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RESUMEN

Nuafez Torres Elba Dolores. Diferenciacion de cepas vacunales e infectantes de
Brucella melitensis mediante el polimorfismo de longitud en fragmentos de
restriccion e hibridacién con sondas. Bajo la asesoria de PhD. Alfredo Sahagun
Ruiz y del Dr. Victor Tenorio Gutiérrez

Brucelosis es una zoonosis de importancia en México, por las pérdidas
econdmicas que genera es causada principalmente por Brucella melitensis. El
aislamiento de la bacteria y su identificacién constituye el principal método de
diagnéstico, implicando un riesgo para el técnico, ademas de los tiempos
prolongados dentro del laboratorio; por lo que el objetivo del presente trabajo
fue encontrar diferencias entre cepas de aislamiento de campo y cepas
vacunales Rev1 de B. melitensis biotipo 1 con base a la presencia de
polimorfismos en su secuencia de ADN, utilizando cuatro sondas genéticas
marcadas con biotina y obtenidas a partir de dos clonas de una biblioteca
genémica de B. melitensis 133, construida en el vector de expresién A ZAP
Express. Se seleccionaron cuatro clonas, subclonandose directamente
mediante escision in vivo en el plasmido pBK-CMV. Los plasmidos
recombinantes fueron identificados como 21 y 22 de los que se tomaron dos
fragmentos después de haber sido digeridos con la enzima EcoRlI, los cuatro
fragmentos se marcaron para ser utilizados como sondas y probaron con las
diferentes cepas, tanto de aislamiento de campo como con dos cepas
vacunales.

Se obtuvieron diversos resultados, sin embargo la mejor sonda fue la

nombrada 21.1 ya que con esta sonda se lograron obtener diferencias
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significativas entre la cepa vacunal Revl PRONAVIBE y las cepas de
aislamiento de campo exceptuando a las cepas de campo 551 y “feto de

Puebla” que presentaron el mismo perfil que la cepa vacunal antes mencionado.



SUMMARY
Nurez Torres Elba Dolores. Differentiation of Brucella melitensis infective vaccinal
strains by length polymorphism on restriction and hybridization fragments with
probes. Under the guidance of PhD. Alfredo Sahagun Ruiz and Dr. Victor Tenorio
Gutiérrez.

Brucellosis represents an important zoonosis in Mexico as great economic
loss is caused mainly by Brucella melitensis. The isolation and identification of this
bacteria is currently the principal method of diagnosis, which implies high risk to
the technicians involved as well as long periods of time spent at the laboratory.
Due to this , the objective of the present work was to find the differences existing
between field isolation strains and B melitensis Rev1 vaccinal strains biotype1
based on the presence of polymorphisms on their DNA sequence, using four
genetic probes marked with biotine and which were obtained from two clones of a
B melitensis 133 genomic library, constructed on the expression vector ZAP
Express. Four clones were selected, being subcloned directly by an in vivo
excision on the pBK-CMV plasmid. The recombining plasmids were identified as 21
and 22 fr_om which two fragments were taken after having been digested by EcoRl
enzyme. The four fragments were then marked in order to be used as probes and
were tried with the different strains, namely, the field isolation ones and two
vaccinal strains.

Various results were obtained; however, probe 21.1 proved to be the best, since
significant differences were achieved between vaccinal strain Rev 1 PRONAVIBE
and the field isolation strains except for field strains 551 and “ fetus of Puebla”,

which presented the same profile as the already mentioned vaccinal strain.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La brucelosis es una enfermedad causada por bacterias del género
Brucella, el primer aislamiento del agente fue realizado por Bruce en 1884
(Niccoletti, 2002), se trata de una bacteria intracelular que se multiplica dentro de
los fagocitos del sistema inmune, siendo capaz de evadir la accion de los
mecanismos bactericidas del fagocito (Fernandez-Prada C.M., et al, 2001,
Jiménez de Bagues M.P., et al, 2003). De forma natural, Brucella spp. infecta a
varias especies animales: rumiantes, camélidos, suinos, canidos, roedores y
algunos mamiferos marinos, mostrando una cierfa especificidad de especie. La
enfermedad es una zoonosis que causa graves pérdidas en la ganaderia nacional
debido a la alta incidencia con que se presenta por lo que ademas tiene un gran
impacto en la salud plblica (CONASA, 1994). La infeccion en humanos
generalmente resulta de una transmision gastrointestinal, debido al consumo de.
leche sin pasteurizar asi como de sus derivados, ademas la carne también se ha
considerado como una fuente de contaminacién y de la transmisién por aerosoles
al estar en contacto con abortos asi como a la exposiciéon directa con animales
infectados u objetos contaminados (Fosgate. ef. al,. 2002; Kaufman. et. al., 1980;
Miller. et. al,. 1987) por lo que también se le ha considerado una enfermedad de
tipo profesional (El-Begawey-MB et. al., 1994), donde B. melitensis es la especie
mas comunmente involucrada (FAO/OMS, 1986). En México se ha reportado que
en humanos el 93% de casos son infecciones por B. melitensis de origen caprino,
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5% con B. melitensis de origen bovind, 1.5% con B. abortus de origen bovino y

0.5% con B. suis de origen bovino (Pacheco et. al., 1999).

1.2 Epidemiologia

La brucelosis es una infeccion que se trasmite al hombre de forma
accidental de animales domeésticos que en su mayoria son aquellas especies
productoras de alimento. El riesgo de enfermarse y la severidad del padecimiento
estan determinados por el tipo de brucela al cual el individuo se expone, sin dejar
de considerar el estado nutricional e inmune, las vias de infeccion y la cantidad del
in6culo (Meljem et. al., 1998).

Se frata de una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo,
especialmente en los paises en vias de desarrollo, México también la posee,
considerandose una de las enfermedades bacterianas mas serias e importantes
(Gurria, 1998). En nuestro pais B. abortus se ha considerado como una fuente
importante de brucelosis humana en muchos lugares debido a la gran
concentraciéon de ganado bovino que existe (Velasquez, 1998). Sin embargo en el
estudio realizado por Hémandez et al (1999) sobre la seroprevalencia de
brucelosis en disponentes de sangre, se encontro con que el 90% de los casos
tienen su origen en el ganado caprino, que existe en todo el territorio nacional,
predominando en un area triangular cuya base es la frontera norte y el vértice es
el centro del pais. En esta ultima regiéon afecta predominantemente al estado de
Guanajuato. El 90% de los casos son producidos por B. melitensis, y en todos se
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ha encontrado un reservorio animal.

El ganado caprino se infecta principalmente de B. melitensis y se encuentra
distribuido en todo el territorio nacional en tres sistemas de explotacion: a) ranchos
controlados; b) en rebanos nébmadas que se mueven en areas extensas en busca
de alimento y c) como parte integral de actividades de traspatio, como un recurso
de ingresos que pueda mejorar la economia familiar; lo que contribuye a infectar
un namero considerable de individuos. Por lo anterior es necesario el control
epidemiologico de B. melitensis para lo que se requiere mejorar las técnicas de
diagnéstico y prevencion de la enfermedad para su erradicaciéon (Mikolon ef. al.,

1998; Alvarez, 1998; Luna-Martinez and Mejia-Teran , 2002).

1.3 Caracteristicas Microbiolégicas del génerb.

Las brucelas son pequenos bacilos cortos de 0.6 a 1.5 um por 0.5 a 0.8 pm, Gram
negativas, aerobias, catalasa, oxidasa y ureasa positivas y algunas especies
requieren de CO, para su desarrollo, especialmente en aislamiento primario. Se
desarrolla entre 20-40°C, siendo su temperatura 6ptima de crecimiento 37°C. Por
lo general aparecen aislados o en pares, pero a veces se ven cadenas cortas o
grupos. Sus requerimientos nutricionales son complejos, requiriéndose medios de
cultivo enriquecidos con triptosa y algunas veces suplementos como infusion de
higado, suero de bovino o hidrolizado de levadura. Aun cuando se desarrolla en
medios de cultivo que contienen sangre, su crecimiento es lento sin producir

hemdlisis ni pigmento, por lo que los medios deben conservarse hasta tres
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semanas antes de ser descartados como negativos (Hitchcock et. al., 1986;
Manual del 1l Taller monografico de Biologia Molecular Béasica aplicada al

laboratorio clinico. 1995).

1.4 Taxonomia

El andlisis de la secuencia del gen ribosomal 16S, la composicién lipidica y
ciertos aspectos de su fisiologia y biologia general sitian a Brucella dentro de la
subdivisién general a2 de la Clase Proteobacteria (Jumas-Bilak, 1998), en la que
estan también otros patégenos intracelulares animales como las Rickettsias, asi
como destacados patégenos y endosimbiontes de vegetales (Agrobacterium y
Rhizobium), las propias mitocondrias y ciertas bacterias teltricas. Por tanto,
parece que la asociacién intracelular con eucaﬁontes es una tendencia evolutiva
compartida con otros miembros de la subdivision a2. Esto es coherente con
ciertas hipotesis sobre la patogenicidad y explica las reacciones cruzadas con
proteinas de otros miembros de la subdivision a2 en pruebas serologicas y
moleculares (Moreno et. al.,2002).

