se mantiene frente
a ia OMP de 64 Kdal, no siendo sustituida por respuesta de IgG
excepto en la mencionada OMP de 64 Kdal, donde ambas clases
coexisten a los 5y 10 dias; a los 10 dias de la infeccién con IP383p-
aparece una fuerte banda de 35 Kdal con IgG, de forma similar a lo

observado en los sueros de animales infectados con la cepa
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virulenta. Este comportamiento de la OMP de 35 Kdal es notable, ya

que la respuesta de IgG es tardia pero intensa, y no va precedida de

IgM detectable.

Presencia de inmunocomplejos. La formacién de
inmunocomplejos por Yopl y Yop5 revela que en el curso de la
infeccién con IP383 hay fracciones bacterianas que pasan a sangre,
aunque aparentemente no lo hagan las bacterias viables. Estos
resultados pueden tener especial interés como base experimental
para explicar el hallazgo de inmunocomplejos en sueros de enfermos
humanos con yersiniosis reciente, especialmente en aquellos que han
padecido gastroenteritis prolongada (KEKOMAKI et al., 1983). La
naturaleza del antigeno presente en los inmunocomplejos de
enfermos humanos no ha sido esclarecida,. aunque hay alguna
evidencia experimental sugiriendo la participacién de antigenos
bacterianos distintos del LPS (KEKOMAKI et al., 1983). Nuestros
resultados indican que las mencionadas Yops son candidatgé a
componentes de inmunocomplejos que podrian desempenar un papel

enlas complicaciones inmunopatoldgicas d:layersiniosis (AHVONEN

et al., 1969; WINBLAD, 1975).
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Presencia de CSF. La existencia de CSF en el suero de los

animales infectados por via oral constituye un indicador de la

infiltracién por macréfagos inflamatorios en los tajidos infectados.
Las notables diferencias cuantitativas en la actividad CSF entre
sueros de animales infectados con IP383 e IP383p- son una prueba

més de 1a mayor intensidad y persistencia de la infeccién con la cepa

virulenta.




Fig. 27. Tincion de OMPs de Y. enterocolitica crecida a 37°C. (1) proteinas remanentes en ¢l gel después

pel de nitrocelulosa. Caril a: 1P383; carril

ectrotransferencia; (2) proteinas tranferidas al pa

de realizar la el

b: IP383p-; p: patron de pesos moleculares.
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Tabla 5. Prote{nas de ervuelta (identificadas por peso molecular
en Kdal) mediadas por el plédsmido

Técnica por la que se detectan

SDS-PAGE Inmunoblotting

190° 190°

170°

62.

49° 49°
46

41

37 37-35
32
28*

25°%

a proteinas presentes en la membrana externa
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Tabla 6. Respuesta a OMPs plasmidicas en infeccién por IP383

inmunizacién i.p. infeccidén oral

Pm (Kdal)
2 dias 5 dias 10 dias

IgM IgG IgA IgM IgG IgA IgM IgG IgA

+




DISCUSION

Tabla 7. Respuesta a OMPs cromosémicas en infeccién por IP383

inmunizacién i.p. infeccién ora.
Pm (Kdal)

2 dias 5 dias 10 dias

=
Vo]
7]

IgM IgG IgA IgM IgG IgA IgM IgG IgA

PSSR S e, A e
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Tabl: 8. Respuesta a OMPs cromosémicas en infeccién por IP383p-

inmunizacién 1i.p. infzccién oral

(Kdal) e
2 dias 5 dias 10

IgM IgG IgA Ig¥ IgG IgA IgM







1. Entre las proteinas codificadas por el plasmido de virulencia de

la cepa IP383 del serogrupo 0:9 de Yersinia enterocolitica, se

identifican las siguientes Yops: Yopl (190 Kdal), Yop2 (49 Kdal) y

Yop5 (25 Kdal).

2. Se identifica una nueva proteina de membrana externa, codificada

por el plasmido de virulencia, con un peso molecular de 28 Kdal.

3. El mondmero obtenido por reduccidn de 1a Yopl de 1la cepa IP383 de

Yersinia enterocolitica presenta un peso molecular estimado en 49

Kdal.

4. El crecimiento de Yersinia enterocolitica a 37°C en el medio de
cultivo de tejidos RPMI 1640 determina una produccién de Yopl

notablemente mayor que en medios de cultivo bacteriolégicos como

el BHI.

5. E1 comportamiento de Yersinia enterocolitica en el medio de
cultivo de tejidos RPMI 1640 a 37°C imita a su comportamiento "in
vivo" en lo que se refiere a la produccién de al menos ‘uatro

proteinas de membrana externa, de pesos moleculares comprendidos
L]




CONCLUSI..NES

entre 170 y 98 Kdal (ambos inclusive), codificadas por el plasmido de

virulencia.

6. Las reacciones cruzadas discernibles por inmunoblotting entre

OMPs del _serogrupo 0:9 y OMPs de los serogrupo 0:3 (patdgeno) y

0:4,33 (ambiental) fueron escasas, destacando la observada éntre

Yopl de 0:9 y de 0:3.

7. La presencia del plasmido de virulencia potencia la respuesta de
anticuerpos frente a proteinas de membrana externa codificadas por
el cromosoma, en el curso de la infeccién oral por Yersinia

enterocolitica.

8. Una proteina de membrana externa de 35 Kdal, codificada por el
cromosoma de Yersinia enterocolitica, induce en los ratones
infectados oralmente una tardia pero intensa respuesta de IgG, que

no se ve influida por el plasmido de virulencia.

9. Las caracteristicas de la respuesta de anticuerpos inducida por

Yop5 la definen como un antigeno timoindependiente.




CONCLUSIONES

10. En el curso de la infeccién oral del ratdn con Yersinia

enterocolitica portadora del plasmido de virulencia, aparecen

inmunocomplejos circulantes en los que participan Yopl y Yop5.

11. La presencia del plasmido de virulencia se asocia a la induccién
de una potente actividad estimuladora de la formacién de cclonias
de progenitores de granulocitos y macréfagos (CSF), en el suero de

ratones infectados oralmente con Yersinia enterocolitica.




BIBLIOGRAFIA

ABRAAS, C.K. 1979. Circulatin

immunochemistry, detection an ilmmune complexes: their

91: 430-440. importance. Ann. Inter. Med.

AHO, K., P. AHVONEN, A. LASSUS
. LAS K. SIEVERS .
;?‘Zﬁnm 27 in'reactwe a’arthritis: a gt:dy rgt;uxanim;.
ritis and Reiter's disease. Arthr. Rheum. 17: 2“?11;’352%a

AHVONEN, P., K. SIEVERS y K. AHO. 1969. Arthritis associated with

Yersinia enterocolitica i i
Scandinavica 15:232-253. infection. Acta Rheumatologica

AHVONEN, P., E. THAL y H. VASENIUS. 1973. O
enterocolitica In enimsds in Finland sl Ewed: of Yersinia
Microbiol. Immunol. 2:135-136. inland Aiel Sesoen. SODEW

ALEKSIC, S., A.G. STEIGERWALT, J. GOCKEMUHI., G.P. HUNTLEY-CART
J o 4 oL e m"
Y B.J. BRENNER. 1987. Yezf.eamm rohde! sp. nov. isolated From
{ es an sur
- o el g, B oy ace water. Int. J. Syst.

