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RESUMEN 
 
Los miembros del género Brucella son microorganismos intracelulares facultativos, 

Gram negativos que no forman esporas y son inmóviles. Brucella es el agente etiológico 

de la brucelosis, una enfermedad infecciosa de curso crónico que afecta a los animales 

domésticos y silvestres, así como constituir una de las principales zoonosis en el mundo. 

En comparación con otros patógenos bacterianos, Brucella carece de factores de 

virulencia clásicos como exotoxinas, variación antigénica, plásmidos de virulencia, 

formas de resistencia, pili, flagelo y cápsula. En forma general la virulencia de Brucella 

radica en la habilidad de invadir, sobrevivir y replicarse dentro de vacuolas 

especializadas en una gran variedad de tipos celulares. Dentro de éstos, los macrófagos 

son el mayor blanco en animales infectados y constituyen un eficiente vehículo para 

distribuir a la bacteria a diferentes tejidos. Asimismo, se ha demostrado que 

macrófagos, neutrófilos y células M ingieren a Brucella mediante fagocitosis tipo 

“Zipper-like”. Sin embargo, los mecanismos que determinan el tropismo celular, así 

como los mecanismos de adhesión e invasión aún no están completamente descritos. En 

este trabajo se analizó el gen BMEI0216 de Brucella  melitensis, que codifica para una 

proteína hipotética con características de proteína asociada transglicosilada. Para 

evaluar la función del gen BMEI0216 construyó una mutante por inserción de un 

cassette de kanamicina en el sitio único HpaII del gen BMEI0216 y se realizaron 

ensayos de invasión en células HeLa y en ensayos de sobrevivencia intracelular en 

macrófagos murinos. La mutación no afectó la sobrevivencia o multiplicación en 

macrófagos murinos. Al realizar ensayos de invasión utilizando células HeLa, no se 

observaron diferencias en tiempos de 30 y 45 min, sin embargo en tiempos de 1 y 2 

horas, la mutante fue incapaz de invadir. Estos resultados sugieren que el gen 

BMEI0216 es necesario para la invasión de B. melitensis. Por otro lado, se analizó la 

región que contiene el gen aida-I anotado como BMEII1069, el cual codifica para el �-

dominio de un autotransportador de 1461 pb y un producto de 487 aminoácidos. La 

manipulación genética de esta región al construir una mutante en el gen aida-I mostró 

diferencias en los fragmentos adyacentes. El análisis de esta región demostró que el gen 

que se encuentra corriente arriba (BMEII1070) es el dominio pasajero de este 

autotransportador y que en una región intergénica entre ambos genes se encontraban tres 

codones de paro, por lo que fue anotado como un pseudogen. Por ultimo en este trabajo 



se construyó una mutante por inserción en el gen invB de B. melitensis y su 

caracterización se encuentra en proceso.  
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ABSTRACT  

Members of the Brucella genus are intracellular facultative microorganisms. Gram 

negatives, immobile, and non spore forming bacteria. Brucella is the etiological agent of 

brucellosis, an infectious and chronic disease, which affects domestic and wild animals. 

Brucellosis is considered one of the most important zoonosis in the world. In 

comparison with other pathogenic bacteria Brucella lacks the known virulence factors 

such as exotoxins, antigenic variation forms, virulence plasmids, resistant forms, pili, 

flagella and capsule. In general, Brucella virulence factors are based on its ability to 

invade and survive within specialized vacuoles in a wide range of cells. Among them, 

macrophages are the major target and constitute an efficient vehicle to distribute the 

bacteria to different tissues in infected animals. Macrophages, neutrophiles and M cells 

had been demonstrated to internalize Brucella by Zipper-like phagocytosis. 

Nevertheless, the mechanisms that determine cellular tropism, as well as the adhesion 

and invasion mechanisms are not completely described yet. In this work, we assess the 

interruption of a BMEI0216 gene of Brucella melitensis, by using HeLa epithelial cells 

and murine macrophages for invasion and replication experiments assays. The mutation 

did not affect survival or multiplication into macrophages. Likewise, in invasion assays 

with HeLa cells no differences were observed at 30 and 45 min, whereas at 1h and 2 h, 

the infection ability of mutant was drastically affected. These results suggest that the 

BMEI0216 gene is required for B. melitensis internalization. We analyzed the region 

that contains the aida-I gene, this gene was annotated as BMEII1069, and codifies for a 

β-domain of an autotransporter with size of 1461 bp and a predicted product of 487 

amino acids. The genetic manipulation of the region when an aida-I mutant was 

constructed showed differences in the adjacent fragments to the gene. This region 

analysis demonstrated that the upstream gene (BMEII1070) is the passenger domain of 

this autotransporter and three stop codons are in an intergenic region between these 

genes, therefore it was annotated as pseudogen. Finally, a mutant was constructed by 

insertion in the invB gene of B. melitensis and its characterization is in progress. 