Clasicamente, las bru¢e|as se han agrupado en varias especies; B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis siguiendo, entre
otros, el criterio del animal hospedero preferente. En estudios recientes se han
logrado aislar bacterias, de diferentes mamiferos marinos (delfines y focas entre
otros), que han sido identificadas como brucelas por su morfologia, desarrolio,

aglutinacion por antisueros monoespecificos susceptibilidad a la lisis, asi como por
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sus caracteriticas metabélicas, lo cual ha sugerido la existencia de una nueva
especie llamada “B. maris” (Cloeckaert etf. al. 2001). Ademas dentro de algunas de
estas especies se pueden distinguir biotipos o biovariedades siguiendo criterios
como la sensibilidad a colorantes, tipo serolégico y otros (Marin and Hancock,

1990).

1.5 Componentes estructurales

El género Brucella revela ciertas peculiaridades con respecto a otros
gérmenes Gram negativos a nivel genomico, como lo es la presencia de dos
replicones independientes (Lopez et. al,, 1991), asi como la envoltura celular que
es resjstente a la accion de detergentes, al acido etilendiamino tetracético (EDTA),
a la accién de la polimixina B, a la proteolisis de enzimas y a la digestion con
lisozima (Marin and Hancock,1990; Corbel and Brinley-Morgan, 1984; Jiménez de
Bagues, 1991; Koneman, 1984).

La resistencia a la desintegracion fisica del género Brucella se debe en
parte a las diferencias cuantitativas y cualitativas en la estructura del
peptidoglicano (PG) pero también por tamano y forma celular. Se ha observado
que la inactivacion por calor de Brucella abortus causa colapso en la membrana
citoplasmatica, mientras que la membrana externa conserva su apariencia
morfolégica a pesar de liberar grandes cantidades del LPS y otros materiales de

membrana externa. Esto sugiere que la interaccibn membrana externa-



peptidoglicano puede resultar en una gran rigidez en Brucella, mas que en otras
Gram negativas.

La molécula mas abundante en la membrana externa es el lipopolisacarndo
el cual esta constituido por el antigeno "O" especifico, un polisacarido central y el
lipido A. El antigeno "O" es una molécula que se encuentra expuesta hacia el
exterior de la membrana externa, orientacion que facilita la induccion de
anticuerpos contra dicho antigeno y el oligosacarido central, por lo que son de
gran valor en el diagnéstico de la brucelosis y en la identificacion serolégica de las
especies de Brucella. El antigeno "Q" polisacarido de B. abortus 1119-3 esta
constituido de un homopolimero linear de unidades de D-manopiranosil, 4-6
didesoxi, formamido ligadas por unién a.1-2. La estructura del polisacando "O" de
B. melitensis es también un homopolimero de D-manopiranosil, 4-6 didesoxi, 4-
formamido (o perosamina) en apariencia similar al de B. abortus. Con base en
esta similitud estructural explicaria la reaccién cruzada de estos organismos. La
cadena "O" del lipopolisacarido (LPS) ha sido implicada en la supervivencia'
intracelular en células fagociticas, ademas de conferirle a este agente etiolégico
mayor resistencia a la accion de sustancias bactericidas lisosomales por lo que

sigue siendo de gran interés para la investigacién de la enfermedad (Jahans et.

al., 1997).



1.6 Genética de Brucella sp

El genoma de completo de B. melitensis contiene 3,294,931 pares de bases
(pb) del cual aproximadamente 58% es de Guanina-Citosina, este se puede
observar como una sola banda en una electroforesis de tipo convencional y dos en
la electroforesis de pulso poniendo de manifiesto la existencia de dos
cromosomas; el cromosoma | de 2, 117,144 pb y el cromosoma Il de 1,177,787 pb
(Michaux et. al. 1993). Los origenes de replicacion de ambos cromosomas son
muy parecidos a los de otras a- proteobacterias. Los genes de: replicacion del
ADN, transcripicion, metabolismo, asi como genes de biosintesis de la pared
celular se encuentran distribuidos en ambos cromosomas. Los llamados sistemas
de adesinas, invasinas y hemolisinas han sido identificados dentro del genoma de
B. melitensis. Varias caracteristicas del genoma de B. melitensis son similares a
las del simbionte Sinorhizobium meliloti (DelVecchio et. al., 2002). Gracias a la
secuenciacion total del genoma de B. melitensis se han realizado estudios para su
aplicacién directa en el diagnédstico tales como los genes genes groEL y groES
cuyos productos entre otros son altamente inmunogénicos.

De los primeros estudios moleculares aplicados al género Brucella fue la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con iniciadores especificos basado en
secuencias de insercion (IS) que permiten distinguir entre las diferentes especies
de Brucella, seguido por el de hibridacién tipo Southern blot.

Los estudios moleculares también han servido para la construccion de
bibliotecas en transposones los cuales han permitido la obtencion de mutantes

para conocer sobre la sobrevivencia de Brucella en los macréfagos y utilizando los
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cambios alélicos para explorar la contribucién de genes en la patogenici'dad de
Brucella spp. Estudios de complementacion han servido para el aislamiento de
genes que participan en la biosintesis y metabolismo. Similarmente, se ha
demostrado que el LPS es un factor de virulencia. Hasta el momento no se ha
logrado establecer la existencia de plasmidos relacionados con patogenicidad o
resistencia a antibioticos.

Estos estudios también han permitido reconocer polimorfismos en el ADN
del género Brucella en las diferentes especies, el desarrollo de ensayos

moleculares para distinguirlas entre ellas (Jahans ef. al, 1997; Verger et. al,

1985).

1.7 Prevencién y control

Los programas de control de la brucelosis comprenden la eliminacion de la
infeccién a través de pruebas diagnésticas con el subsecuente sacrificio de
animales infectados y la prevenciéon de la reinfeccién del rebafno (Brown et. al.,
1988). Se han utilizado contra la brucelosis una amplia variedad de vacunas, sin
embargo, la generalidad de los programas se basan en el uso de vacunas vivas
atenuadas. Actualmente la Unica vacuna utilizada para el ganado ovino y caprino
es la cepa atenuada B. melitensis Rev1 que es de baja virulencia, altamente
antigénica y estable, ya que no revierte a patégena e induce una respuesta
inmune semejante a la de la infeccion natural (FAO/OMS, 1986; Jiménez de
Bagues, et. al., 1991), por lo que existe una multib|icaci6n de dicha cepa en los
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animales. La vacunacion sélo disminuye el riesgo de contagio, sin eliminarlo por
completo, por lo que debe estar integrada a un programa de control que incluya el
diagnéstico y medidas sanitarias (Blasco, 1990). La persistencia de anticuerpos es
variable en el suero después de la vacunacién y constituye la mayor desventaja
del uso de la vacuna ya que puede existir interferencia en la identificacion de
animales infectados. La persistencia de anticuerpos posteriores a la vacunacion
convencional (via subcutanea, dosis completa) en cabritas podria oscilar entre
cuatro y veinte meses (FAO/OMS. 1986; Mancera, 1990). En la persistencia de
anticuerpos intervienen diversos factores tales como la edad, dosis, via de
administracion, tiempo posvacunal, asi como el tipo de prueba utilizada y la
interpretacion de resultados es importante (Frank, 1991; El-Begawey-MB el. al.,
1994). Al usar la vacunacién con dosis reducida (1x105-5x104 UFC) en cabras
adultas, estas resultan negativas a las diversas pruebas serolégicas entre los 3y 7
meses después de la vacunacion (Alton ef. al. 1988; Alton, 1972; Diaz,1984). Es
importante mencionar que la vacuna protege alrededor del 80% de los animales,
sin embargo la cepa vacunal en algunos casos llega a provocar brucelosis (Diaz,
1993). Existen pocos datos actualizados sobre la situacién de la enfermedad en
esta especie. Sin embargo Luna-Martinez and Mejia-Teran (2002) reportan que
cada ano el Programa Nacional de Brucelosis logra colocar vacunas de Rev1 a

aproximadamente 800 000 cabezas de ganado caprino.



1.6 Diagnéstico

Existen diferentes métodos para el diagnéstico de B. melitensis, los
convencionales se basan en detectar en suero sanguineo anticuerpos contra este
microorganismo. Los mejores resultados se han obtenido con la prueba de fijacién
de complemento (FC) y la prueba de ELISA indirecta. La prueba de rosa de
bengala, a una concentracion del 3%, es utilizada como tamiz, ya que tiene una
sensibilidad del 98% y tiene la ventaja de poder ser utilizada tanto en el laboratorio
como en campo, ademas de ser una prueba economica (CONASA. 1994), y el
método confirmatorio es el aislamiento de la bacteria de los animales que padecen
la infeccién (Flores, 1990). Actualmente los métodos moleculares ofrecen ventajas
como la rapidez, especificidad y menor riesgo para el técnico; por lo que uso de
sondas genéticas, el polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP)
y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Ficht et. al., 1996; Hermant and
De Ridder,1992), facilitan el diagnéstico de la infeccion por Brucella spp., ya que
pueden detectar una cantidad minima de bacterias y encontrar diferencias muy.
pequefas de cepas estrechamente relacionadas, lo cual es de gran utilidad en
estudios filogenéticos y epidemiolégicos, y es asi que la utilizacion de
herramientas como las sondas genéticas, son de gran importancia en el

laboratorio de diagnéstico actual.
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1.9 Andlisis de restriccién y sondas genéticas

El ADN es un polimero lineal, no ramificado, que puede contener muchos
millones de nucleétidos dispuestos en una secuencia irregular, pero no aleatoria y
la informacién genética esta contenida en el orden exacto de los nucleétidos, por
esta razo6n es que el andlisis de ADN permite la identificacion precisa de diferentes
bacterias, aiin tratAndose de bacterias de la misma especie (O'Hara et.al.,1985).
La utilizacién de sondas de ADN, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y
analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP);
han sido utilizados como herramientas epidemiolégicas en brotes de distintas
enfermedades bacterianas y virales, asi como para establecer diferencias entre
Taxas, o el establecimiento de las distintas lineas filogenéticas dentro del mismo
género.