AULISIO, C.G., W.E. HILL, J.T. STANFIELD R.L. SELLERS
Evaluation pf_virplénce factor testinY and characte;:igz?g;;
25 %%h%%esnlclty in Yersinia enterocolitica. Infect. Immun.

BALLIGAN, G., Y. LAROCHE Yy G. CORNELIS. 1985. Genetic analysis
of virulence lasmid from a sergroup 9 VYersinia
enterocolitica strain: role of outer membrane protein Pl in
resistance to human serum and autoagglutination. Infect.
Immun. 48:782-786.

BECH, K., J. NERUP y J.H. LARSON. 1977. Yersinia enterocolitica
%gfgc_;,t%on and ~thyroid diseases. Act. Endocrinol. Scand.
:87-91.

BERCOVIER, H., A.G. STEIGERWALT, A. GUIYOULE, G. HUNTLEY-CARTER
.N. . 1984. Yersinia aldovae (former'w ..rsinia
enterocolitica-like roup X2): a nevw res of
Enterobacteriaceae isolated irom aquatic ecosy «as. Int.

J. Syst. Bacteriol. 34:166-172.

BERCOVIER, H., J. URSING, D.J. BRENNER, A.G. STEIGERWALT, G.R.
FAUNING, J.M. ALONSO y H.H. MOLLARET. 1980. Yersinia
kristensenii: a new species of Enterobacteriaceae composed
of sucrose-negative strains (_fqrmely called at ical
Yersinia enterocolitica or Yersinia enterocoiitica- ike).

Current Microbio_l. 4:219-224.

.. L.K. CONWAY y R.V. LACHICA. 1987. Assay of crystal
Bmuﬁ%élgt'binding for ra{%id identification of virulent plasmid-
bearing clones of Yersinia enterocolitica. J. Clin.

Microbiol. 25: 1039-1042.




BIBLIOGRAFIA

BISSETT, J.L., C. POWERS, S.L. ABBOTT Yy M.

Epildemiologic investigation of ¥ P
: er.
related species: sgurces, freS.ln.la e

JANDA. 1990.
rocolitica and

distribution. J. Clin. Microbiol. 8‘:_.:!};:11:'.!'—9lgl.‘ld e,

BOLIN, I. y H. WOLF-WATZ. 1988. The plasmid- :
of Yersinia pseudotuberculos.ig is a veir;:?.lci’&i%: °§2b protein

regulated by calcium and temper-ature at the etieez"rn;ﬁnagtf:

transcription. Mol. Microbiol. 2:237-245.

BOLIN, I., A. FORSBERG, L. NORLANDER, M. SKURNIK v H !
1988, Identification and map'ping of thg t:.e:gga:egg:

inducible, plasmid-encoded protei ini
Immun. 56:343-348. 3 ns of Yersinia spp. Infect.

BOLIN, I., L. NORLANDER y H. WOLF-WATZ. 1982. Tem -
inducible outer membrane protein of p%::-:gﬁa
pseudotuberculosis and Yersinia enterocolitca is associated
with the virulence plasmid. Infect. Immun. 37:506-512.

BOLIN, I., D.A. PORTNOY { G. WOLF-WATZ. 1985. Expression of the
- temperature-inducible outer membrane proteins of yersiniae.
Infect. Immun. 48:234-240. :

BOLIN, I., L. NORLANDER H. WOLF-WATZ. 1982. Temperature
inducible-outer membrane proteins of Yersinia
pseudotuberculosis and Yersinia enterocolitica is associated

2

with the virulence plasmid. Infec. Immun.37: 506-512.

BOTTONE, E.J. 1983. Current trends of Yersinia enterocolitica
isolates in the New York City area. J. Clin. Microbiol.
17:63-67.

BOTTONE, E.J. 1977. Yersinia enterocolitica: a panoramic view of
a charismatic microorganism. Crit. Rev. Microbiol. 5: 211-
241.

A. A.. A. DOMINGUEZ, M. MESEGUER, L. BUZON, D. BIOXEDA, M.J.
BOUZA, N1LLO, I, DE RAFAEL y J. MARTINEZ BELTRAN. 1980. Yersinia
enterocolitica septicemia. Am. J. Clin. Pathol. 74:404-409.

BRAD .M. 1976. A rapid and sensitive method for the
’ongr'xtiﬁ:ation of microgz?am quantities of proteiln utilizing
the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72:248-

254.

., E.B. TUCKER B.C. GIBSON. 1971. Mesenteric
Bmmggggéd:nftis due to Yersyin.ia enterocolitica. Report of a
case. Am. J. Clin. Pathol. 55:506-510.

ALONSO, A.G.
D.J. H. BERCOVIER, J. URSING, J.M. i
sthicrivale, ‘G.R. TAUING, .F. CARIELY M5 .cles’” of
1980. Yersinia i ¢ k- .
i aceae composed of rhamnose-positive, me
ggggf:-gegfte?affinosel:gositive strains (formely called

206




BIBLIOGRAFIA

atypical Yersinia enterocolitica o ini i
llie) . urrent Microbiol. 4:207—2f2¥er51ma ey

BRUBAKER, R.R. 1991. Factors promoting ac ; .
caused by Yersiniae. Cle. Micx%bioult.e ;gtvi.cgfggsgadzis.eases

BRUBAKER, R.R. 1967. Growth of Pasteurella pseudotiberculosis in

simulated intracellular and
Infect, Dis. 11714000417, Ao LLMESL enviONSEERs W,

BRUNING, M. 1975. A case of contamination of rsin
enterocolitica type 9. Medikson 4:30. donge. by Yot

BRZOSTEK, K. y W.W. NICHOLS. 1990. Outer membrane permeabilit

and porin proteins of VYersinia enterocolitica.
Microgiol. Letters 70:275-278. e

BUKHOLM, G., G. KAPPERUD y M. SKURNIK. 1990. Genetic evidence
that the yopA gene-encoded Yersinia outer membrane protein
Yopl mediates inhibition of the anti-invasive iffet of
interferon. Infect. Immun. 58:2245-7251.

BUNDLE, D.R., M.A.J. GIDNEY, M.B. PERRY, J.R. DUNCAN y J.W.
CHERWONOGRODZKY. 1984. Serological confirmation of Brucella
abortus and Yersinia enterocolitica 0:9 O-antigens by
monoclonal antibodies. Infect. Immun. 46:389-393.

BUROWS, T.W. 5 G.A. BACON. 1960. W and W antigens in strains of
Pasteurella pseudotuberculosis. Br. J. Exp. Pathol. 41:38-
44.

BURROWS, T.W. .IY G.A. BACON. 1956. The basis of virulence in
1la

Pasteure pestis: an antigen determining virulence. Br.
J. Exp. Pathol. 37:481-493.

BUTZLER, J.P., M. ALEXANDER, A. SEGERS, N. CREMER y D. BLYM.
1978. Enteritis, abscess and septicemia due to Yersinia
enterocolitica in a child with thalassemia. J. Pediatr.

93:619-621.

CARNIEL, E., J.C. ANTOINE, A. GUIYOULE, M. GUISO y H.H. MOLLARET.
l:?9‘2'39. 3 Purificatio’n, locatic'n, and immunological
characterization of the iron-regulated h'lgh-molecula_r-welght
groteins of the highly pathogenic Yersiniae. Infect. Immun.

7:540-545.

CARN : IGH v H.H. MOLLARET. 1987. Expression of iron-~
Iggéuﬁ;a'tgi ;)"r?gteinlsr in Yersinia species and thelir relation

to virulence. 55:277-230.