 

Keywords: Brucella melitensis, invasion, aida-I. 

 



1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. GENERALIDADES 

 

 La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de origen bacteriano que 

afecta al humano así como a diferentes especies animales domésticas y silvestres. Esta 

enfermedad es de distribución mundial y se considera como enzoótica en la república 

mexicana. Sin embargo, en algunos países los programas de control y erradicación han 

permitido su eliminación total como es el caso de Inglaterra, Noruega, Suecia, 

Dinamarca y Finlandia; o bien reducir considerablemente su incidencia como Japón, 

Nueva Zelanda, Australia y Alemania. En la actualidad la brucelosis es una de las 

enfermedades bacterianas más importantes en México y el mundo, y su impacto se ve 

reflejado en las grandes pérdidas económicas en el sector agropecuario, que resultan de 

la enfermedad en el ganado y de las restricciones aplicadas tanto a los animales 

infectados como a los productos de éstos, además de su importancia en salud publica.1, 2, 

3  

 

El Sistema Único de Información para la Vigilancia Epidemiológica de la 

Secretaria de Salud en México reportó 1961 casos en el 2005, para el 2006 se reportaron 

1799 casos, en donde el estado de Nuevo León fue el de mayor número de casos con 

177, seguido de San Luís Potosí con 145 casos, Jalisco con 142 casos, Coahuila 139 

casos y Guanajuato con 138 casos. Los datos reportados hasta la semana 13 del 2007 

señalan 468 casos, siendo Guanajuato el de mayor numero de casos con 76, Nuevo 

León con 54 y Tamaulipas con 38 casos. 

Los microorganismos del género Brucella, son coco-bacilos Gram negativos, 

intracelulares facultativos, no móviles y no forman esporas. Crecen lentamente en los 

medios básicos; su crecimiento se puede mejorar mediante la adición de sangre o suero 

y en algunos casos con la adición de CO2, el cual es esencial para ciertos biotipos. Su 

metabolismo es aerobio; no hay crecimiento bajo condiciones estrictas de anaerobiosis. 

Estos microorganismos tienen poca o nula acción fermentativa sobre los carbohidratos 

en medios convencionales. Oxidan ciertos aminoácidos, así como intermediarios del 

ciclo de la urea. Son catalasa positivos y usualmente oxidasa positivos, reducen nitratos 

e hidrolizan la urea en diferentes grados. Además, no producen hemólisis y  no utilizan 

el citrato como única fuente de carbono.1, 2   



 

En México, han sido aisladas 5 de las 6 especies identificadas de Brucella. Entre 

éstas se encuentran  B. melitensis biotipo 1-3; B. abortus biotipos 1, 2, 4-6; B. suis 

biotipo 1, B. canis y B. ovis. Algunos de estos aislamientos se han realizado en 

hospedadores no tradicionales, por lo que parece que el contacto de un animal a otro, 

ayuda a diseminar la enfermedad.3 

 

La brucelosis es además una zoonosis muy importante, ya que algunas especies 

de Brucella pueden ser transmitidas al humano y causar enfermedad. Por ejemplo, 

fiebre ondulante  por B. abortus y fiebre de Malta por B. melitensis. La infección puede 

adquirirse por vía conjuntival, por aerosoles o a través de piel lesionada, pero el 

consumo de leche cruda y productos derivados constituye la principal fuente de 

transmisión. Los síntomas de la brucelosis humana son inespecíficos; la mayoría de los 

pacientes presentan fiebre, debilidad, dolor de cabeza y artralgia. Esta enfermedad 

puede afectar varios sistemas, en los que produce diversos signos y síntomas, tales 

como artritis, espondilitis, osteomielitis, meningoencefalitis, endocarditis, abscesos 

hepáticos y esplénicos, orquitis y ocasionalmente neumonía.4, 5  

 

En humanos el diagnóstico requiere el aislamiento del microorganismo a partir 

de sangre o tejidos corporales, así como pruebas serológicas y manifestaciones clínicas. 