Un método por el cual se generan fragmentos de ADN es la digestion con
enzimas de restriccion. El sitio de reconocimiento de una enzima de restriccion
comunmente consiste de una secuencia especifica de 4 a 6 pares de bases. Estos
estan distribuidos a lo largo del DNA con diferente frecuencia. La identificacion por
polimorfismo es la base de los mapas genéticos, y puede ayudar a la seleccion de
marcadores moleculares de interés diagnostico. Por medio de esta técnica se
puede conocer de manera rapida y especifica la etiologia de algunas
enfermedades bacterianas y ademas es posible determinar si existe diversidad
genética en la poblaciéon bacteriana. Los fragmentos digeridos son separados en
geles de agarosa por electroforesis. Posteriormente son transferidos a membranas

de nylon e hibridados a una sonda de ADN del microorganismo estudiado
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marcada con biotina. Se puede observar la presencia de bandas adicionando el
conjugado de Streptoavidina-fosfatasa alcalina y un sustrato que produce luz. Esta

sefal puede ser captada en peliculas radiograficas (Kapperud et. al., 1989).
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2. JUSTIFICACION

Para establecer esquemas de control de la brucelosis en un rebano caprino es
necesario reconocer al agente causal. El aislamiento primario e identificacion de
Brucella melitensis es tardado, debido a que incluye pruebas metabdlicas con
diferentes sustratos, serotipificacion y fagotipificacion, lo que implica tiempo,
costos elevados y riesgos para el técnico. La utilizacion de las herramientas
moleculares, para la diferenciaciébn de cepas bacterianas, ademas de poder
realizarse en un tiempo corto, puede ser utilizado como un recurso epidemiolégico,
ya que incluso es posible determinar la transmisioh de un rebafio a otro y de esta
manera poder fortalecer los esquemas de control de la brucelosis dentro de un

rebaino caprino.

3. HIPOTESIS

Los marcadores moleculares permitiran diferenciar el ADN de Brucella
melitensis de cepas aislamiento de campo del ADN de la cepa vacunal de Brucella

melitensis Rev1 biotipo 1.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Diferenciar cepas vacunales de cepas infectantes de Brucella melitensis
mediante analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion

del ADN cromoso6mico hibridado a sondas géneticas.

4.2 Objetivos Particulares

Determinar si existe polimorfismo entre cepas de Brucella melitensis de
campo utilizando sondas géneticas marcadas con biotina.

Determinar que enzima proporciona un patréon de restriccién que permita la
diferenciacion entre cepas vacunales e infectantes de Brucella melitensis,
utilizando sondas géneticas marcadas con biotina.

Caracterizacion de aislamientos de B. melitensis a partir de la infeccion

experimental de cabras y aislamientos de campo mediante el uso de sondas

genéticas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cepas utilizadas en el estudio preliminar.

Para el estudio preliminar fueron utilizadas tres cepas de B. melitensis: Cepa
vacunal Rev1 INRA, cepa 16M de referencia (cepario del CENID-Microbiologia) y
cepa de aislamiento de campo 133, todas estas cepas del biotipo 1.

Las cepas se cultivaron en placas de agar Brucefla durante 48 h a 37°C,
colectadas y conservadas en alicuotas 1 ml de solucidon de leche descremada al

10% y congeladas a —70 °C.

6.2 Extraccién de ADN genémico

Cada una de las cepas de Brucella melitensis después de ser
descongelada y sembrada en cajas petri de agar Brucella, fue crecida en botellas
Roux con agar Brucella, en estufa bacteriolégica a 37°C durante 48 h. La masa
bacteriana se cosechd con solucidn salina fisiolégica, colectandose en tubos
Corex e inactivaindose a 65°C por 1 h. Enseguida se centrifugé a 1 000 xg/10
minutos. Las células obtenidas fueron resuspendidas en 10 ml de solucién TE (10
mM TRIS-HCI pH 8, 56 mM EDTA 0.5 pH 8.0), adicionando proteinasa K, 100
yg/ml, y 200 yl de SDS al 20% para obtener una concentracion final 1%. Se
mezclé y se incubd a 65 °C 1h, Se extrajo con un volumen igual de fenol saturado
con TrissHCI pH 8.0 y cloroformo:alcohol isoamilico en una proporcién 25:24:1,

esto se mezcld por 15 minutos y se centrifugsé a 4 000 xg/10 minutos y se separd
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la fase acuosa en tubos de tefién limpios. Se repitié nuevamente el procedimiento
para separar la fase acuosa en tubos limpios a la que se agregé RNAsa a 50
pg/ml de concentracion final, incubandose a temperatura ambiente por 10 minutos,
para después extraer nuevamente el ADN con fenol, a la fase acuosa se adiciono
un décimo de volumen de acetato de amonio 3 M, pH 5 y 2 volumenes de etanol
puro frio, para precipitar el ADN, se agit6é levemente y se centrifugd a 10 000 xg/15
minutos, se decantd el etanol y se lavé el botdn con etanol al 70%, seguido de una
centrifugacién a 10 000 xg durante 15 minutos. Una vez precipitado el ADN se
elimin6 el etanol residual y se resuspendid en solucién TE, posteriormente se

observé en gel de agarosa al 1% (Davis et. al,, 1986).

6.3 Cuantificaciéon

La concentracion aproximada del ADN fue determinada por fluorimetria. Se utilizé
como blanco 2 ml de la solucién para lectura de bajo rango, enseguida se calibré
con ADN de esperma de salmén a una concentracion de 120 ng/ul patrén. Para la
lectura se tomaron 2 ul de ADN diluyéndose en 2 ml de |a solucién de bajo rango,

la lectura obtenida corrasponde a la concentracion de la muestra.

6.4 Cualificacién
Las extracciones fuercn evaluadas por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Estos geles fueron preparados fundiendo agarosa en TAE (Tns base 40 mM, acido
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acético 20 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) vertiendo 30 ml en una minicamara
horizontal. Una vez gelificada |la agarosa, se deposité la muestra previamente
mezclada con colorante de carga tipo ill (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol
0.25% y glicero! 30% en agua bidestilada estéril). Posteriormente se aplicd una
diferencia de potencial de 10 volts por cm (80 V para un minigel) y se permitid que
migrara durante aproximadamente 1 hora. Una vez terminada la corrida, el gel fue
tenido por inmersién en una solucion de 5 pg/ml de bromuro de etidio en agua, por
5-8 minutos se lavd con agua corriente. Finalmente se observd con la ayuda de un
transiluminador de luz ultravioleta de onda corta y posteriormente fueron

fotografiados (Sambrook et. al, 1989).

6.6 Restriccién del ADN gendmico

El ADN de las cepas Rev1 INRA y de aislamiento de campo 133 fueron
digeridos con las enzimas EcoRl y Sau3Al, segun la técnica descrita por Davis ef.
al. (1986). Los fragmentos obtenidos se utilizaron para realizar diferentes ensayos
con diferentes sondas con el fin de encontrar la enzima que pemmitiera la
diferenciacion entre cepas. Para dicho ensayo se utlizaron 1.25 pg de ADN
genémico se adicionaron 2 U de la enzima en presencia de la solucidn
amortiguadora apropiada incubédndose a 45°C. La actividad de la enzima se
detuvo mediante la incubaciéon a 65°C durante 5 minutos de cada una de las

muestras (Sambrook et.al., 1989).



6.6 Preparacién del gel de agarosa.

Los fragmentos de restricciébn obtenidos con cada una de las enzimas
fueron separados y observados por electroforesis en geles de agarosa al 0.7% en
amortiguador TBE 0.5 x (Tris 45 mM, acido bérico 45 mM y EDTA 1mM) en una

minicamara de electroforesis.

6.7 Inspeccidén o Escrutinio de la biblioteca gendmica y escisién “in vivo” del
plasmido pBK-CMV

Se trabajé a partir de una biblioteca genémica construida en lambda Zap |l
a partir de la cepa 133 (Hemandez-Castro ef. al., 2000).