CAR _J. ZAHORCHAK y R.R. BRUBAKER. 1980. Plague
Tzsirul‘l'enn.c'e l;ni:l ens from Yersinia enterocolitica. Infect.

Immun. 28:638-640.

CORNELIS G Y LAROCHE, G. BALLIGAN. 1987*. Yersinia
. f J ., L

207




BIBLIOGRAFIA

enterocolitics 1 primary i .
Rev. Infect. 7 's. I39:64—1. Grnodel for bacterial invasiveness.

CORNELIS, G., C. SLUITERS, C. LAMB
. r C.o ERT b ROUVROIT .
1989, Homology between vir F, the transcriptigngl gif—.ﬁﬁgr

of the VYersinia virulence regulon, and ara C, the
’

Escherichia
171:252_262.&:11 arabinose operon regulator. J. Bacteriol.

CORNELIS, G., M-P. SORY,Y. LAROCHE e I. DERCLYE. 1986. Genetic

anaixsis of the plasmid region contr j
Yersinia enterocolitica 0:9gby mini-mgl]i;gger‘tr%ggligﬁe lin
gene fusions. Microbial. Pathogenesis 1:349-359, 53

CORNELIS, G., J.C. VANOOTEGEM y C. SLUITERS. 1987" '
L] L] L] Trm
of the yop regulon from Yersinia enterocolitica :_cri :i"g:

gx:'gg's’_Ba?cgt'ing PYV and cromosomal genes. Microb. Pathog.

CROSA, J.H. 1984. The relationship of plasmid mediated iron

transport and bacterial virulence. -
38:69-89. nce. Annu. Rev. Microbiol.

CHALVIGNAG, M.A., E. CARNIEL, C. TRAM, A. JOSEPH-FRANCOIS y H.H.
MOLLARET. 1988. En vitro expression of a 22-kilodalton

Yersinia {estis polypeptide immunologically related to the

25-kilodalton plasmid-encoded protein of the three
pathogenic Yersinia species. Infect. Immun. 56:2576-2580.

CHANG, M.T., M.P. DCYLE. 1984. Identification of specific outer
membrane polypeptides associated with virulent Yessiiia
enterocolitica. Infect. Immun. 43:472-476.

DANIELS, J.J. f . GOODZWAARD. 1963. Enkle stammen van een O
Pasteurella pseudotuberculosis gg;ijkend nie
geidentifeceerd species, geisoleerd bij knaargdieren.
Diergeneesk 88:96-102. Referido por: Brenner, D.J., J.
Ursing, H. Bercovier, A.G. Stei erwalt, G.R. Fauning, J.M.
Alonso y H.H. Mollaret. 1980. Deoxyribonucleic acid
relatedness in Yersinia - enterocolitica and Yersinia
enterocolitica like organims. Current Microbiol. 4:195-200.

DAUSSET, J. 1981. HLA et maladies, p. 381-403. En J. Dausset
(zd.), HLA 1982. Flammarion, Paris.

AZ. R., M. IRIARTE, M.C. DEL OLMO Y M.C. FRADES. 1991.
> ‘aAislamiento de Yersinia enterocolitica 0:8 en Espafia. XIII
Congreso Nacional de 1a Sociedad Espafiola de Microbiologia.

salamanca 1991.

. UOT, G. 1961. Studies on the bacterial flora
DchIggmgfxe“a imugrft?a ‘tract of pigs. I Enterobacteriaceae and

other gram-negative bacteria. J. Appl. Bact. 24:252-284.

208




BIBLIOGRAFIA

4 . . : ’ J. RIZA J.F. BA :
gé{cgiﬁting immune complex?as in humglrix' ség:’}; DiteCtl°“.°f
yethylene glycol. J. Immunol. Methods 16: 065 185" with

ERICKSON, P.F., L. N. MINIER
eéﬁctropht;retic transferY sc;f msulil;ri)e;zgéés Qua%ntitative
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: a mggg‘od fgg

thelir re-use in immuno
. a -
antigens. J. Immunol. Methoggoﬁ?%g Eg !9110 detection of

FARMER III J.J. y M.T. KELLY. 1991
. .T. £ . Enterobacte -
383, En: K. BALOWS, W.J. HAUSLER, KoL HERRMANN, H.D
ENBERG Y H.J. SHADOMIS (Eds.). "MANUAL OF CLINICAL
MICROBIOLOGY" fifth edition. 1991. ASM Washington D.C

rmn Dn“- F R.R. BRMI 3 3 ‘1 2
i B . Plasmids in Yersinia pestis.

FILIP, C., G. FLETCHER, J.L. WULFF C.F EARHAR
?:3 ﬁb 11’ ;1 ?:?12 ic;ré noifc tgetcytop%asmaticYmembrane of Esgﬁerggﬁ;
etergen i
it e By 115:717_722.g sodium lauryl sarcosinate. J.

FORSBER, A. H. WOLF-WATZ. 1990. Genetic analysis of
region of Yersinia spp.: Identification of g noveci cgggegggg
igg?ih ?%'5 requlating yopE expression. J. Bacteriol.

FORSBERG, A. y H. WOLF-WATZ. 1988. The virulence protein Yop5 of
Yersinia pseudotuberculosis is regulated at transcriptional
level Dby plasmid-PIBI-encoded trans-acting elements
cz:oxlnz:i'o%%gd by temperature and calcium. Mol. Microbiol.

FORSBERG, A., I. BOLIN, L. NORLANDER Yy H. WOLF-WATZ. 1987.
Molecular cloning and expression of calcium-regulated,
plasmid-coded proteins o Yersinia pseudotuberculosis.

Microb. Pathogen. 2:123-137.

FORSBERG, A., 1. BOLIN, L. NORLANDER y H. WOLF-WATZ. 1987.
Molecular cloning and expression of calcium-regulated,

plasmid-coded -proteins o Yersinia pseudotuberculosis.
Microb. Pathog. 2:123-137.

FOWLER, J.M. Yy R.R. BRUBAKER. 1986. Immunology of yersin%ae, 5)

371-374. En: N.R. ROSE, H. FRIEDMAN Yy J.L. FAHEY (Eds
"MANUAL OF CLINICAL LABORATCRY IMMUNOLOGY". A.S.M.

Wwashintong, D.C.

FREDERIKSEN W. 1964. A stud of soma Yersi_nia
Bacterium er: terocoliticum

seudoi:ubersu] osis-like bacteria
and Pasteurella X). Scandinavian congress of pPathology and
Microbiology 14:103-104.

GALANOS C., LUDERITZ O., WESTPHAL O. 1969. A new method for

209




BIBLIOGRAFIA

extraction ; i
e of R lipopolysaccharide. Eur. J. Biochem. 31:

GEMSKI, P.
¢ + J.R. LAZERE y T. CASEY. 1980%. Plasmid associated

with pathogenicit and i
enterocolica. Infelcr:t. Imm::r?.l czl‘;l?lﬁagf Sg‘de"cY of Yersinia

GEMSKI, P., J.C. FEELEY, T
L] L] L] CASEY J.A. w
Eg:lslggiib of a v;ruience associyated plagﬂgmfnsn }‘1918 i
erculosis. Infect. Immun. 28:1044-1047 .

