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Resumen:

Las bacterias del género Campylobacter, concretamente C.jejuni y C.coli, contindan
siendo la causa mas comun de gastroenteritis bacteriana en humanos en la UE desde
2005. A pesar de ser patdgenas en humano, en animales de produccion como el cerdo,
son consideradas comensales. En estos, la falta de sintomas clinicos sumado a la alta
colonizacion del tracto gastrointestinal los sitla como reservorios naturales
potencialmente peligrosos para la sanidad pablica. Sin embargo, la informacion sobre la
interaccion que tiene lugar entre Campylobacter y el epitelio intestinal porcino,

altamente colonizado por esta bacteria, hasta el momento es escasa.

Con el fin de caracterizar el proceso de interaccion que ocurre entre esta bacteria y el
intestino porcino, asi como identificar posibles moléculas candidatas que nos ayuden en
el control de la colonizacion del tracto gastrointestinal limitando su distribucion por la
cadena alimentaria, en este trabajo se han llevado a cabo técnicas de microscopia
electronica y confocal, citometria de flujo, ensayos de invasion y ensayos de captura de
ligando utilizando como modelo experimental infecciones in vitro de lineas celulares
procedentes de epitelio intestinal porcino (IPI-21) y humano (INT-407) con C.jejuni y
C.coli.

Los resultados muestran que a pesar de que en humano, donde Campylobacter es una
especie patogena, el grado de interaccion con la bacteria es mucho mayor que en el

hospedador porcino, Campylobacter se adhiere e invade las células porcinas. Asimismo,



mediante ensayo de captura de ligando se identificaron receptores celulares encargados
del reconocimiento de Campylobacter en las células epiteliales humanas (proteina
CLMP) y porcinas (proteina MadCAM), siendo en cada caso proteinas diferentes, lo
cual pudiendo estar sefialando al receptor MadCAM como posible proteina importante

en el proceso de colonizacion del intestino porcino.
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Introduccion

Campylobacter constituye la mayor causa de gastroenteritis bacteriana en paises
desarrollados debido al consumo de alimentos de origen animal contaminados con
bacterias de este género, principalmente C.jejuni y C.coli. Se trata de microorganismos
patdgenos para el hombre, pero que se encuentran como comensales en el intestino de
un amplio grupo de animales, entre ellos animales de abasto como cerdos y diversas
aves de corral. La alta incidencia de Campylobacter en las explotaciones porcinas
(67.6%, EFSA 2011) junto con la ausencia de sintomas clinicos, hacen que el cerdo
constituya una potencial fuente de transmision de este agente zoonético a humano. Sin
embargo, se desconocen los mecanismos que determinan el caracter comensal o

patogeno de Campylobacter en los distintos hospedadores.

El mayor conocimiento de la interaccion que ocurre a nivel de intestino porcino,
altamente colonizado por con estas bacterias, podria aportar informacion novedosa
sobre el proceso de comensalidad y patogenia de Campylobacter en los diferentes
hospedadores. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue el estudio de dicha
interaccion en el hospedador porcino, asi como su comparacion en el estado patdgeno
que tiene lugar en el hospedador humano con el fin de detectar los posibles mecanismos
que pudieran explicar los diferentes modos de actuacion de Campylobacter, permitiendo
actuar sobre aquellos responsables de la alta colonizacion del tracto gastrointestinal

porcino, limitando asi su transmision en la cadena alimentaria.



Materiales y Métodos

Infeccion in vitro

Aislados de Campylobacter jejuni y C.coli de origen animal fueron sembrados en placas

de agar sangre (OXOID) en condiciones microaerofilicas durante 48h a 37 °C.

Para las infecciones in vitro se eligieron dos lineas celulares de epitelio intestinal, INT-
407 e IPI-21 procedente de intestino humano y porcino, respectivamente. Dos dias
previos a la infeccion in vitro, las células fueron cultivadas en placas de 6 pocillos. Tras
la recoleccidn de la bacteria en tampon fosfato, se procedio a la infeccion siguiendo una

dosis de multiplicidad de 1:100 durante 3 horas.
Microscopia electronica de barrido

Tras la infeccidn in vitro, las células fueron fijadas en glutaraldehido al 2%. Tras lo cual
se procedid al tratamiento con 1% de tetraoxido de osmio siguiendo los
procedimientos convencionales de microscopia electronica de barrido de
deshidratacién, desecado de punto critico, cubrimiento iénico y observacion con el

microscopio electrénico de barrido JEOL JSM 6300.