Se inoculd caldo LB (Luria-Bertrani NaCl, Triptona, Extracto de levadura, pH
7.0) adicionado con 0.2% de maltosa y 10 mM de MgSOs4 con una colonia de la
cepa E. coli XL1-Blue MRF, incubandose toda la noche a 30°C. Postenormente se
utilizé el cultivo para preparar una dilucién 1:100 en el mismo medio, se dej6 en
incubacion durante 4 h a 37°C, hasta una DOew 1.0, por otra parte se hicieron
diluciones del fago lambda ZAP |1 de |a biblioteca gendmica de 107", 102y 102 en
solucién amortiguada SM (1.45 g de NaCl, 0.5 g de MgSQa4, 0.1M Tris-HCly 1.25 g
de gelatina pH final 7.5). Se tomaron 600 pl de la suspencién bacteriana mas 1pl
de cada una de las diluciones del fago, para ser incubadas a 37°C durante 30
minutos, de esta manera se llevé a cabo [a adsorcion. De las diluciones antes
descntas se tomaron 600 pl para ser inoculados en tubos que contenian Top-agar

(NZY agar, NaCl 0.1M, MgS04.7H20 0.1M, 5g de extracto de levadura, 10g de NZ
I8



amina y 7g de agar, en 1It agua), adicionado con maitosa al 20%, MgSOs y MgCly,
con esta mezcla se cubrio la superficie de agar y una vez frio se incubaron a 40°C
por 4h; después a 37°C hasta la observacién de placas liticas que aparecieron
después de 12 h de incubacién. Una vez que las placas fueron visibles, fueron
colectadas en microtubos estériles a los que se les agregd 100 ul de amortiguador
SMy 50 ul de cloroformo concentrado, para después conservarse en refrigeracion
hasta realizar la escisién in vivo.

El fagémido pBK-CMYV fue escindido in vivo del vector lambda ZAP Express
mediante coinfeccion de E. coli XL1 Blue con e! lambda ZAP Express
recombinante seleccionado y el bacteri6fago cooperador R-408. El plasmido
obtenido contiene el ADN clonado.

Se crecié E. coli XL1MRF Blue en caldo LB suplementado con 0.2% de
maltosa y 10 ml de MgSOs y E. coli XLOLR en caldo NZY (NZ amina caseina
hidrolizada) toda la noche a 30°C. Ambos cultivos fueron centrifugados
separadamente a 1 000 xg/10 minutos y fueron resuspendidos en |a mitad del
volumen inicial con una solucién MgSQO4 10 mM. Se colocaron 200 pl del fago
cooperador R-408 y se incubaron a 37°C, 15 minutos. Después de esta
incubacién, se adicionaron 3 mi de caldo NZY y se continud la incubacién por 16 h
a 37°C en agitacién a 180 xg. Las células aun viables fueron inactivadas por calor
a 69°C por 20 minutos y centrifugadas a 1000 xg por 15 minutos. El sobrenadante
conteniendo el pBK-CMV escindido fue transferido a otro tubo. En un tubo nuevo

conteniendo 200 pul de bacterias E. coli XLOLR en MgSO4 10 mM, fueron
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agregados 100 pl pBK-CMV escindido y se incubd a 37°C por 15 minutos.
Enseguida se adictonaron 3 ml de caldo NZY y se continué la incubacion a 37°C
por 45 minutos. Finalmente la bacteria fue sembrada en cajas de agar LB
conteniendo 0.05 mg/mi de monosulfato de Kanamicina, unicamente las bacterias

transformadas se desarrollaron.

5.8 Extraccién del plasmido

Las bacterias transformadas fueron cultivadas en caldo LB con 0.05 mg/m!
de kanamicina a 37°C toda la noche con agitacién a 185xg. El cultivo en 1.5 ml fue
centrifugado a 12000 xg por 5 minutos, se decanto el sobrenadante para sacar la
pastilla y esta fue resuspendida en 100 ul de solucion de lisis fria (25 mM de Tris-
HCI pH 8.0, 10 mM de EDTA, 50 mM de glucesa) e incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente, a esto se le adicionaron 200 pl de una solucién recién
elaborada con 0.2M de NaOH y 1% de SDS (dodecil sulfato de sodio), se mezclé e
incubd en hielo por 5 minutos, transcurrido el tiempo de incubacién se adicionaron
150 pl de acetato de potasio 3M pH 5, continuandose la incubacion per 5 minutos
mas. Posteriormente se centrifugb a 12000 x g por 5 minutos. El sobrenadante fue
tfransferido a un tubo limpio, a este se adicion6 RNAsa a una concentracién final
de 20 p/mi. EI ADN contenido en el sobrenadante se precipitd con etanol a

temperatura ambiente, enseguida se lavé con etanol frio al 70% tres veces y

finalmente fue disuelto en TE.
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6.9 Digestién del plasmido pBK-CMV

La digestion de los plasmidos recuperados, se someti6 a una digestion total
con S U de la enzima EcoRI por una hora a 37°C, para determinar {a presencia y
tamano del inserto clonado de Brucella melitensis, los fragmentos obtenidos de la
digestién fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 1% con
amortiguador TBE, Una vez identificados los insertos se cortaron det gel y se
sometieron a electroforesis en un gel nuevo, se verificé que los insertos corrieran
libremente y enseguida se hizo una incisiéon en el gel frente a cada uno de los
fragmentos. En esta ranura se colocd una membrana de didlisis para recuperar el
ADN con una pipeta de 20 ul y se almacend en un microtubo de 1.5 ml a —20°C.
Posteriormente se precipitd el ADN de los insertos clonados con un décimo de
volumen de acetato de sodio 5M y 2 volimenes de etanol absoluto frio, se mezcl6
invirtiendo el tubo, se incubo a —70°C por 15 minutos, se centrifugé el tubo a
15000 xg por 10 minutos, se eliminé el sobrenadante, la pastilla se dejo secar y
finalmente se disolvié el ADN en solucion TE, y se almaceno a —20°C, hasta

realizar el marcaje de la sonda.

6.10 Marcaje de la sonda de ADN de Brucella melitensis
El ADN cortado del plasmido pBK-CMV se utilizd como sonda a una
concentracion de 250 ng/ul contenido en 20 ul de TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA

1mM pH 8.0). Este fue desnaturalizado por calentamiento a 100°C por 10 minutos,
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transcumdo el tempo se colocé en hielo, adicionando 5 pl de dNTP (Mezcla 10x
dNTP,1 mM biotin~-14-dCTP,1 mM dCTP, 2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP
en 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM Na>EDTA) 20 ul de iniciadores al azar 2.5X (125
mM Tris-HCI pH 6.8, 126 mM MgCly, 25 mM 2-mercaptoetanol y 750 pl/ml
oligodeoximbonucleétido), 3 ul de agua destilada y finalmente 2 pl del fragmento
Klenow de la polimerasa | (40 unidades/ml de fragmento Klenow en 100 mM de
solucién de fosfato de potasio pH 7.0, 10 mM 2-mercaptoethanol, 50% de glicerol.
La reacciéon fue incubada a 37°C por 4 h y se detuvo con 5 pl de solucidn
NazEDTA 80.2 mM, pH 7.5 (sistema Bioprime).

El ADN marcado fue adicionado a 10 mi de solucién de hibridacion (10x
SSC NaCl 1.5 M, Citrato de sodio 150 mM, SDS 0.5%, 20 ul de ADN de esperma

de Salmén (10 mg/ml) y 50% de formamida) y almacenado a —20°C hasta su uso.

5.11 Hibridacién tipo Southemn biot

Los fragmentos del ADN gendmico, fueron separados por electroforesis en
geles de agarosa al 0.7% realizando sl corrimiento a 70 V por 2 h (geles de 12 cm)
en amortiguador TBE (Tris S0 mM, acido bérico 90 mM y EDTA 2 mM) (Sambrook,
et. al, 1989). El gel se sumergié en 20 volimenes de HCI 0.25 N por 10 minutos,
posteriommente fue enjuagado con agua desionizada para ser sumergido en 20
volumenes de solucién de desnaturalizaciéon (1.5 M de NaCl, 0.5 M de NaOR) por

20 minutos a temperatura ambiente, enseguida se sumergié en 20 volimenes de
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solucion neutralizante (1 M de Tris pH 7.5, NaCl 1.5 M) por 20 min. El ADN del gel
fue transferido a una membrana de nylon cargada positivamente (Gibco BRL) por
capilaridad usando 500 ml de solucién SSC 10x y toallas de papel, durante 12 h.
Una vez completa la transferencia la membrana fue lavada con solucion SSC 2X,
para posteriormente fijar el ADN de la membrana con una fuente de luz ultravioleta
Croosslinker (Stratalinker 1800/Statagene) a 254 nm con 120,000 microjoules. Las
membranas fueron prehibridadas colocdndose en una bolsa de hibridacién durante
8 h en bafio maria a 42°C, con agitacion (1xg) con solucién de prehibridacién
(SSPE 6X NaCl 3 M, NaH,PO4 H20 0.2 M, Na,EDTA 0.02 M; pH 7.4, reactivo de
Denhardt's Ficoll 0.1%, polivinilpirrolidona 0.1%, albumina sérica bovina 0.1%,
SDS 0.5%, esperma de salmén 100 pg/ml, formamida 50%).