GOG
UEN J. YOTHER y S.C. STRALEY. 1984. Genetic analysis

J.D.
of the ﬁow calcium response i ini
_ in Ye i
lac) insertion mutant. %O Bacteriof?lgég: fgfélfenu 4 e

GOGUEN, J.D., W.S. WALKER, T.P. HATCHY J
3 . e A ] mm- . i
determined cytotoxicity in Yerl.;n.ia pestis 1%?1?1 ll:’ig'gl.til}:c}a
pseudotuberculosis. Infect. Immun. 51:788-794.

GRANFORS, K., M. VILJANEN, A. TIILIKAINEN ANEN

; . . A. TOIV .

Persistence of IgM, 1gG and Ig A antibYodies to Yers.in.lizagfx
yersinia arthritis. J. Infect. Dis. 141:424-429.

GRANFORS, K. 1979. Measurement of immuno lobulin M

; % : o I

and IgA antibodies against Yersigia enteroc(o it)z"calgg{r
enzyme-linked immunosorbent assay: persistence of serum
antibodies during disease. J. Clin. Microbiol. 9:336-341.

GRONBERG, A. y E. KIHLSTROM. 1989. Structural variations and
growth potential of Yersinia enterocolitica under different
ggltz:ggez%%ndltmns. Acta Pathol. Microbiol. Immunol. Scand.

HANSKI, C., U. KUTSCHKA, J.P. SCHMORANZER, M. NAUMANN, A.
STALLMACH, H. HAHN, H. MENGE y E.O. RIECKEN. 1989.
;mmunohxstochemlcal and electron microscopic study of
interaction of Yersinia enterocolitica serotype 0:8 with
intestinal mucosa during experimental enteritis. Infect.
Irmun. 57:673-678.

HANSKI, C., M. NAUMANN, A. GRiITZKAU, G. PLUSCHKE, B. FRIEDRICH,

. HAHN y E.O. RIECKEN. 1991. Humoral and cellular defense

against intestinal murine infection with Yersinia
enterocolitica. Infect. Immun. 59:1105-1111.

HASSIG, A., J. KARER y F. PUSTERLA. 1949. Uber pseudotuherculose
beim Meuschen. schwiezerische Medizinische Wochenschrift
79:971-973. Referido por: Swaminathan, B., M.C. Harmon y
J.J. Mehlman. 1982. A reviw Yersinia enterocolitica. 5

Appl. Bacteriol. 52:151-183.

WKES, R., E. NIDAY y J. GORDON. 1982. A dot-immunobinding assay
i fc')r mc')noclonal a‘rrtd other antibodies. Anal Biochem. 113: 142-

147.




BIBLIOGRAFIA

HEESEMANN, J., C. KELLER
4 I:AUFE‘:. eny. R. MORAWA, N, SCHMIDT, H.J. SIEMENS

o asmid of R 4
enterocolitica: molecular rl;ul‘;?:%dr?:;sa e g

importance for pathogenesis. J. Infect. Dis.and possible

147:107-115.

HEESEMANN, J. y R. LAUFS. 1983. Const i
Yersini . ruction of a mobilizable
155:%2i576¢¥1‘teroc011t1ca virulence plasmid. J. Bacteriol.

HESSEMAN, J., B. ALGERMISSEN y R. LAUFS. 1984. Genetically

-"nipulated virulence of Yersini iti
W by inia enterocolitica. Infect.

HIGUCHI, K. y J.L. SMITH. 1961. Studies on the nut
physiology of the Pasteureila stis. VI. A I:Ie?fgi'%:tggg

plating mediun for the estimation of ] {
avirulence. J. Bacteriol. 81:605-608. Whe muteilon TR

HORSTEIN, M.J., A.M. JUPEAU, M.R. SCAVIZZI, A.M. PHILIPPON
P.A'D. GRIMONT. 1985. 'In vitro susceptibilities of 12
clinical isolates of Yersinia enterocolitica to 21 5-lactam
antibiotics. Antimicrob. Agents Chemother. 27:806-811.

HUBBERT, W.T. 1972. Yersiniosis in mammals and birda in the
United States. Case reporta and review. Am. J. Trop. Med.
Hyg. 21:458-463. :

JIMENEZ-VALERA, M., A. RUIZ-BRAVO, M.C. GOMEZ A. RAMOS-

CORMENZANA. 1988. Effect of the combination o% clavulanic
acid and cephalotin on an experimental infection with
Yersinia enterocolitca in iron-overloaded mice. J.
Antimicrob. Chemother 22:707-713.

KANDOLO, K. y G. WAUTERS. 1985. razinamidase activitg in
Yersinia enterocolitica and related organisms. J. Clin
Microbiol. 21:980-982.

KAPPEDRUD, G. 1981. Survey on the reservoirs of VYersinia
enterocolitica and Yersinia enterocolitica-like bacteria in
Scandinavia. Acta Path. Microbiol. Scand. Sect. B 89:29-35.

PERUD, G., E. NAMORK, M. SKURNIK T. NESBAKKEN. 1987.

g Plasmid-mediated surface fibrgllae' _ of Yersinia
pseudotuberculosis and Yersinia enterocolitica: relationship
o the outer membrane protein Yopl and possible inportance
for pathogenesis. Infect. Immun. 55:2247-2254.

KAPPERUD, G. 1980. Studies on the patho?fnicit of Yersinia

erocolitica and Yersinia engeroco tl;ca- ike bacteria.
fr.!tEnterotoxin production at 22°C and 37 C by env:j.romer_xtil
and human isolates from Scandinavia. Acta pPathol. Microbiol.

Scand. Sect. B 88: 287-291.

., T. YESBAKKEN, S. ALEKSIC y H.H. MOLLARET . 1990.
mppggggﬁagiéon of rec.triction endonuclease analysis and

211




BIBLIOGRAFIA

phenotypic t
enterocoliti

KAPPERUD, G. 1975. Yersinia enterocolitica in samll rodents from

Norway, Sweden and Fi A :
Sect Th 85:336-135, ~nland. Act. Pathol Mircbiol. Scand.

yping methods for differentiation of Yersini
ca isolates. J. Clin. Microbiol. za:11z§fﬁ§i?

KAPPERUD, G., E. NAMORK y H-J. SKARPEID. 1985°

. ! . L J . . . ° T e

inducible surface fibrillae associated with thgmg?.gg'{:ge
plasmid of Yersinia enterocolitica and VYersinia
pseudotuberculosis. Infect. Immun. 47:561-566.

assocmteg autoagglutination to hama glutirll)in produtc':‘::i%lzlxcgn

Yersinia enterocolitica and Yersinia en -
bacteria. Infect. Immun. 42:163-169. forocdia el

KAPPERUD, G., H.J. SKARPEID, R. SOLBERG y T. BERGAN. 1985"°. Outer
membrane proteins and plasmids in different Yersinia
enterocolitica isolated from man and animals. Acta Path.
Microbiol. Immunol. Scand. Sect. B 93:27-35.

KAY, B.A., K. WACHSMUTH, P. GEMSKI, J.C. FEELEY, T.F. QUAN y D.J.
BRENNER. 1683. Virulence and Rhenot ic characterization of
Yersinia enterocolitica isolated Irom humans in United
States. J. Clin. Microbiol. 17:128-138.

KAY, B.A., K. WACHSMUTH y P. GEMSKI. 1982. New virulence-
associated plasmid in Yersinia enterocolitica. J. Clin.
Microbiol. 15:1161-1163.