Entre los antibióticos utilizados para el tratamiento de la enfermedad se encuentran las 

tetraciclinas, doxiciclina, rifampicina, estreptomicina, quinolonas y sulfas-trimetoprim; 

un punto importante a señalar es que en los animales de producción no se da tratamiento 

terapéutico, los animales positivos pueden entrar a un programa de vacunación o 

enviarse a rastro. Por otro lado, en animales de compañía como los perros se puede 

llegar a dar tratamiento terapéutico aunado a la castración y ovario-histerectomía.4 

 

 

 

Brucella abortus, B. melitensis y B. suis constituyen las principales especies 

patógenas para el ser humano. En la República Mexicana del total de los casos anuales 

el 93% de los humanos son infectados con B. melitensis de origen caprino, 5% con B. 

melitensis de origen bovino, 1.5% con B. abortus de origen bovino y 0.5% con B. suis 

de origen bovino.6 



 

1.2. DIAGNÓSTICO 

 

El diagnóstico de la brucelosis se realiza  por medio del aislamiento del 

microorganismo y su caracterización bacteriológica mediante pruebas bioquímicas. 

Dependiendo del número de características fenotípicas analizadas, los organismos son 

caracterizados en género, especie, biotipo y algunas veces se puede llegar a identificar 

el tipo de cepa, en forma específica para el caso de las cepas vacunales, las cuales 

también suelen causar problemas de abortos, e inclusive ocasionar enfermedad en el 

humano.7 

 

Las muestras para obtener el aislamiento abarcan desde placenta, descargas 

vaginales, tejidos fetales o contenido abomasal, leche, calostro o ambos y de tejidos 

colectados en la necropsia, como glándula mamaria, útero, linfonodos, testículos, 

epidídimo y glándulas accesorias. Existen diversos medios de cultivo que se utilizan 

para el aislamiento, los medios clásicos son el agar tripticasa soya (TSA), agar Brucella 

y el agar sangre; éstos pueden ser suplementados con bacitracina,  polimixina B y 

vancomicina. Sin embargo, cuando se trata de muestras clínicas que implican la 

presencia de flora normal o presencia de microorganismos contaminantes el medio 

Farell es el medio de elección, este medio de cultivo tiene como base el medio de agar 

Brucella  y polimixina B 2,500 U, bacitracina 12,500 U, nistatina 50,000 U, 

ciclohexamida 50 mg, vancomicina 10 mg y ácido nalidixico 2.5 mg, asimismo para 

aislamientos primarios se puede adicionar 10% de suero fetal bovino.8  

 

Las colonias que produce Brucella en medio de TSA o agar brucella tienen un 

tamaño de 0.5 a 1 mm de diámetro, de borde entero, después de 72 h de incubación a 

37°C. Bajo la luz directa, las colonias con morfología lisa son brillantes, amarillentas, 

pero bajo el reflejo de la luz son de color azul; las colonias rugosas son similares en 

cuanto a tamaño y forma. La identificación adicional se realiza mediante pruebas 

metabólicas y susceptibilidad a los fagos.2, 8  

 

La identificación de biotipos se realiza con base en el crecimiento a diferentes 

concentraciones de colorantes (tionina y fucsina básica), producción de H2S, 

requerimientos de CO2 y aglutinación con antisueros específicos A, M y R.8 



 

El aislamiento e identificación a partir de muestras clínicas tiene algunas 

desventajas, una de las mas importantes es la duración desde que se tiene la muestra 

clínica hasta la identificación definitiva, típicamente se utilizan dos semanas, periodo de 

tiempo importante para el ganadero, procesador de alimentos o paciente enfermo. 