La hibridacion de la membrana se efectué removiendo la solucion de
prehibridacién de la bolsa de hibridacién y colocando 100ulicm® solucién de
hibridacién 1X (Formamida 100%, SSPE 6X, solucioén de Denhardt's 5X, SDS
1%). Esta solucién contenia el ADN de Brucella melitensis marcado (sonda génica
a una concentracion final de 50 ng/ml). La sonda fue desnaturalizada por ebullicién
durante 10 minutos, inmediatamente s€ enfrié en agua con hielo antes de ser
colocada en ia bolsa de hibridacion y posteriormente fue incubada en bafio Maria

con agitacién (1xg) a 42°C durante 16 h.
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6.12 Astringencia y deteccién de la seflal de hibridacién

Las membranas una vez hibridadas fueron lavadas dos veces por 5 minutos
con 5X SSC y 0.5% de SDS a 65°C, posteriormente se lavaron por 30 minutos en
0.1X SSC y 1% de SDS a 50°C, enseguida se lavaron con 2X SSC a temperatura
ambiente, Las membranas fueron enjuagadas con TBS-T20 pH 7.5 (Tris-HC! 100
mM, NaCt 150 mM, Tween20 0.5%) y bloqueadas con albumina sérica bovina al
3% en TBS-T20. pH 7.5 durante 1 h a 65°C con agitacién. Transcurrido el bloqueo,
se incubé por 10 minutos a temperatura ambiente con el reactivo de deteccion SA-
AP (conjugado de Streptoabidina-fosfatasa-alcalina) (Photogene) diluido (1:1000)
en TBS-T20. Después las membranas se lavaron en dos ocasiones en TBS-T20
pH 7.5, por 10 minutos la primera ocasién y por 1 h la segunda, por ulimo se
realizé un lavado con solucién de lavado final (100 mM Tris base, 100 mM NacCl,
50 mM MgCl; 6H,0 pH 7.5) durante 1 h. Se adiciond el reactivo de deteccion
sobre la membrand dentro de un folder de revelado, incubandolas a 37°C por 1h
en completa oscuridad. Una vez transcurrido este tiempo se permitié la exposicién
frente a una pelicula radiografica por 15 minutos y se fueron ajustando los tiempos
de exposicion segln la intensidad de la senal en cada una de las peliculas
radiograficas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se extrajo la placa
radiografica y se procedié a su revelado colocando la placa primero en la solucién
de revelado (Kodak) durante 5 minutos, después la placa fue sumergida en un
tanque con acido acético al 3% durante 1 minuto, enseguida la placa fue colocada
en un tercer tanque conteniendo solucién fijladora (Kodak) durante 5 minutos,

terminado el proceso de revelado se procedié a eliminar los restos de solucién
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lavando con agua corriente durante 15 minutos.

6.13 Animales de experimentacién

Se utilizaron 45 cabras, previamente evaluadas por serologia con la prueba
de rosa de Bengala-al 3% e intradermorreaccion contra Brucella. Se trabajo con
tres grupos de 15 animales cada uno, el grupo identificado como | negativo
serologicamente a Brucella, al inicio del trabajo fue vacunado con la cepa vacunal
Rev1 de B. melitensis (1 X10° UFC) por via subcutanea y alojados en las - unidades
de aislamiento del CENID-Microbiologia, a los 120 dias de realizada la vacunaciqn
se llevé a cabo el desafio con la cepa referencia 16M biotipo 1 de B. melitensis (4
X10° UFC) por via conjuntival. El grupo II también negativo a las pruebas
serolégicas iniciales fue aislado en las unidades de aislamiento del CENID-
Microbiologia y a los 120 dias de alcjamiento fue desafiado con la cepa de
referencia 16M biotipo 1 de B. melitensis (4 X10° UFC) por via conjuntival. El
grupo lil; positivo a las pruebas serolégicas aplicadas al inicio del trabajo fue
sacrificado, inmediatamente. Los animales del grupo | y 1l fueron sacrificados a los

60 dias posteriores al desaflo de manera humanitaria (UFAW, 1967)

25



Tabla 1. Grupos de animales y tratamientos

GRUPOS TRATAMIENTO TRATAMIENTO
PREVIO AL DESAFIO | POSTERIOR A LOS 120
DIAS DE LA
VACUNACION

I Vacunacion con Rev 1 | Desafio con cepa 16 M de
(1 X10° UFC), por ia B. melitensis (4 X10°

subcutanea UFC), via conjuntival
l NINGUNO Desafio experimental con
cepa 16 M de B.
melitensis (4 X10° UFC),
via conjuntival
Hi Este grupo fue sacrsificado

5.14 Coleccién de muestras

Se colectaron en bolsas de plastico estériles y en forma aséptica los
nédulos linfaticos preescapulares, submaxilares y supramamarios, asi como el
utero, bazo y glandula mamaria; las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta

su estudio bacteriolégico y molecular.

6.16 Estudio Bacteriolégico

Las muestras de nodutos linfaticos y tejidos, fueron fraccionadas, ftameadas
con alcohol etilico y colocadas en bolsas de plastico estériles, a las que se les
adicionaron 20 mi de solucion salina fisiolégica estéril para facilitar la maceracion

en un triturador de tejidos (Stomacher 400). De las suspensiones finales se



embebié un hisopo estéril y se sembré en placas de medio sélido selectivo de
Farrell con antimicrobianos y suero (Blasco 1990; Farrell, 1974), las placas fueron
incubadas a 37°C con 5-10% de CO; (Alton ef. al., 1988). El sobrante de tejido
macerado se conservo en las bolsas selladas a —20 °C.

Las placas fueron revisadas durante tres semanas antes de ser
descartadas como negativas, las colonias convexas y de un color blanco azuloso

fueron consideradas sospechosas.

6.16 ldentificacién del género Brucella
Se realizaron frotis de los cultivos sospechosos tiiéndose por el método de
Gram, se observd la morfologia cocobacilar o bacilos cortos Gram negativos,
posteriormente sa realizo la resiembra en placas de agar Brucella en estria para
verificar la pureza y posteriormente poder practicar las siguientes pruebas
bioquimicas (Alton,1988).
¢ Actividad de Ureasa. Los medios con urea fueron preparados en tubos
inclinados, inoculados e incubados a 37°C y fueron examinados después de 15
minutos. Las cepas B. melitensis dieron reacciones positivas en 1 h.
¢ Utilizacién del citrato. Se preparé una suspension de la bacteria en agua
estéril, inoculando el medio de citrato con una asa recta e incubandose a 37°C,
y fue examinada diariamente por 7 dias para confirmar crecimiento y cambio

de color del medio.
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¢ Actividad de la oxidasa. Se colocaron de 2 a 3 gotas de una solucién de
dihidrocloruro de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% en papel filtro, sin dejar que
el reactivo se secara. Se separ6 el microorganismo de prueba con una vanila
de vidrio del medio para extenderse en el papel impregnado. Una reaccion
positiva se observS por el desarrollo dentro de 10 segundos de un color
purpura 0scuro.

¢ Produccién de acido sulfhidrico (H2S). Los cultivos se inocutaron en medio
inclinado de agar soya tripticasa y colocandose una tira de papel impregnada
con una solucion de acetato de plomo al 10%, en la boca del tubo, cuidando de
no entrar en contacto con el medio e incubandose a 37°C durante tres dias. El
oscurecimiento del papel indicd producciéon de H2S. Un ligero ennegrecimiento

de la tira durante los primeros dias no fue considerado positivo.

5.17 Crecimienfo en presencia de colorantes

Se us6 agar tripticasa soya que contenia colorantes fucsina basica al 0.1%
y teniendo una concentracién final entre 10 pg/mi de medio (la concentracion
exacta requerida para obtener resultados satisfactorios fue determinada para cada
lote del medio usando cepas de referencia de Brucella).

Las placas fueron divididas en cuatro cuadrantes y una gota de cultivo fue
aplicada en cada cuadrante y estriada cinco veces. Las placas fueron incubadas a

37°C durante cuaftro dias. Solo el crecimiento en tres o mas estrias fue



considerado resistencia al colorante (Payeur el. al.,, 1993).

5.18 Sarotipificacién de Brucella

Las bacterias fueron aglutinadas por antisueros monoespecificos de B.
abortus y B. melitensis. En un portaobjetos se coloco una gota de Ia dilucién del
suero a cada una de ellas se adicioné una gota de 1a suspension bacteriana
mezcldndose con el asa bacteriolégica. Se observéd si habia aglutinaciéon en un
lapso de un minuto utllizando testigos de B. melitensis biotipo 1. Para lograr
diferenciar entre los distintos biotipos se ocuparon los anti-sueros A, My R (donde
A es un suero monoespecifico contra B. abortus, M es un suero monoespecifico

contra B. melitensis, R es un suero anti-brucelas rugosas).

6.19 Resistencia a colorantes y antibiéticos

En general las colonias de la cepa Rev1 de B. melitensis alcanzan un
diametro maximo de 1-2 mm a los cuatro dias de culfivo a 37°C, es decir son mas
pequefias que las de otras cepas de B. meliensis cultivadas en las mismas
condiciones. La tionina al 1:50 000 y la fucsina basica al 1:50 000 inhiben el
desarrolio de la cepa Rev1 en atmaésfera ordinaria. La presencia de colorantes en
el medio tiende a inhibir la proliferacién de la cepa B. melitensis cepa Revt mas
que la de las demas cepas de B. melitensis, pero esta dferencia resulta menos

aparente si las placas se incuban en una atmoésfera enriquecida con un 10% de
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biéxido de carbono (Alton et al., 1988; Payeur et.al., 1993).