RKEROMKKI, R., K. GRANFORS, R. LEINO, K. PENTTINEN, P.-L.
LINDSTROM y O. WAGER. 1983. Clinical correlates of
circulating’ immune complexes in patients with recent
yersiniosis. J. Infect. Dis. 148:223-229.

KOUWATLI, K., V. BEJAR, A. RUIZ-BRAVO y A. RAMOS-CORMENZANA .
1979. Sensibility of Yersinia enterocolitica to several
antimicrobial agents. Microbios Letters 11:137.

. J.0. IVERSEN. 1990. In vitro antimicrobial

Kwm:mém-_’.gtept.}.’bi1:i.t:i.e'.=. of Yersinia enterocolitica and related

species isolated from slanghtered f:.gs and pork products.
Antimicrob. Agents Chemother. 34:2 23-2425.

V.. D.L. ZINZ y W.R. FERRIS. 1984. Association of
mculﬂﬁrfl stfructure formation with cell surface _Br%%erties of
Yersinia enterocolitica. Infect. Immun. 46:272-275.

LAEMML .K. 1970. Cleavage of structural proteins durinq thf
agéegbfy clf the head gf bacteriophage T4. Nature. 227:680

685.

LAIRD w.J., Yy D.C. CAVANOUGH. 1980. Correlation of
¢ ods

212




autoagglutination and vi &
Microblol. 11:430-433, ' rUlence of yersiniae. J. cClin.

LARSON, J.H. 1979. The spectrum of clinic

- ] . al

infections with ersinia enterocoli??ggfe%ioﬁegi
pathogenesis. Contrib. Microbiol. Immunol. 5:257-269.

LASSEN, J. y G. KAPPERUD. 1986. Serotype-related HEp-2 cell

inter i TR 3
52:853(3:51,'011 of Yersinia enterocolitica. Infect. Immun.

LASSEN, J. 1972. VYersinia enterocoli i i -
Scand. J. Dis. 4:125-127. olitica in drinking-water,

LE MINOR, L., A.M. CHALON y M. VERON. i972. Recherches sur la

ggigﬁggg deL]é' a_ntigen: comun des fntezz',oliacteriaceae chez les
vinea eromonas et Vibrio. Ann. .
Inst. Pasteur. 123B:761-765. e

LEE, W.H., P.P. McGRATH, P.H. CARTER y E.L. EIDE. 1977. The
ability of some Yersinia enterocolitica strains to invade
HeLa cells. Can. J. Microbiol. 23:1714-1722.

LEE, W.H. 1977. Two tween media for'the isolation of Yersinia
enterocolitica. Appl. Environ. Microbiol. 33:215-216.

LEVINE, M.M., J.B. KAPER, R.E. BLACK y M.L. CLEMENTS. 1983. New
knowiedge on pathogenesm of bacterial enteric infections
as applied to vaccine development. Microbiol. Rev. 47:510-
550.

LEYVA, J. 1982. Determinacién de los requerimientos nutritivos
e VYersinia enterocolitica. Memoria de licenciatura.
Universidad de Granada.

LEYVA, J. 1991. Aplicacién de la técnica de inmunoblot al estudio
serolégico e% brucelosis humana. Tesis Doctoral. Universidad
de Granada.

.J., W.S. HWANG C.H. PAI. 1987. Plasmid-mediated
I'IM"recs:i.Jst'ance to hagog tosis in VYersinia enterocolitica.

Infect. Immun. 5:1176-1183.

. _H. PAI. 1985. Inhibition of human neutrophil
I'I“L!"'ch‘iemi um(i:.niscence by plasmid outer membrane proteins of
Yersinia enterocolitica. Infect. Immun. 49:145-151.

MAN , IKSSON, A. FAGRAENS y R. NORBERG. 1974.
. Aﬁti%o:iigs agxglinst thyroid cells in Yersinia enterocolitica

jnfection. Lancet 2:1449-1451.

. KARI, I. RANTALA C. SURDQVIS? y P. FRONROOS.

ml'lgéﬁ.TPaﬁ%Igenic'ity of fiz;:ﬁe Mda}osgtasnild aggmt}:ﬁsigx;g
j jnia seudo rcu ; ) I

gg%zi%zglig’fcras 1(? :18 arle 0:9 studied in the guinea pig eye

213




BIBLIOGRAFIA

model (Serény test). : .
Seot. B 91:2{1_244). Acta Path. Microbiol. Immunol. Scand.

MARTINEZ, R.J. 1989. Therm i

R.J. . Thermoregulation-depe

tlfgr;;n}lla enterocolitica protein 1 impgrrégeggrxpx;%sqion o
cherichia coli K-12. Infect. Immun. 171:3 32_?7%1:9ance

MARTINEZ, R.J. 1983. Plasmid-mediated and temperature-regulated

surface roperti inis .
e SO et Ol RIS anmaen oy Tnfect.

MAZIGH, D., J.M. ALONSO y H.H. MOLLARET. 1 i
J L] L] - 9 -
demonstration of d¥ferentia1 colony mao3 t?oling e (r)n?til’ggg .fgr
enterocolitica. J. Clin. Microbiol. 17:555-557. s

MAZZA, G., A.E. KARU y D.T. KINGSBURY. 1985

e . . . Immune response to
plasmid- and chromosome-encod i P
D oon . 48:676-585. encoded Yersinia antigens. Infect.

MELTZER, M.S. y C.A. NACY. 1589. Delayed-type h
ma e Basction ek bt EeroR, M, 8
=-7717. .E. .) "FUNDAMENTAL I W  paver

METCALF, D. 1977. Neutrophil and macrophaye colony formation by

normal cells p. 57-98. En P. RENTCHNICK (ed.). "HEMOPOIET
COLONIES". 1977. Springer-Verlag Berlin(. He)idelberg. Soin

MICHIELS, T. P. WATTIAU, R. BRASSEUR, J.M. RUYSSCHAER, y G.
CORNELIS. 1990. Secretion of Yop proteins by Yersiniae.
Infect. Immun. 58:2840-2849.

MILIOTIS, M.D., J. GALEN, J.B. KAPER y J.G. MORRIS, Jr. 1989.
Development and testing of a synthetic oligonucleotide probe
for the detection of athogenic Yersinis stra ns. J. Clin.
Microbiol. 27:1667-1670.

MILIOTIS, M.D., J.G. MORRIS, S. CIANCIOSI, A. C. WRIGHT, P.K.
WOOD y R.h. ROBINS-BROWNE. 1990. Identification of a
conjunctivitis-associated gene locus from the virulence

lasmid of Yersinia enterocolitica. nfect. Immun. 58:2470-

477.

MILLER, V.L. y §. FALKOW. 1988. Evidence for t¥o genetic loci in
Yersinia enterocolitica that can promote invas.on of
epithelial cells. Infect. Immun. 56:1242-1248.

MILLER, V.L., J.B. BLISKA y S. FALKOW. 1990. Nucleotide sequence
of the fersin. enterocolitca ail g™~ and characterization
of the ail protein product. J. Bacteriol. 172:1062-1069.

FARMER III, W.E. HILL y S. FALKOW. 1989. The
found uniguel in Yersinlia enterocclitica

o Immun.

serotypes commonly associate with disease. Infect.
57:121-131.