Asimismo, las pruebas son complejas y deben realizarse por personal capacitado en un 

laboratorio certificado.7 
 

1.3. SEROLOGÍA 

 

En México, el diagnóstico obligatorio de la Campaña Nacional contra la 

Brucelosis en los Animales para los bovinos incluye pruebas serológicas oficiales: rosa 

de bengala y rivanol, como pruebas primarias; fijación de complemento como prueba 

complementaria y confirmatoria; y la prueba de anillo en leche o anillo de Bang como 

prueba de vigilancia epidemiológica. Para el caso de ovinos y caprinos la prueba 

primaria es rosa de bengala y la prueba complementaria es fijación de complemento. En 

el mismo sentido, se ha descrito una gran variedad de pruebas que ayudan a resolver de 

una forma más rápida y precisa el diagnóstico de la brucelosis, como las pruebas de 

ELISA, ELISA indirecta y competitiva, y recientemente la prueba de fluorescencia 

polarizada, las cuales cada vez son mas utilizadas. Su integración a la campaña nacional 

se ha mencionado; sin embargo, aun se mantienen en etapa de experimentación.2, 3, 8 

 

 

 

1.4. IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 

 

Mediante técnicas de biología molecular se han realizado importantes 

aportaciones para la sección de diagnóstico, la búsqueda de regiones o de genes 

específicos que permitan lograr una identificación más rápida y segura de estos 

microorganismos ha tenido grandes avances. Se han diseñado diversos iniciadores 

utilizados en técnicas de amplificación de ADN en forma específica en la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR), que permiten identificar y diferenciar a diversas 

especies de Brucella, y en algunos casos biotipos y cepas. 

 



Existen diversos tipos de PCR para identificar al género Brucella, los primeros 

iniciadores  fueron diseñados para amplificar un locus único que era altamente 

conservado en Brucella, como el gen BCSP31 o el operón 16S-23S ARNr. 9, 10 Estos 

ensayos son útiles cuando un PCR género específico es suficiente, tal es el caso de las 

infecciones por Brucella en el humano, ya que en primera instancia es importante saber 

si se trata de Brucella, esto con el fin de asegurar el tratamiento adecuado. Los estudios 

posteriores determinarán la especie involucrada, esta situación es similar en la caso de la 

microbiología de alimentos, donde la identificación de la especie no es un punto 

crítico.7   

 

Por otro lado, se han desarrollado diferentes PCR’s para diferenciar entre 

especies y biotipos de Brucella. Estos ensayos son dirigidos hacia locus variables entre 

las especies y biotipos. Mientras que se han encontrado deleciones o inversiones dentro 

de algunas especies o biotipos, la mayoría de las diferencias consisten en polimorfismos 

de nucleótidos simples; son muy raras las regiones variables entre especies y biotipos. 

Los ensayos que diferencian entre especies o biotipos son particularmente útiles para la 

vigilancia epidemiológica o para aquellos programas de erradicación especie-

específicos. 

 

Ejemplo de este método es el AMOS-PCR, llamado así por las especies que es 

capaz de identificar y diferenciar (abortus, melitensis, ovis y suis), que explota el hecho 

de que muchas especies presentan al menos una secuencia de inserción IS711 con 

localización cromosomal única. Recientemente Ocampo-Sosa y col., reportaron una 

nueva variedad genética del biotipo 3 de B. abortus, utilizando como gen específico la 

secuencia de inserción IS711.11, 12, 13, 14, 15  

 

Existen otras versiones en técnicas de amplificación de ADN que permiten 

identificar las especies de Brucella, en estos métodos se emplean iniciadores cortos, 

diseñados arbitrariamente que se alinean a secuencias de ADN bajo condiciones de baja 

astringencia, lo que permite la hibridación al azar de secuencias parcialmente 

homólogas. Las metodologías son el AP-PCR (Arbitrary primed PCR) y el RAPD-PCR 

(Random amplified polymorphic DNA PCR).16  

 



Diversos grupos de investigación han desarrollado métodos para la detección del 

microorganismo a partir del análisis directo de las muestras clínicas como tejidos del 

aborto y la madre, semen y sangre17, 18, 19, 20, 21, 22. Aunado a esto también se han 

diseñado metodologías para la detección de Brucella en alimentos como la leche y 

queso, así como al diagnóstico de la brucelosis en humanos a partir de muestras de 

sangre periférica.23, 24, 25, 26, 27, 28     

 

1.5. CONTROL Y PREVENCIÓN 

 

En nuestro país se publicó en 1995 la Norma Oficial Mexicana NOM-041-ZOO-

1995 con el nombre de Campaña Nacional contra la Brucelosis en los Animales, cuyo 

objeto establece los procedimientos, actividades, criterios, estrategias y técnicas para el 

control y eventual erradicación de la brucelosis en las especies susceptibles en todo el 

territorio nacional. 29 La campaña establece el concepto de regionalización, pudiendo 

reconocer zonas de control, erradicación y libres en el ámbito municipal, estatal, 

regional y nacional. Las estrategias de la campaña son la constatación de hatos y la 

vacunación. La primera tiene como objetivo final el establecimiento de hatos libres, a 

través del muestreo y la eliminación de animales reactores. Para llevar a cabo estas 

acciones se reconocen tres fases o zonas: control, erradicación y libre de brucelosis.  