La cepa Revi de B. melitensis no crece si se le afade al agar S5 Ul de
penicilina por ml, sin embargo esta concentracién no inhibe desarrollo de otras
cepas de B. melitensis; similarmente, la Rev1 prolifera en agar con 2.5 pg/ml de
estreptomicina, pero esta concentracion inhibe otras cepas de B. melitensss (Alton

ef. al, 1988; Payeur et.al,, 1993).

6.20 Fagotipificacién de cepas

Para el género Brucella se han descrito varios bacteridéfagos (fagos) activos
los cuales no lisan a oltros géneros de bacterias por lo que son de valor
taxonodmico para la identificaciébn del género y especie. Pero ademéas el uso
simultaneo de fagos como Tb, Wb, 12 y R/C, sirven para diferenciar cepas de B.
melftensis de campo de las cepas vacunales (Alton el. al, 1988; Morris el. al,
1973). Por lo que se realizaron las pruebas empleando dos concentraciones: la
dilucién habitual de la prueba (DHP) y una mas concentrada (10000 x DHP). Se
utilizo el agar soya tripticasa para esta prueba. Se ocupo la cepa de referencia B.

abortus cepa 19, como cepa huésped para el cultivo de fagos (Alton et. al., 1988).
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6.21 Cepas de aislamiento de campo donadas por el Instituto Nacional de
Referencia Epidemiol6gica (INDRE)

Las cepas B. melitensis biotipo 1, aisladas (Feto de Puebla y Feto de Querétaro) y
las cepas donadas por el INDRE (234, 244, 551, 553, 562, 565, 647, 658, 659, 660
y 696), fueron conservadas y manejadas de igual forma que las cepas con las que
se realizé el estudio preliminar, de igual manera estas cepas fueron sometidas
tanto al estudio bacterioldégico como a la identificacién bioquimica con la finalidad

de comprobar el biotipo de dichas cepas.
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6. RESULTADOS

6.1 Extraccion de ADN

El ADN fue extraido a partir de las cepas originales (Revi PRONABIVE,
Rev1l INRA y 16M); posteriormente se trabajaron las cepas aisladas (Feto de
Puebla, feto de Querétaro y 133) y las cepas donadas por el INDRE (234, 244,
551, 553, 562, 565, 647, 658, 659, 660 y 696).

El ADN de todas las cepas extraido por el método de fenol/cloroformo fue
evaluado en gel de agarosa al 0.7%, observando una sola banda superior a los
23.13 Kb comparado con el marcador A Hindlll verificando su integridad como

ADN total (Figura 1) libre de proteinas.

Control Negativo
Feto de Querétaro
Feto de Puebla
Revl PRONABIVE
Rev1 INRA

3
IS
T
<

69
647
565
647

Kb

23.130
9.516
6.557

FIGURA 1. Gel de agarosa al 0.7% en el que se muestra el ADN
total de algunas de las cepas de B. melitensis.

En el primer carril se observa el marcador de peso molecular, en el
segundo carril control negativo agua, del tercer carril al sexto cepas de
campo y en los carriles séptimo y octavo se encuentran 1as cepas

[99)
(3]



6.2 Sondas de B. melitensis

Quince clonas conteniendo un fragmento de ADN recombinante de Brucella
melitensis fueron seleccionadas a partir de la biblioteca genémica construida en
lambda ZAP Il a partir de la cepa de aislamiento de campo 133. Se realiz6 la
escision in vivo para obtener el plasmido pBK-CMV, posteriormente el fragmento
recombinante fue liberado con la enzima de restriccion ECoRI y evaluado en gel de
agarosa al 1%. Se obtuvieron cuatro sondas de ADN de 3.75, 2.10, 4.42 y 4.38 kb
a partir de dos clones que contenian dos fragmentos cada uno después de la
digestion con EcoRIl. Estos fragmentos fueron purificados y marcados por
separado con biotina para utilizarlos como sondas (Figuras 2 y 3).

Los fragmentos marcados fueron probados directamente en Dot blot para
comprobar que se encontraban biotinilados y tenian la capacidad de reconocer a
ADN de Brucella. Las cuatro sondas a partir de las clonas fueron capaces de

identificar ADN de Brucella.
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FIGURA 2 Analisis de restriccion del plasmido Pbk-CMV 21 digerido
con la enzima EcoR |

Segmentos del plasmido Pbk-CMV 21 de 4.36 Kb (21.1) y 2.32 Kb (21.2)
que se utilizaron como sondas
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FIGURA 3. Analisis de restriccion del plasmido Pbk-CMV 22 digerido con la
enzima EcoR |

Segmentos del plasmido Pbk-CMV de 4.42 Kb (22.1) y 4.38 Kb (22.2) que se
utilizaron como sondas




6.3 Bacteriologia

Se realizo la siembra de las muestras, marcandose las colonias circulares y

convexas, estas se evaluaron por tincion de Gram, resultando ser bacterias

cocobacilares, Gram negativas. Posterior a su aislamiento el cultivo puro fue

sometido a las técnicas de identificacion y tipificacién antes descritas. Se logro

aislar Brucella melitensis de por menos uno de los 6rganos de cada animal de

experimentacion de los grupos Il y llI, sin embargo en el grupo | no fue posible

recuperar a la bacteria, los resultados se resumen en la tabla 1. Del grupo Il se

aisl6 la cepa identificada como B. melitensis biotipo 1, 133 con la que se trabajé

desde el inicio de este trabajo ya que este grupo una vez que fue reconocido como

positivo a las pruebas de intradermo reaccién fue sacrificado. En tanto que el

grupo Il se logré el aislamiento de la cepa de desafio B. melitensis 16M biotipo 1.

Tabla 2. Numero de aislamientos de los distintos 6rganos por grupo.

GRUPOS PRESCAPULAR | SUBMAXILAR | SUPRAMAMARIO [UTERO BAZO GLANDULA
MAMARIA
| 0 0 0 0 0 0
Negativo a Brucella
sp., vacunado y
desfiado
Il 3 12 3 0 6 3
Negativo a Brucella
sp., y desfiado
i 13 15 13 8 13 10
Positivo a Brucella
Sp.
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6.4 Andlisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion

Se utilizo la sonda 21.1 para hibridar el ADN de las cepas 133 y Rev1 INRA
digeridas con Sau3Al y EcoRl por 45 minutos. La sonda 21.1 hibridé con
fragmentos de 23.13 kb, 10 kb, 4.30 kb y 2.28 kb de ADN de la cepa 133 digerida
con EcoRl; en contraste, la sonda 21.1 sélo hibridé a una banda de ADN de 23.13
kb de la cepa Rev1 INRA digerida con EcoRlI. Por otra parte, la sonda 21.1 hibrid6
el ADN de la 133 digerida con Sau3Al, presento un fragmento de 0.56 kb, mientras -
que la cepa Rev1 INRA digerida con Sau3Al hibridé a dos fragmentos: uno de

23.13 kb y de 0.56 kb (Figura 4).
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Figura 4 RFLP del ADN de las cepas de Brucella, digerido con las enzimas Sau3A1y
EcoRl hibridado con la sonda 21.1.

En esta figura se logra observar las diferencias que existen entre la cepa vacunal de campo 133y la
cepa vacunal Rev1 INRA de B. melitensis al ser digeridas con la enzima Sau3Al (carril 1 y2), en tanto
que en los carriles 3 y 4 se observan las diferencias de la cepa de campo 133 con respecto a la cepa
vacunal Rev1 INRA B. melitensis, al ser digeridas con la enzima EcoRl .
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Se utilizé la sonda 22 en un experimento preliminar, consistente de los
fragmentos 22.1 y 22.2, para hibridar el ADN de las cepas 133 y Rev1 INRA
digeridas con Sau3Al y EcoRI por 45 minutos. La sonda 22 hibrid6é el ADN de la
cepa de campo 133 digerida con EcoRlI con los fragmentos 23.13 kb, 9.41 kb, 2.72
y 2.66 kb, mientras que la cepa Rev1 INRA digerida con EcoRl la sonda 22
hibridé con una banda de 2.66 kb. La sonda 22 hibrid6 con una banda de 23.13 kb
del ADN sin digerir de ambas cepas y la misma sonda hibridé el ADN con las
cepas 133 y Rev1 INRA digeridas con la enzima Sau3Al con un fragmento de 0.50

kb (Figura 5).
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Figura 5 Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN de las
cepas de Brucella melitensis, 133 y Rev1 INRA digerido con las enzimas, Sau3Al y
EcoRl e hibridado con la sonda 22 (combinando los fragmentos 22.1 y 22.2).

Se observan en los carriles 1 y 2 un fragmento para el ADN digerido con la enzima Sau3Al,
mientras que en los carriles 3 y 4 se observan las diferencias entre la cepa de campo 133 y la
cepa vacunal Revi INRA al ser digeridas con EcoRl. Al colocar el ADN sin digerir (carriles 5y
6) hibridan a una sola banda de 23.13 Kb.

40



Se realizé la hibridacion de las sondas 21.1, 21.2, 22.1 y 22.2 por separado
al ADN de todas las cepas después de digerir con EcoRlI por 12 horas a 37°C.
La sonda 21.1 permite la diferenciacion la cepa vacunal Revl PRONABIVE de las
cepas de campo, excepto la cepa551 y la obtenida a partir del feto de Puebla, que

presentan en mismo patron que dicha cepa vacunal (Tabla 3, Figura 6).