214




BIBLIOGRAFIA

uor.ugg'gﬁagég. Y E. THAL. 1974. Yersinia. p. 330-332. En R.E
e ty N.E. Gibbons (eds.), Bergey's Manual £
ative Bacteriology. Williams & Wilkins, ﬁaltimorg

MOLLARET, H.H. y P. DESTOMBE
huméine. Press. Med. '1'2:525911395249'161-'.es GUERA & 5 Methuingss

MOLLATER, H.H., H. LERCOVIER
i, y J.M. ALONSO. .3979.
data received at the 'WHO Reference C‘en'z:ger Slfngr:.argeof i

enterocralitica. Contrib. Microb’ 1. Immunol. 5:174—11:!;11”’ll

MORS, V. y C.H. PAI. 1980. Pathogeni ' i
'enterocolitica. InferL. Immurgeggiz 52 Si‘ffles ot Dernieie

MULDER, B., T. MICHIELS, M. SIMONET, M.P. SORY . CORNEL
1989. Identificatic;n of additio’nal virulencg ‘:lleterminaxll:ts:é

on the pYV plasmid of Yersinia TT
Immun. 57:25% -2541. enterocolitica W227. Infect.

NESBAKKEN, T. G. KAPPERUD, H. SORUM K. DOMMARSNE
g_t;;:qttira'l vgria.uiﬂ.:v of 40-50 ¥ ° "LYvirulence plasu?i'dslgggﬁ\
inia enteroco ica. Acta .ath. Microbiol. ‘
Scand. Sect, B, 95°167-173. o T,

NICOLLE, P., H.H. MOLLARLT, y J. BRAULT. 1976. Nouveaux résultats
sur la lysotypie de Yersinia en :rocolitica portant sur pli
ggg{{ szcagci'l_?as d'origenes diverses. Rev. Epidém. et Santé

NILEHN, B. 1969*. Studies on Yersinia enterocolitica with special
reference to bacterial diagnose =nd occurrence in human
acute enteric disease. Acta Path. 3cand. Suppl. 206:1-48.

NILEHN, B. B. SJOSTROM. 1967. Occurrence of Yersinia
enterocolitica in patiens admitted to hospital because of
suspected acute appendicitis. Acta Path. Microbiol. Scand.
71: 77-78.

NILEHN, B. 1969°. Studies on Yersinia enterocolitica ¢ owth on
various solid media at 37°C and 25°c. Acta Path. M. :robiol.

Scand. 77:685-697.

.M.S. Organisation Mondiale de 1la Santé). 1982. Les
- s].'erss(i.m.gcjssi-s,, p. 2. Rapports et études EURO. Bureau régional

de 1°Europe, 0.M.S., Covenhague.

KIRSCH D.R., MORRIS N.R. 1980. A simplified
ultrasensitive silver stain for detecting proteins in
polyacrilamide gels. Anal. Biochem. 105:361-363.

, F. ESPERSEN, O.M. JENSEN y M. SKURNIK. 1991°%.
Interactions between Yersinia enterocolitica and abb:.:::
jleal mucus: growth, adhesion, per etration, and sub;equeq
changes in surface hydrophobicity and ability to adherence

215




A

-

: 1.'9 ; ’ .
H}q' .4

o
.

. .
P P
e -
.

BIBLIOGRAFIA

to ileal br ;
Al e kg ush border membrane vesicles. Irfect. Immun.

PAERREGAARD, A., F. ESPERSEN y M. SKURNIK. 1991®. Role of the

Yersinia outer membrane i j
_ ] : protein YadA in adhesi i
intestinal tisksue and rabbit intestinal éggsﬁo Eg?ﬁ;ﬁ

membrane vesicles. : ;
membrane vesicles. Acta Pathol. Microbiol. Immunol. Scand.

"PAI, C.H. y V. MORS. 1978. Productio ‘ r & ini
enterocolitica. Infect. Immun.nlngSEggig?oxln ol

PAI, C.H., V. MORS y T.A. SEEMAYER. 1980 j
g ¥ L] . v L] L] Ex i 1
gz:erocolltlca enteritis in rabbits. Infggifﬂggﬁgg.ggﬁsggéf

PAI, C.H. y L. DE STEPHANO. 1982. Serum resista i
: : _ . 1 A nce as
ggt%oglﬁgience in Yersinia enterocolitica. Infect?og;gtgd
G e B b . >

PAYNE, S.M. 1980. Synthesis and utilization of sideroph
Shigella flexneri. J. Bacteriol. 143:1420-1424. P

PEDERSEN, K.B. 1979. Gccurrence of Yersinia enterocolitica in the
throat of swine. Contrib. Microbiol. Immunol. 5:253-256.

PEPE, J.C. y V. MILLER. 1990. The Yersinia enterocolitica inv
gene product is an outer membrane protein that shares
epitopes with Yersinia pseudotuberculosis invasin. J.
Bacteriol. 172:3780-3789.

'PERRY, R.D. % Cc.L. SAN CLEMENTE. 1979. Siderophore s nthesis in
> -

Kklebsiella pneumoniae and Shigella sonnei during iron
deficiency. J. Bacteriol. 140:1129-1132.

I

i
' PERRY, R.D. y R.R. BRUBAKER. 1983. VWa*' phenotype cf Yersinia
enterocolitca. Infect. Immun. 40:166-171.

PERRY, R.D. y R.R. BRUBAKER. 1979. Accumulation of iron by
VYersiriae. J. Bacterio. 137:1290-1298.

PERRY, R.D., P.A. HARMON, W.S. BOWMER y S. STRALEY. 1986. A low
Ca?* response operon encodes the V antigen of Yersinia
pestis. Infect. Immun. 54:428-434.

PIERSON, D.E. Y S. FALKOV. 1990. Nonpw .nogeneic isolates, of
Yersinia enterocolit.ca do not contain functional inv-

homologous sequences. 58:1059-1064.

p., T. VOCKE, J. HEFSEMANN y V. BRADE. 1992. Mechanism of
PILZ,Yadﬁ-mediated'serum resistance of Yersinia enterocolitica

serotype 03. Infect. Immun. 60:189-195.

] - i ds
D.A. S. FALKOW. 1981. Virulence associated plasmi
PORTNgﬁém YErzﬁnia enterocolitica and Yersinia pestis. .

216




BIBLIOGRAFIA

Bacteriol. 148:775-782.

PORTNOY, D.A., i.. WOLF-WATZ, I
so dee [ ATZ, I. BOLIN, A.B. BEED
Slfzggin_c:hdrat:‘e_.nzatlon of commun virulenc:lfeR le.sm{?i['xmi,.
i la species and their role in the expressghn of AP
2mbrane proteins. Infec. Immun. 43:108-114. _—

PORTNOY, D.A. y S. FALKOW. 1981. Vi
. Pt . . Virul - i :
from VYersinia enterocolitica angpcimggggﬁgated v i
Bacteriol. 148:877-883. pestis. J.

PORTNOY, L.A., S.L. MOSELEY
; S.L. EY y S. FALKOW. 1981. Cha i i
of plasmlyd. and plasmid-associated determinant;agge;z:ggzlzgg
enterocolitica pathogenesis. Infect. Immun. 31:775-788.

PRPIC, K.J., R.M. ROBINS-BROWNE y R.B. DAVEY. 19 i
. a y L] L] L] 8 .
assessment qf v1ru1eng:e in Yersinia enterocgligfcaugg
related species. J. Clin. Microbiol. 22:105-110.