 

Para llevar a cabo estas acciones la Secretaría de Agricultura, Ganadería, 

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA), tiene instrumentado un esquema 

de aprobación de Médicos Veterinarios en ejercicio libre, para que desarrollen  

actividades de campaña y aplique esta normativa. Para el diagnóstico de la brucelosis 

bovina se utilizan las pruebas primarias y confirmatorias antes mencionadas y para la 

vacunación se cuenta con la vacuna oficial RB51 de B. abortus. Sin embargo, es 

importante señalar que en la década pasada, la vacuna que se usaba ampliamente en los 

bovinos, era la cepa vacunal B. abortus S19, y aunque nunca se eliminó del esquema de 

vacunación en los bovinos esta vacuna dejó de producirse en nuestro país. 

Recientemente, diversos productores de leche del país han adoptado de nuevo la vacuna 

S19 como la cepa de elección para el control de la brucelosis en sus hatos. Además, se 

propone el uso de la prueba de anillo en leche para la vigilancia epidemiológica de la 

enfermedad en zonas de recolección lechera o cuencas productoras. 

 



 Para el control de la brucelosis en ovinos y caprinos la Norma Oficial Mexicana 

establece a la vacunación con la cepa de B. melitensis Rev1, cepa lisa que aun conserva 

virulencia residual. Debido a su naturaleza lisa, los anticuerpos generados pueden 

confundirse con las pruebas serológicas de diagnóstico. Sin embargo, la cepa Rev1 es 

considerada la mejor vacuna disponible para el control de la brucelosis en ovinos y 

caprinos. 29  
 

1.6. TAXONOMÍA  

 

Con base en su patogenicidad y preferencia por el hospedero, el género Brucella 

ha sido clasificado en seis especies clásicas: B. abortus (bovinos), B. melitensis (cabras 

y ovejas), B. suis (cerdo), B. ovis (ovejas), B. canis (perros) y B. neotomae (rata del 

desierto). Brucella abortus ha sido clasificada en 7 biotipos, B. suis en 5 biotipos y B. 

melitensis en tres biotipos; las demás permanecen como especies únicas. La 

diferenciación entre especies y biotipos se realiza mediante pruebas que permitan la 

caracterización fenotípica de antígenos de superficie (lipopolisacárido), requerimientos 

de CO2, producción de H2S, susceptibilidad a fagos, sensibilidad a colorantes (tionina y 

fucsina), producción de ureasa y propiedades metabólicas.2, 3, 29 

 Recientemente nuevas cepas que afectan mamíferos marinos se han aislado y de 

acuerdo al polimorfismo de DNA utilizando el locus omp2 y su preferencia por el 

hospedero se han propuesto dos nuevas especies: Brucella cetaceae para aislamientos 

de cetáceos y Brucella pinnipediae para aislamientos de pinípedos. Asimismo,  entre 

ellos pueden ser diferenciados de acuerdo a características fenotípicas y metabólicas 

como requerimientos de CO2, crecimiento primario en medio Farrell y actividad 

metabólica sobre la galactosa.30, 31, 32, 33 

 

De acuerdo a estudios moleculares sobre la unidad 16S ARNr, el género 

Brucella pertenece a la subdivisión α-2 de la clase Proteobacteria, y poseen una 

estrecha relación filogenética con patógenos y simbiontes de plantas tales como 

Agrobacterium, Mesorhizobium, y Rhizobium, así como a parásitos intracelulares que 

afectan mamíferos como Bartonella y Rickettsia y a bacterias de vida libre y 

oportunistas como Ochrobactrum y Caulobacter.34, 35 

 



  Estudios de hibridización DNA-DNA han revelado un alto grado de homología 

(>90%) entre las seis especies de Brucella, por lo que se ha propuesto como un género 

monoespecífico B. melitensis, considerando a las otras cinco especies como subespecies 

de B. melitensis. Sin embargo, la validez taxonómica de este hecho ha sido aceptada, 

pero la nueva nomenclatura propuesta, en la que Brucella constituiría un género 

monoespecífico con B. melitensis como única especie y las restantes como biotipos de 