Tabla 3. ANALISIS DE HIBRIDACION CON LA SONDA 21.1

CEPAS
DIGE?EOARSI CON Kilo bases
Rev1 27,14
PRONABIVE
Rev1 INRA 14
16M 14
133 14
244 14
551 27,14
553 14
562 14
658 1.4
Feto de Puebla 27,14
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Figura 6 Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN
de diferentes cepas de Brucella melitensis, tanto de aislamiento de campo como
de cepas vacunales digerido con la enzima, EcoRlI e hibridado con la sonda 21.1.

Se observan las diferencias de la cepa vacunal Revi PRONABIVE (carril 2) con respecto a las
cepas de campo y la cepa vacunal Revl INRA, a excepcion de las cepas 551 (carril 5) y la
obtenida a partir del feto de Puebla (carril 9); las cuales presentan un patrén similar entre elias, al
de la cepa vacunal Revi PRONABIVE.




La sonda 21.2 no permite la diferenciacion de cepas vacunales de la mayoria de

las cepas de campo, sin embargo dos cepas de campo: la 696 y la obtenida a

partir del feto de Querétaro, si mostraron un perfil diferente (Tabla 4, Figura 7).

Tabla 4. ANALISIS DE HIBRIDACION CON LA SONDA 21.2

CEPAS
DIGERIDAS CON Kilo bases
EcoRl
Rev1 1.87
PRONABIVE
Rev1 INRA 1.87
16M 1.87
133 1.87
565 No hibrid6
647 1.87
658 1.87
659 1.87
660 1.87
696 A 2.32,1.87
Feto de Querétaro 5.5,

3.47,2.32,1.87
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Figura 7 Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN
de diferentes cepas de Brucella melitensis, tanto de aislamiento de campo como
cepas vacunales digerido con la enzima, EcoRl e hibridado con la sonda 21.2.

Se observa como todas las cepas hibridan con un fragmento de 1.87 Kb en tanto que las cepas
de aislamiento de campo 696 (carril 9) presenta un fragmento extra de 2.32 Kb. La cepa de
aislamiento de campo nombrada feto de Querétaro (carril 10) presenta un total de cuatro
fragmentos.
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La sonda 22.1 solo permite la diferenciacion de las cepas vacunales de seis de las
cepas de aislamiento de campo: 234, 551, 553, 658, 696, feto de Querétaro; el

resto mostraron el mismo perfil que las vacunales (Tabla 5; Figuras 8 y 8a).

Tabla 6. ANALISIS DE HIBRIDACION CON LA SONDA 22.1

CEPAS
DIGERIDAS CON Kilo bases
EcoRl
Rev1 2
PRONABIVE
Rev1 INRA 2
16M 2
133 2
234 2,37
244 2
551 2, 240,37
553 2,370
562 No hibrid6
565 2
647 2.1
658 2,37
659 2.1
660 2.1
696 21,378
Feto de Puebla 2
Feto de Querétaro| 2.1,3.78, 4.38,
463, 5.91
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Figura 8 Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) del
ADN de diferentes cepas de Brucella melitensis, tanto de aislamiento de
campo como cepas vacunales digerido con la enzima EcoRl e hibridado
con la sonda 22.1.

Se observa como todas las cepas hibridan con un fragmento de 2.0 Kb; sin embargo la
cepa 551 (carril 6) presenta un patron totalmente diferente al resto de las cepas ya que
tiene un total de tres fragmentos. También se pueden observar las cepas 658 y 234
(carriles 3 y 5) que presentan un patron con dos fragmentos los cuales las hacen distintas
de las demas cepas probadas.
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Figura 8a Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) del
ADN de diferentes cepas de Brucella melitensis, tanto de aislamiento de
campo como cepas vacunales digerido con la enzima, EcoRl e hibridado con
la sonda 22.1.

Se observa como todas las cepas hibridan con un fragmento de 2.10 Kb; sin embargo en el
caso de la cepa de aislamiento de campo Feto de Querétaro (carril 1) hibrida un total de
cinco fragmentos, patron que la diferencia de las demas.
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La sonda 22.2 se comporto de manera similar a la sonda 22.1, en este
experimento se lograron diferenciar de las cepas vacunales las cepas de
aislamiento de campo nombradas como: 551, 565, 658, 696, feto de Puebla y feto
de Querétaro (Tabla 6; Figura 9 y 9a)

Tabla 6. ANALISIS DE HIBRIDACION CON LA SONDA 22.2

CEPAS
DIGERIDAS CON Kilo bases
EcoRlI
Rev1 2
PRONABIVE
Rev 1 INRA 2
16M 2
133 2
234 2
244 2
551 2,240,370
553 2
562 No hibridé
565 2,24
647 2.1
658 2,24
659 2
660 2
696 2.1,3.78
Feto de Puebla 2,24 37
Feto de Querétaro| 2.1, 3.78, 4.63,
438, 5.91
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Figura 9 Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN de
diferentes cepas de Brucella melitensis, tanto de aislamiento de campo como
cepas vacunales digerido con la enzima, EcoRl e hibridado con la sonda 22.2.

Se observa como todas las cepas hibridan con un fragmento de 2.10 Kb; aunque durante este
experimento la cepa 565 (carril 5) no presenta hibridacion. Sin embargo la cepa de aislamiento de
campo Feto de Querétaro (carril 1) hibrida un total de cinco fragmentos, patrén que la diferencia
de las demas cepas, la cepa 696 (carril 2) hibrida con dos fragmentos lo cual la hace distinta
también a todas las cepas probadas en este experimento
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Figura 9a Polimorfismo de longitud en fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN
de diferentes cepas de Brucella melitensis, tanto de aislamiento de campo como
cepas vacunales digerido con la enzima, EcoRl e hibridado con la sonda 22.2.

Se observa como todas las cepas hibridan con un fragmento de 2.10 Kb; aunque durante este
experimento la cepa 565 (carril 5) no presenta hibridacion. Sin embargo la cepa de aislamiento de
campo Feto de Querétaro (carril 1) hibrida un total de cinco fragmentos, patron que la diferencia
de las demas cepas, la cepa 696 (carril 2) hibrida con dos fragmentos lo cual la hace distinta
tambien a todas las cepas probadas en este experimento
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7. DISCUSION Y CONCLUSIONES

7.1 Extraccién de ADN

El método més usado para la extraccién de ADN de suspensiones celulares
y muestras con Brucella spp ha sido el fenol-cloroformo (Baily et. al, 1992;
Bricker and Halling,1994; Fekete et. el, 1992; Leal ef. al., 1995.) por lo que para
este trabajo fue el método que se utilizd, obteriendo buenos resultados. Fue
necesario implementar la utilizacién de botellas Roux y agar Brucella para obtener
mayor cantidad y calidad de ADN. La integridad del ADN de las cepas fue
evaluada en geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio observados bajo luz
ultravioleta, para asegurar que los fragmentos reconocidos por las sondas fueran

producto de las digestiones y no del deterioro del ADN.

7.2 Bacterologia

La vacunacioén realizada por via subcutanea con la vacuna Rev1 de Brucella
melitensis produce una fuerte y persistente respuesta serolégica con la
multiplicacion del microorganismo (Zundel, et. al. 1992; Mandsen, 1993). Sin
embargo, en este trabajo no se aislé la cepa vacunal. Mientras que la cepa de
desafio fue aislada de varios érganos, no obstante que el desafio de los animales
se realiz6 en el momento en que existe mayor respuesta inmunoldgica. En
ninguno de los animales estudiados se obtuvo un 100% de aislamientos para cada

uno de los tejidos, los nédulos submaxilares fueron los que presentaron mayor
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frecuencia de aislamientos de Brucella sp. debido a que estos nédulos son los
mas cercanos al sitio de inoculacion (via conjuntival). Para lograr un mayor
numero de aislamientos se puede considerar la utilizacién de dos medios de
cultivo distintos al mismo tiempo, tal y como lo sugiere Marin-CM, et al. (1996) en
un estudio similar logra aumentar significativamente el namero de aislamientos.
También se han implementado sistemas automatizados en hemocultivo aunque
esto se ha hecho con humanos podria intentarse en animales por ejemplo siendo
estos metodos mas eficientes que el método clasico de Castaneda ya que se logra
recuperar al microorganismo incluso durante la primera semana de incubacién aun

en casos sin sospecha clinica (Ariza, 2005).

7.3 Analisis de restriccién e hibridacién

El analisis de restriccion ha sido utilizado para la diferenciacion de cepas de
Brucella sp., con enzimas como EcoRIl y Hindlll sin embargo con este tipo de
estudio no se ha podido concluir la existencia de diferencias contundentes en el
ADN de Brucella, por esto es que en el estudio realizado por Shrikrishna et. al.
(2001), sugieren la utilizacion de sondas genéticas para poder evidenciar las
diferencias observadas por ellos, con las enzimas antes mencionadas.

La utilizacion de técnicas moleculares basadas en la deteccién de acidos
nucleicos por medio de sondas, ha permitido una mejor identificacion y

clasificacion taxonomica de diferentes géneros asi como establecer con mayor
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certidumbre relaciones filogenéticas entre los géneros y especies de bacterias
(Collins et. al.,1989; Greissen et. al.,1994).

Las sondas de ADN se han utilizado para el analisis del polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion permitiendo distinguir entre especies
dentro del género Brucella, asi como para reconocer relaciones filogenéticas
(Grimont, 1992; Gandara, 2001).