PRPIC, ; J.K., R.M. ROBINS—-BROWNE R.B. DAVEY
g;iferemii'it;ion. befwteen bvirulent Yand avirulent 'Yerggié
nterocolitica isolates using Congo red . e X3
Microbiol. 18:486-490. 1 . ’ g e

RABSON, A.R., A.F. HALLETT y H.J. KOORNHOF. 1975. Generalized
i’g{s.mla enterocolitica infection. J. Infect. Dis. 131:447-

RAMOS CORMLNZANA, A. 1979. Taxonomia bacteriana. Facultad de
Farmacia. Universidad de Granada.

RILEY, G. y S. TOMA. 1989. Detection of pathogenic Yersinia
enterocclitica by using congo red-magnesium oxalate agar
medium. J. Clin. Microbiol. 27:213-214.

ROBINS-BROWNE, R.M., A.R. RABSON y H.J. KOORNHOF. 1979.
Generalized infection with Yersinia enterocolitica, the rcle
of iron. Contrib. Microbiol. Immunol. 5:277-282.

ROBINS-BROWNE, R.M., M.D. MILIOTIS, S. CIANCIOSI, V.L. MILLER,
S. FALKOW y J.G. MORRIS, Jr. 1989. Comparison of DNA coln¥
hybridization ard other techniques for detection O
virulence in Yersinia spp. J. Clin. Microbiol. 27:644-650.

ROBINS-BROWNE, R.M. y J.K. PRPIC. 1985. Effects of iron and
desferrioxamine on infections with Yersinia enterocolitica.

Infect. Immun. 47:774-779.

ROGERS, H.J. 1973. 1Iron binding catechols and virulence in
Escherichia coli. Infect. Immun. 7:445-456.

ROITT, I. 1984. Essential immunoclogy. Blacwell Scientific
Publications, oxford.

ROSQVIST, R., I. BOLIN y H. WOLF-WATZ. 1988. Inhibition of

217




pa

BIBLIOGRAFIA

phagocytosis in Yersinia pseud ;
plasmid-encoded ability i pleudotuberculosis: a virulence
Tmman. 56:2130 2143 =Y involving the Yop2b protein. Infect.

ROSQVIST, R. y H. WOLF-WATZ. 1986. Virulence plasmid-associated

HeLa cell induced cytotoxici
pseudotuberculosis. Microb. gat}fg;.lcll:t 29--2400f YRIER

RUIZ-BRAVO, A. 1980. Contribucién al estudio de 1la

inmunopotenciacién por microorgani i
. : ani .
Universidad de Granada. PRI THAE Bonuiee

RUIZ-BRAVO, A., M. JIMENEZ-VALERA S.M ROMAN RAMO
Egmexggﬂ;én?aals > 3019 of borée marrow in inflamgtoﬁi( res 181;
: 1] rsinia enterocoliti i i i
FEMS Microbiol. letters 35:189-191. SHEgrcion in WEON

SCHIEMANN, D.A. y J.A. DEVENISH. 1980. Virulenc
enterocolitica determined by lethality in moneo ffanygggﬁg
and by the Serény test. Infect. Immun. 29:50%-*506. % A

SCHIEMANN, D.A., J.A. DEVENISH S. TOMA i

¢ v Je Y S. . 1981. Characteristics
of virulence in human isolates of Yersini
Infect. Immun. 32:400-405. ol oo o

SCHIEMANN, D.A. y J.A. DEVENISH. 1982. Relationship of HeLa cell
infectivity to bichemical, serolo ical and virulence
gpaiggtgg%stlcs of Yersinia enterocolitica. Infect. Immun.

bo B+ &7 .

SCHIEMANN, D.A. 1979. Syntesis of a selective agar medium for
Yersinia enterocolitica. Can. J. Microbioli. 25:1298-1304.

SCHLEIFSTEIN, J.I. y M.B. COLEMAN. 1939. An unidentified
microorganism resembling B. ligrieri and P,
pseudotuberculosis, and pathogenic for man. New York State
Journal of Medecine 39: ~ 1749-1753. Referido por:
Swaminathan, B., M.C. Harmon y J.J. Mehlman. 1982. A review

Yersinia enterocolitica. J. Appl. Bacteriol. 52:151-183.

SCINAITMAN, C.A. 1971. sclubilization of the cytcplasmic membrane
of Escherichia coli by Triton X-100. J. Bacteriol. 108: 545-

552.

ENY, B. 1955. Experimental Shigella xeratoconjunctivitis. Acta
SERENY, B biol. Acad. Sci. HuLg. 2: 293-295. Referido por:
Wachsmuth, K., B.A. Kay Y K. Birkness. 1984._Dlagnost;c
value of plasmid analyses anrd assays for virulence 1in
versinia enterocolitica. Diayn. Microbiol. Infect. 4

2:219-228.

.L., E. VINUELA y J.V. MAIZEL. 1967. Molecular weitht
smpne!gt':igagién of pol epgide chains by electrophoresis in SDS-

olyacrylamide ge s. Biochem. Biophys. Res. Commun. 26:815-
20.

218




BIBLIOGRAFIA

SHAYEGANI, M., I. DEFORGE
> Ay ’ .DnH. McGLYNN

ggggggger;:tllcs of Yersinia enterocoli’ti'cr:é ggg'r.reisglé

source olates from human, animal, and envi e

s. J. Clin. Microbiol. 14:304_315. viromental

SIPE, J.D. y D.L. ROSENSTREICH

J _ -L. RQ . 1981. Serum f i

KCI)EEIN 1é1f1ammatlon. p. 411-429. En: J.J .ac(t):gPrEsm?;Is;cxgted
ROSENSTREICH y MICHAEL POTTER (Eds.) "CELLULAR FUNTIONS TH
MMUNITY AND INFLAMATION. Arnold, London. .

SKURNIK, M. 1985. Expression of antige
. . ‘ess ns encoded
plasr_p.u.‘. of Yersinia enterocol:gtica under dlﬁ_é:;x:e;%rulenge
couditions. Infect. Immun. 47:183-190. growss

SKURNIK, M., I. BOLIN, H. KEIKKINEN, S. PI

; . B . PIHA y H. WOLF-WATZ

1984. Virulence 'plasmld—associéted aut. E .
Yersinia spp. J. Bacteriol. 158:1033-1032?gglutination in.

SODEINDE, O.A., A.K. SAMPLE, R.R. BRUBAKER y J.D. GOGUEN
Plasminogen activator/éoagu_lase gene o Yersinia pe.st]i-gssgé
responsible for degradation of lasmid-encoded onter
membrane proteins. Infect. Immun. 56:2749-2752.

STRALEY, S. y W.S. BOWMER. 1986. Virulence genes regulated
transcriptional level of Ca* in Yergs.inia p%gtis it?é:l&g:
structural genes for outer membrane proteins. Infect. Immun.

51:445-454.

STRALEY, S§.C. y W.S. BOWMER. 1986. Virulence genes regulated at
the transcriptional level by Ca** in Yersinia pestis include
structural genes for outer membrane proteins. Infect. Immun.

51:445-454.

STUART, §.J., J.K. PRPIC y R.M. ROBINS-BROWNE. 1986. Production
of aerobactin by some species of the genus Yersiniae. J.

Bacterio. 166:1131-1133.

SWARTZ, M.N. 1990. Yersinia, Francisella, Pasteurella and
Brucella. p. 601-614. En: B.D. DAVIS, R. DULBECCO, H.N.
EISEN y H.S. GINSBERG (Eds.) "MICROBIOLOG " J.B. LIPPINCOTT

COMPANY. Philadelphia.

TOMA, S., G. WAUTERS J.M. McCLURE, G.K. MORRIS y A.S. WEISSFELD.