ésta, se ha encontrado con oposiciones en el campo práctico.36  

 

Otros métodos que utilizan mapeos de restricción e hibridaciones cruzadas para 

proporcionar una lista genética han mostrado concordancia con la taxonomía clásica del 

género. Hoy en día se requiere de estudios de secuenciación a gran escala para 

proporcionar datos y resolver la posición taxonómica de las especies de Brucella y tener 

suficientes datos que permitan generar un grupo filogenético robusto. La mayoría de las 

especies del género Brucella posee dos cromosomas, con excepción de B. suis biotipo 3, 

que posee un solo cromosoma; el porcentaje de Guanina+Citosina en forma general en 

el ADN es de 58-59%.37 

Estudios de secuenciación de las diferentes especies se encuentran en progreso, 

esta búsqueda ayudara a proveer suficiente  información para formar árboles 

filogenéticos  y así resolver el verdadero estado de la taxonomía de Brucella. La gran 

uniformidad entre el género Brucella ofrece la oportunidad de poder encontrar genes 

relacionados con la patogenicidad, así como genes utilizables como marcadores 

específicos vía análisis de genómica comparativa.  

 

1.7. FACTORES DE VIRULENCIA 

 

La característica principal del género Brucella es la habilidad de sobrevivir 

dentro de las células fagocíticas y no fagocíticas; sin embargo, esta habilidad está 

representada por una gran variedad de factores, hasta el momento no se ha demostrado 

que un factor único sea el responsable de la virulencia del género Brucella. 

 

El destino preferido de Brucella es la formación de un nicho intracelular donde 

puede sobrevivir, multiplicarse y expandirse a nuevas células. Por lo tanto, los 

verdaderos factores de virulencia de Brucella son aquellos que le permiten invadir, 

resistir la muerte intracelular y alcanzar su nicho replicativo en fagocitos profesionales y 



no profesionales.  En contraste con otros patógenos, en Brucella no se han descrito 

factores de virulencia clásicos, como exotoxinas, citolisinas, cápsula, fimbrias y 

plásmidos de virulencia.  Dentro de los factores de virulencia descritos en Brucella 

destacan algunos como el LPS y sus dos variedades.  

 

1.8. LIPOPOLISACÁRIDO  

 

El LPS de bacterias intracelulares pertenecientes a la familia Proteobacteria 

como Brucella posee propiedades y estructuras distintas al LPS de las enterobacterias. 

El LPS de las bacterias Gram negativas está compuesto del lípido A, unido a un centro 

de oligosacáridos compacto asociado con una cadena de O-polisacáridos (cadena O). La 

mayoría de las especies de Brucella poseen LPS liso (B. abortus, B. melitensis, B. suis, 

B. neotomae y recientemente las especies de Brucella que afectan a mamíferos 

marinos), este LPS presenta sus tres dominios antes mencionados, por otro lado B. ovis 

y B. canis, presentan LPS rugoso de forma natural, donde la cadena O se encuentra 

afectada por mutaciones naturales. Brucella posee un LPS liso peculiar llamada no-

clásico, debido a que el lípido A posee un eje compuesto de diaminoglucosa, mientras 

que la mayoría de las enterobacterias tienen un eje compuesto de glucosamina, además 

de poseer los grupos acil largos (C18-C19, C28) en lugar de C12 y C14, y están unidos 

al centro por enlaces amida en lugar de enlaces ester y amida que poseen el LPS de 

enterobacterias (Fig. 1).38, 39 
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Fig. 1. Esquema estructural del lipopolisacárido  (LPS) de Brucella spp.40 
 

 

Esta estructura no clásica le confiere a Brucella características tales como ser 

menos activo y varias miles de veces menos tóxico que el LPS de E. coli, así como 

inducir un pobre estallido respiratorio, inducir menos intermediarios de nitrógeno y 

secreción de lisozima. De igual manera tiene poca influencia en la producción de 

citocinas como TNF-α, IFN tipo I y tipo II, así como proteínas anti-microbianas como 

GTPasas de la familia p-47. 41 

La virulencia de Brucella  está asociada a la estructura química del LPS y le 

permite ser altamente resistente a efectores antibacterianos del sistema inmune innato. 