Las seis especies pnincipales reconocidas en Brucella sp, estudiadas por
hibridacion ADN-ADN revelan una muy limitada diversidad genética dentro del
género, lo que hace dificil su diferenciacion (Gandara, et. al. 2001). Sin embargo
sondas de genes especificos han sido usadas para identificar los subtipos de
algunas especies de Brucella ya que el uso de sondas de oligonucieétidos
especificos de especie son una alternativa para identificar las diferencias que
pueden ser incluso parte de una adaptacién de dichas bacterias al medio ya que
como lo describe Moreno (1998) las bacterias del grupo a aunque no poseen
plasmidos presentan plasticidad fenotipica, logrando adaptarse a ambientes
diversos, dichas adaptaciones deben encontrarse en su ADN.

Las sondas utilizadas en este estudio se obtuvieron a partir de una
biblioteca genémica por seleccion al azar. No se utilizaron sueros hiperinmunes
para el tamizado de la biblioteca genémica ya que este procedimiento habria
permitido la seleccién de clonas recombinantes con secuencias que codifican para
antigenos inmunodominantes que podrian estar presentes tanto en cepas
vacunales como de campo.

En los experimentos preliminares se encontraron diferencias entre las
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cepas Rev1 INRA y la 133 digendas con la enzima EcoRI al hibridarlas con la
sonda 21.1. La sonda hibndé con los fragmentos de 23.13 kb, 10 kb, 7 kb y 2.32
kb de la cepa 133; mientras que en la cepa Rev1 INRA solo hibrid6 con un
fragmento de 23.13 kb. Por otra parte, esta misma sonda al hibridar con ambas
cepas digeridas con Sau3Al mostré un fragmento de 0.56 kb en el caso de la cepa
133, y dos fragmentos de 23.13 kb y 0.56 kb en el caso de la cepa Rev1 INRA
(Figura 4).

La sonda 22, que incluye las sondas 22.1 y 22.2, hibnd6 a los fragmentos
23.13 kb, 6.55 kb y 2.66 kb de ADN de la cepa 133 digerida con EcoRI, mientras
que solo hibridé con un fragmento de 2.66 kb de la cepa Revl INRA. No se
observo hibridacion cuando las cepas 133 y Rev1 INRA fueron digeridas con la
enzima Sau3Al. La sonda 22 hibridé con un fragmento de 27.66 kb de ADN sin
digernir de ambas cepas. Es importante destacar que las digestiones observadas
fueron uniformes en ambas cepas con las dos enzimas utilizadas (Figura 5).

Se observaron diferencias en los perfiles de hibridaciéon cuando se utilizo la
sonda 21.1 para hibridar a ADN de las cepas de campo y vacunales digeridas con
EcoRlI por 12 hrs. La sonda hibrid6 a los fragmentos de 2.7 y 1.4 kb de las cepas
551 y feto de Puebla y cepa vacunal Rev1 PRONABIVE; sin embargo solo hibridé
a un fragmento de 1.4 kb de las demas cepas de campo y la Rev1 INRA. Esto
permite la diferenciacién de cepas vacunales de las de campo excepto con la 551
y la del feto de Puebla. La cepa 133 no mostré los cuatro fragmentos observados
en digestiones de 45 minutos posiblemente debido a la digestion total en 12 hrs

(Tabla 3, Figura 6).
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Se observaron diferencias en los perfiles de hibridaciéon cuando se utilizo la
sonda 21.2 para hibridar a ADN de las cepas de campo y vacunales digeridas con
EcoRl por 12 hrs. La sonda hibrid6 con todas las cepas con un fragmento de 1.87
kb, aparentemente, este fragmento muestra la conservaciéon de sus sitios de
restriccion EcoR1 en todas las cepas. Dos cepas mostraron perfiles de hibridacion
diferentes, la 696 muestra fos fragmentos de 1.87 y 2.32 kb y la cepa “feto de
Querétaro” los fragmentos de 1.87, 2.32, 3.47 y 5.5 kb. Estos perfiles no permiten
la diferenciacion de las cepas vacunales de las cepas de campo (Tabla 4, Figura
7).

Se encontraron diferencias en los perfiles de hibridacion utilizando |la sonda
22 .1 para hibridar ADN de las cepas de campo y vacunales digeridas con EcoRI
por 12 hrs. La sonda hibridé con un fragmento de 2 6 2.1 Kb presente en todas las
cepas pero unico en las cepas de campo 133, 647, 659, 660, 16M, “feto de
Puebla®, 565, 244, y las cepas vacunales. Sin embargo, en el caso de la cepa “feto
de Querétaro”, hibrid6é con cinco fragmentos de 2.1, 3.78, 4.38, 463 y 5.91 kb; en
las cepas 658 y 234, con dos fragmentos de 2 kb, y 3.7 kb; en la cepa 696 con dos
fragmentos de 2.1 kb y 3.78 kb; la cepa 551 hibrido con tres fragmentos 2, 2.4 y
3.7 kb (Tabla 5, Figura 8 y 8a).

Se observaron diferencias en los perfiles de hibridacion utilizando la sonda
22 .2 para hibridar ADN de las cepas de campo y vacunales digeridas EcoRI por 12
hrs. La sonda hibrid6 con un fragmento de 2 kb presente en todas las cepas; pero
unico en las vacunales y de campo 133, 647, 659, 660, 234, 244 y 553; la cepa

“feto de Querétaro” con cinco fragmentos de 5.91 kb, 4.63 kb, 4.38 kb, 3.78 kb y
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2.1 kb; la cepa “feto de Puebla” con tres fragmentos de 2 kb, 2.40 kb y 3.70 kb; las
cepas 565 y 658 con dos fragmentos 2 kb y 2.4 kb; la cepa 696 con dos
fragmentos 2.1 kb y 3.78 kb; la cepa 551 con tres fragmentos 2 kb, 2.4 kb y 3.7 kb

(Tabla 6, Figura 9y 9a).

La sonda 21.1 fue la Gnica capaz de diferenciar la cepa vacunal Rev1
PRONABIVE de las cepas de aislamiento de campo; sin embargo, no fue posible
diferenciar las cepas 551 y “feto de Puebla®, de la cepa Revi PRONABIVE. Es
importante sefalar que esta misma sonda mostré diferencias entre las dos cepas
vacunales utilizadas en este estudio; ya que la Revl PRONABIVE mostré dos
fragmentos mientras que la cepa vacunal Rev1 INRA mostré uno solo, cuestion
que sugiere un cambio en la cepa vacunal de PRONAB|VE. Por otra parte, las
sondas 212, 221 y 22.2, utilizadas en este estudio si bien, mostraron mayor
diversidad en los perfiles de hibridacién a los fragmentos de restriccion, esto no
fue de valor para diferenciar entre cepas de campo y vacunales. Las diferencias
observadas originalmente con las sondas 22 (22.1 y 22.2) y 21.1 en los estudios
preliminares con digestiones con Sau3Al y EcoRI por 45 minutos de las cepas 133
y Rev1 INRA, no se mantuvieron cuando la digestion se extendié a 12 hrs. Debido
a que estas diferencias se pueden deber principalmente a que en 45 minutos no
se logra una digestion total del ADN, por lo que es probable que no sean producto
del polimorfismo, por lo que se decidio utilizar la digestion completa del ADN por
12 hrs.

~ Se encontraron diferencias en la longitud de los fragmentos de restriccion



con las diferentes cepas incluyendo las vacunales. Sin embargo, no fue posible
diferenciar al 100% las cepas vacunales de las de campo. No se descarta la
posibilidad de que los aislamientos donados por €l INDRE, sean casos de
infecciones humanas con la cepa Rev1 PRONABIVE.

En un estudio epidemiolégico realizado por Bardenstein ef. al. (2005)
utilizando los sitio polimérficos del gen omp2 comprobaron que la cepa vacunai
puede ser eliminada en la leche, de esta forma lograron identificar a dicha cepa
tanto en aislamientos humanos como de animales, incluso a alguna de estas
cepas la nombran como cepa vacunal Rev1 atipica. Esto en comparacién con el
trabajo realizado pudiéramos tomarlo en cuenta en especial con las cepas 551 y
feto de Puebla que al ser hibndadas con la sonda 21.1 presentan el mismo patron
que la cepa vacunal de PRONABIVE.

Las sondas genéticas han sido utiizadas para el seguimiento
epidemiolégico (Rogers et. al., 2003), por lo que en este trabajo al realizar el
estudio retrospectivo sobre el origen de las cepas de aislamiento de campo, tanto
de origen animal como humano se pudieran confirmar las sospechas sobre la
posible infeccion con la cepa vacunal Rev1, que presentan perfiles similares a la
cepa de vacunal Revli PRONABIVE.

La cepa nombrada feto de Querétaro en todos los experimentos presento
un perfil diferente, aunque durante los estudios bacteriolégicos convencionales -
esta cepa se confirmo como B. melitensis biotipo 1, lo cual difiere de los estudios

que han sido realizados con mas de una cepa infectante de B. melitensis (Verger,

1998).
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Es necesario realizar un mayor nimero de estudios, utilizando estas y
algunas sondas nuevas a partir que permitan la diferenciacién en el 100% de los

Casos.
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