1984. 0:13a,13f3, a new pat.f'xogenic serotype of Yersinia
enterocolitica. J. Clin microbiol. 20:843-845.

m, T. R.R. BRUBAKER. 1984. Roles of V antigen in promoting
virulence and immunity in yersiniae. J. Immunol. 133:365-

377.

TOWBIN, H., T. STAEHELIM y J. GORDON. 1979. E_lectrophoretic
t' afer of proteins from polyacrylamide gels to
_ocellulose sheets: procedure and some applications.

I 1. Acad. Sci. USA. 76:4350 4354.

Pioc. Nat

219



BIBLIOGRAFIA

UNE, T. 1977. Studies on
&) the atho P d T
le'!ril gerogolltlca. I. Ex eriment%l 1?&12?131 C{f Tera nia
robiocl. Immunol. 21:349-364. n rabbits.

URSING, J., D.J. BRENNER, H. B
eJ. . . ERCOVIER, G.R.
STEIGERVALT, J. BRAULT y H.H. MOLLARET. 1980 yersinia
- eﬁ'l senii: a new species of Enterobacteriaceae composed
of rhamnose-positive strains (formely called at pgcal

Yersinia enterocolitica or Yersini %
Current Microbiol. 4:213-218. sinia snteroce.lilcs=seiN.

VANDEPITTE, J. Yy G. WAUTERS. 1979. Epidemiologi
. . 1979. ogical and i
aspects of human Yersinia en erocolit.?ca infectcilojhr;m?}l
Be_lglum. Contrib. Microbiol. Immunol. 5:150-159.

VANDEPITTC. J., G. WAUTERS y A. ISEBAERT 1973. Epidemiol
Yersinia enterocolitica infection S . Epidemioiogy of
Microbicl. Immunol. 2:111-. A WM. Cong:.b

VESIKARI, T., C. § VIST y M. MAKI. 1983. Adheren
tgxlcity' of Yersinia enterocolitica 0:3 and 0:9 conts_::ingxr:g
vir:lence-associated plasmids for various cultured cells.

Acta Path. Microbiol. Immunol. gscand. Sect. B 91:121-127.

VESIKARI, T., T. NURMI, M. MAKI, M. SKURNIK, C. SUNDQVIST, K.

ORS y P. GRONROOS. 1981. Plasmids in Jersinia
eng:erocolltzca serotypes 0:3 and 0:9. Correlation with
g %thelial cell adherence in vitro. Infect. Immun. 33:870-

WACHSMUTH, K., B.A. KAY y K.A. BIRKNESS. 1984. Diagnostic value
of plasmid analyses and assay for virulence in Yersinia
enterccolitica. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 2:219-228.

WACHTER, E. y V. BRADE. 1989. Influence of surface modulations
by enzymes and monoclonal antibodies on alternative
complement pathway activation by Yersinia enterocolitca.
Infect. Immun. 57:1984-1989.

WAKE, A., M. MISAWA A. MATSUI. 1975. Siderochrome production
by Yersinia pes is and its relation to virulence. Infect.

Immun. 12:1211-1213.

AUTERS G. 1970. Contribution A 1'étude Ge Yersinia
e enterocolitica. Ph. D. Thésis. Vander, Louvain, Bélgica.

s, L. LE MINOR, A.M. CHALON y J. LASSEN. 1972.
‘mwzggﬁplaém'ent ay schéme antigénique de Yersinia enterocolitica.

Ann. Inst. Pasteur 122:9 1-956.

. L. LE MINOR y A.M. CHALON. 1971. Antigénes
wamgggﬁ\atgq{les et flagellaires de Yersinia enterocolitica. Ann.

Inst. Pasteur 120:631-642.

WAUTERS, G., M. JANSSENS, A.G. STEIGERWALT y D.J. BRENNER. 1988.

220




BIBLIOGRAPIA

Yersinia mollaretii s no o

formerly called Yersinig.ente;' and Yersinia bercovieri
0Cco

Int. J. Syst. Bacteriol. 38:424_412191:.105;' biogrups 3A and 3B.

WAUTERS, G. 1979. Carriage of Yersinia enterocolitica serotype

3 by pigs as a source of : :
Microbiol: Immunol. 5:246-252. o ‘nfection. Contrib.

WEBER, K. y M. OSBORN. 1969. The reliability of molecular weight

deterninations b dodecyl sulf - :
electrophoresis. } Biol. %hem.uzzzfz! g} 4ale'.ylam1de gus

HEINB?;G, E.D. 1978. Iron and infection. Microbiol. Rev. 42:45-

WILSON, H.D. J.B. McCORMICK y J.C. FEELEY. 1976. i
enteroca'litica infectionss in a 4-month-old Ye{:gé:

associated with infection in hou e
89:767-769. sehold dogs. J. Pediatr.

WINBLAD, S. 1967. Studies on serological typing of Yersinia
ﬂ:gerocolltlca. Acta Path. Microbiol. Scand. Suppl. 187:115-

WINBLAD, 8. 1975, Arthritis associated with Yersina
enterocolitica infections. Scand. J. Infect. Dis. 7:191-195,

WINBLAD, S. 1966. Erythema nodosum associated with infection with
Yersinia enterocolitica. Scand. J. Infect. Dis. 1:1-16.

WINBLAD, S. 1973*. Studies on the O0-serotypes of Yersinia
enterocolitica. Contrib. Microbiol. Immunol. 2:27-37.

WINBLAD, S. 1973. The clinical panorama of human Yersiniosis
enterocolitica. Contrib. Microbio. Immunol. 2:129-132.

WOLF-WATZ, H., D.A. PORTNOY, I. BOLIN Y S. FALKOW 1985. Transfer
of the virulence plasmid of Yersinia pestis to Yersinia
pseudotuberculosis. Infect. Immun. 48:241-243.

WOOLEY, R.E., E.B. SHOITS y J.VW- McCONNEL. 1980. Isolation of
Y'ersini:; enterocolitica from selected animal species. Am.
J. Veter. Res. 41:1667-16€68.

Y., . MARUYAMA y S. SAKAI. 1978. Isolation of Yersinia
Y“acgz%'eroc'oli tica andY Yersinia pseudotuberculosis from

apparently healthy dogs and cats. Microbiol. Immunol.
23:643-64%.

YOTHER, J. y J.D. GOGUEN. 1985. Isolation and characterization

of ca?*-blind mutants of Yersinia pestis. J. Bacteriol.
164:704-711.

. ATMAA, M. NURMINEN, W. WANLSTROM y P.H.
ZALBS:AKI'(E&: :59851:0‘1;‘ novei virulence-as:sociated cell surface

221




BIBLIOGRAFIA

structure composed of 47-kdal protein subunits in Yersinia
enterocolitica. EMBO J. 4:1013-1018.

ZINK, D.L., J.C. FEELEY, J.G. WELLS, C. VANDERZANT, J.C. VICKERY,
W.D. ROOF y G.A. O'DONOVAN. 1980. Plasmid-mediated tissue
invasiveness in Yersinia enterocolitica. Nature 282:224-226.

ZINK, D.L., J.C. FEELEY, J.G. WELLS, C. VANDERZANT, J.C. VICKERY

Y G.A. O'DONOVAN. 1978. Possible plasmid mediated virulence
in Yersinia enterocolitica. Transactions of Gulf Coast
Molecular Biology Conference 3:155-162. :