Microscopia confocal

Previo a la infeccion, se realizd el marcaje de las bacterias con isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Una vez finalizada la infeccion se procedio a la fijacion de las
muestras en paraformaldehido 4% durante 20 minutos, y al marcaje de filamentos de
actina con faloidina-tetrametil-rodaminaB isotiocianato y nucleo celular con 4’,6-
diamidina-2’-fenilindol diclorhidrato. Para su visualizacion se empled un microscopio

confocal LSM 5 Exciter invertido Axio Observer.Z1 (Zeiss).
Citometria de flujo

Al igual que para microscopia confocal, previo a la infeccion la bacteria fue marcada
con isotiocianato de fluoresceina. La infeccién in vitro se realizé del mismo modo como
se indico anteriormente. Tras la infeccion, las células fueron despegadas con tripsina-

EDTA vy fijadas con paraformaldehido 4%. Las reacciones fueron analizadas con el



citdbmetro de flujo Beckman Coulter Epics XL y analizadas con el software EXPO32

ACD Analysis (Applied Cytometry Systems).
Ensayos de invasion

La cuantificacién de invasion se llevaron a cabo mediante el uso gentamicina tal y como

se encuentra descrito por Hénel et al. (2004).
Ensayo de captura de ligando (ECL)

El ECL fue realizado en colaboracion con el grupo de investigacion del Dr. Bhide en la
Universidad de Medicina Veterinaria de Kosice (Eslovaquia) siguiendo el protocolo
descrito por Pulzova et al. (2011). Brevemente, un lisado proteico completo de
Campylobacter jejuni y C.coli fue separado electroforéticamente en un gel SDS-PAGE,
electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa y bloqueado, tras lo cual se puso en
contacto con la fraccion proteica de membrana de las dos lineas celulares usadas (INT-
407 e IPI-21). Las proteinas de membrana celular que interaccionaron con las proteinas
bacterianas fijadas en la membrana de nitrocelulosa fueron separadas de ésta mediante
el uso de una solucién especial para ello (pendiente de patente), recolectadas,
purificadas e identificadas mediante MALDI-TOF/MS acoplado a la base de datos

MatrixScience.
Resultados y Discusion

Microscopia

Con el fin de caracterizar la interaccién que tiene lugar entre Campylobacter y el
epitelio intestinal porcino, en primer lugar se utilizaron técnicas de microscopia, las
cuales nos permitieron observar la interaccion que tiene lugar entre Campylobacter
jejuni y C.coli con las lineas celulares procedentes de epitelio intestinal humano y

porcino.



Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de barrido. En todas las imagenes se observa la monocapa
epitelial con Campylobacter adherido a la membrana celular (1. IPI-21 con C.jejuni, 2 IPI-21 con C.coli, 3
INT-407 con C.jejuni y 4 INT-407 con C.coli).

Aunque la adhesion e invasion de C.jejuni con la linea celular INT-407 ha sido
anteriormente descrita (Hu et al. 1999, Konkel et al. 1992), hasta el momento se
desconoce si dicha interaccion tiene lugar en el epitelio porcino, donde Campylobacter
es considerada una especie comensal. Las imagenes obtenidas mediante microscopia
electronica de barrido (Figura 1) muestran que ambas especies bacterianas se adhieren
tanto a las células humanas como a las porcinas, aunque en humano dicha adhesion fue
mas evidente. Asimismo, por microscopia confocal se observo que ademas de adhesion,
en ambas lineas celulares tiene lugar un proceso de invasion de C.jejuni y C.coli,
detectandose bacterias intracelulares, aunque en mucho mayor grado en humano (Figura
2). Asi se pone de manifiesto la existencia de interaccion entre Campylobacter spp. y el

epitelio intestinal porcino.
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Figura 2. Imagenes de microscopia confocal (1. IPI-21 con C.jejuni, 2 IPI-21 con C.coli, 3 INT-407 con