Asimismo, se ha observado que puede inhibir el complemento y péptidos 

antimicrobianos, así como prevenir la síntesis de mediadores inmunes. Como otras 

bacterias Gram-negativas la membrana externa de Brucella está compuesta de una gran 

variedad de posibles patrones moleculares asociados a patógenos los cuales pueden ser 

reconocidos por receptores tipo “Toll”. La cadena O puede impedir el reconocimiento 

específico de estos patrones y como consecuencia evitar la expresión de citocinas e 

iNOS (sintasa de oxido nítrico inducible), ambas moléculas involucradas en la 

eliminación de Brucella en el ambiente intracelular. 

 

Durante la infección, la resistencia al complemento y al ataque de péptidos 

catiónicos, así como a la protección contra patrones moleculares asociados a patógenos 

permiten a Brucella sobrevivir antes de formar su nicho intracelular. Además, en los 

primeros estadios de la infección, el complemento es la única fuente para opsonizar a 

Brucella. Así, previniendo la opsonización, el LPS contribuye a evitar la entrada en las 

células hospederas debido a rutas no favorables dependientes de receptor-

complemento.42 

 

Por otro lado, se ha reportado en Brucella con LPS liso que la entrada y la 

sobrevivencia en las primeras etapas es dependiente de modificaciones de lípidos de la 

membrana, así como evitar la fusión fago-lisosoma durante las primeras horas de la 



infección. Comparada con las especies de Brucella con LPS rugoso, ésta no entra vía 

modificación de lípidos de la membrana y se fusiona rápidamente con lisosomas; en 

contraste, Brucella con LPS liso muerta retrasa la fusión con los lisosomas, confirmado 

el papel de la cadena O en este evento.43 

 

1.9. SOBREVIVENCIA INTRACELULAR 

 

La sobrevivencia y multiplicación intracelular de Brucella son características 

esenciales para el establecimiento y desarrollo de la fase crónica de la enfermedad. 

Brucella asegura su vida intracelular sobreviviendo a la fusión fago-lisosoma en 

macrófagos y células epiteliales. Adicionalmente, posee un sistema de secreción tipo 

IV, conocido como VirB para su sobrevivencia y replicación intracelular. En forma 

específica VirB se encuentra involucrada en el control de la maduración de la vacuola 

que contiene a Brucella, conocida como Brucelosoma, organelo donde se replica. Una 

hipótesis sobre la acción directa de VirB es que controla la dirección y destino 

intracelular de Brucella vía el transporte de proteínas dentro de la célula hospedera para 

alterar las funciones celulares.44 

 

 Asimismo, se ha descrito que la entrada, sobrevivencia en etapas tempranas y 

replicación de Brucella se ve afectada por modificaciones o perturbaciones de los 

dominios de lípidos de la membrana, en este sentido se ha propuesto que la 

sobrevivencia intracelular y la replicación están mediadas por estas modificaciones de 

lípidos de membrana y son etapas VirB-dependiente. De acuerdo a este modelo, las 

modificaciones de dominios de lípidos mediarán la entrada de Brucella permitiendo a 

las bacterias silvestres escapar de la vía endocitica, mientras que las mutantes virB serán 

enviadas a la vía endocitica. Recientemente, se ha propuesto que en la entrada de 

Brucella participa la unión de VirB con la proteína de superficie Hsp60 a la proteína 

celular prión  PrPc. Se describió que la participación de PrPc es segregando a Brucella 

de la vía endocitica,  permitiendo su vida intracelular; sin embargo, esta asociación aún 

no esta bien descrita.45, 46 

 

Otro modelo alternativo para la sobrevivencia intracelular está basado en el 

control de la maduración del fagosoma, Brucella evita la fusión de la vacuola temprana 

con los lisosomas asegurando la sobrevivencia en tiempos cortos indicando que la 



bacteria es capaz de alterar la maduración de esta vacuola a lo largo de la vía endocítica. 

La vacuola que contiene a Brucella en estadios tempranos interactúa con el endosoma 

temprano pero no adquiere GTPasas Rab7 o bien otros marcadores endosomales, lo que 

excluye interacciones de fusión con compartimentos tardíos de la vía endocítica.  