C.jejuni y 4 INT-407 con C.coli).
Citometria de flujo y ensayos de invasion

Los datos de microscopia fueron contrastados mediante citometria de flujo y ensayos de
invasion, ya que estas técnicas nos permiten obtener un valor numérico correspondiente
al grado de interaccion observado entre patégeno y hospedador. A través del uso de
citometria de flujo se cuantifico la cantidad de bacteria que interacciona con la célula,
detectando la fluorescencia emitida por la bacteria previamente marcada con FITC. Los
valores de fluorescencia indicaron el porcentaje de células positivas, bien porque
presentaron bacteria adherida a la superficie celular o porque fueron invadidas por el
patdgeno. Como se observa en la Figura 3, el porcentaje de interaccion obtenido en la
linea celular porcina IPI-21 tras la infeccion por C.jejuni (47%) y por C.coli (53%) fue
significativamente menor que el observado en las células humanas INT-407, donde el
porcentaje fue del 100% con ambas bacterias, no encontrandose en ninguno de los casos

diferencias significativas entre las especies de Campylobacter.
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Figura 3. Resultados de citometria de flujo expresados como porcentaje de fluorescencia emitida por las

células infectadas con respecto al control (***p-value inferior a 0,001).

Asimismo, los datos procedentes del ensayo de invasion corroboran las observaciones
anteriores (Figura 4), encontrandose mayor porcentaje de invasion en la linea celular
humana con C.jejuni y C.coli (82,6% y 63,1%, respectivamente) en comparacion con la
porcina donde el porcentaje es de 15,2% para C.jejuni y 6,5% para C.coli. Asi, los datos
anteriores en su conjunto podrian estar indicando un tropismo positivo de
Campylobacter por las células humanas, donde la bacteria se comporta como una
especie patdgena. No obstante, aunque en el caso porcino la interaccién es menor, se

trata de un grado de interaccion importante a tener en cuenta.
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Figura 4. Resultados de ensayo de invasion (p-value inferior a 0,01).



Ensayo de Captura de Ligando (ECL)

A pesar de la similitud anatomofisioldgica que comparten la especie humana y porcina,
se desconocen los mecanismos que determinan la diferencia en el grado de interaccion y
su relacién con el consiguiente cardcter comensal o patdégeno de Campylobacter
desencadenado en estos dos hospedadores. Numerosos estudios han puesto de
manifiesto la importancia del reconocimiento de las proteinas de superficie del
hospedador con las del patdgeno, siendo un requisito para el proceso invasivo (Pulzova
et al. 2011, Bk et al 2011). No obstante, hasta el momento no se ha determinado la
importancia en el proceso de colonizacidn que tiene lugar en cerdo. Asi, mediante ECL
fueron identificadas proteinas de la superficie celular implicadas en el proceso de
reconocimiento célula-Campylobacter.

Tras el ECL, CLMP (proteina de membrana similar a

CXADR)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/79827 fue identificada como una de las

proteinas humanas responsables de la interaccion entre INT-407 y C.jejuni y/o C.coli.
Se trata de una glicoproteina transmembrana esencial en las uniones estrechas que se
establecen entre las células que constituyen el epitelio intestinal y por tanto esencial
para la homeostasis intestinal (Van Der Werf et al. 2012).

Por otro lado, la proteina identificada en la linea celular intestinal porcina IPI-21 fue
MadCAM-1. Esta glicoproteina transmembrana perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas ha sido descrita previamente por su importancia en la adhesion
celular, asi como en mediadora en respuesta inmune e inflamacion del intestino (Tanida
et al. 2011), sin embargo, hasta la fecha ha sido Unicamente descrita en células
endoteliales. Esta diferencia observada en los receptores celulares para Campylobacter
podria estar indicando una diferente ruta de sefializacion para Campylobacter en cada
una de las lineas celulares y/o hospedadores estudiados, y probablemente podria
explicar el comienzo del proceso infectivo o de colonizacion en humano y cerdo,

respectivamente.

En el presente estudio se han utilizado diversas técnicas experimentales con el objetivo
de caracterizar el proceso de interaccion que tiene lugar en la colonizacién del intestino
porcino por Campylobacter spp. Los datos obtenidos aportan nueva informacion en este

campo desconocido, y permitiran avanzar en estrategias para un mejor control de la



colonizacion por Campylobacter en los animales que actian como reservorios naturales

para esta bacteria zoondtica, como lo es el cerdo.
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