 

Una característica de la vacuola es la rápida adquisición de la glicoproteína 

lisosomal asociada a membrana-1 (LAMP-1), esta adquisición no implica la maduración 

a fagolisosoma. Las bases moleculares de la inhibición de la fusión lisosomal no están 

del todo descritas. Datos recientes indican que VirB no se encuentra asociado a la 

sobrevivencia en estadios tempranos en diferentes tipos celulares, además VirB no se 

encuentra involucrado en la evasión de iNOS o NADPH oxidasa y la expresión de VirB 

es consistente en estadios tardíos.47, 48 

 

En macrófagos murinos la vacuola que contiene a Brucella no alberga 

marcadores endosoma-lisosomal tardíos, indicando que el compartimiento de 

replicación es segregado de la vía endocitica. La vacuola donde se encuentra Brucella 

rápidamente entra en contacto con el retículo endoplásmico y este evento es 

independiente de VirB. La unión al retículo endoplásmico es seguida por una 

adquisición progresiva de marcadores específicos del mismo a través de un evento de 

fusión limitada. En este estado la vacuola adquiere propiedades de la membrana del 

retículo y permite la replicación bacteriana. Se observa una total re-organización en el 

retículo endoplásmico como resultado de la replicación; esta estrategia para generar un 

organelo de replicación es única en Brucella (Figura 2).  

 

Por otra parte, las vacuolas que continen mutantes virB de Brucella son 

deficientes en una maduración completa y no son capaces de sostener una interacción y 

fusión con el retículo endoplásmico; sin embargo, se ha observado una unión inicial 

entre Brucella y el retículo. En este mismo sentido, las mutantes no pueden controlar las 

interacciones de la vacuola donde están contenidas junto al retículo, por lo que 

permanecen como compartimientos inmaduros intermedios y al final son fusionados a 

los lisosomas.49, 50, 51 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2. Modelo dependiente de VirB de Brucella en la biogénesis de órgano replicativo 

(Brucelosoma) en el macrófago. Entrada rápida mediada por modificaciones de lípidos 

de membrana, Brucella escapa de la vía endocitica para ser localizado en una fase 

intermedia y adquirir rápidamente la glicoproteína lisosomal asociada a membrana-1 
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LAMP-1+, este es un compartimiento no-replicativo que interactúa con el retículo 

endoplásmico. La unión al retículo endoplásmico es seguida por una adquisición 

progresiva de marcadores específicos del mismo a través de un evento de fusión 

limitada. Los organelos derivados de esta fusión soportan la replicación de Brucella en 

vacuolas individuales. Las mutantes VirB son degradadas por la fusión con los 

lisosomas.51 

 

 

1.10. SISTEMA DE SECRECIÓN TIPO IV 

 

El sistema de secreción tipo IV (SSTIV) es un complejo de multiproteínas que 

sirven para secretar  macromoléculas. Los primeros miembros descritos sirven 

primariamente para transferir complejos de nucleoproteínas durante la conjugación 

bacteriana o la transferencia de ADN-T de Agrobacterium a células de plantas. Algunos 

miembros de esta familia, utilizan este sistema para secretar factores de virulencia, por 

ejemplo: Ptl, sistema para la secreción de la toxina pertusis de Bordetella pertusis, el 

sistema de transporte codificado en la isla de patogenicidad cag de Helicobacter pylori 

y el sistema Dot/Icm de Legionella pneumophila.  

 

El SSTIV es un grupo complejo de 11 diferentes proteínas que abarcan la pared 

celular, en A. tumefaciens se le conoce al SSTIV como sistema virB, de igual manera es 

conocido en el género Brucella. Estudios de función estructural en A. tumefaciens han 

demostrado que existen tres grupos funcionales: El pili en la superficie bacteriana, un 

poro a través de las dos membranas y dos ATPasas en la membrana interna al lado del 

citoplasma, la cual provee energía para ensamblar el sistema, así como para trasportar el 

sustrato por el complejo.52, 53 

 

El SSTIV fue descubierto en Brucella suis al buscar en un banco de mutantes 

por inserción TnBlaM la habilidad de sobrevivir y multiplicarse en células epiteliales o 

en macrófagos. En una de las mutantes se observó que la mutación se encontró en dos 

genes homólogos a virB9 y virB10 de Agrobacterium tumefaciens y ptlG-ptlH de B. 

pertusis. Al secuenciar las regiones que flanquean esta área se localizó en una región de 

12 kb, la cual contenía los 11 genes del SSTIV, en el cromosoma pequeño. Diferentes 

experimentos han demostrado que mutantes en la región de virB, tanto de B. suis, B. 



abortus y de  B. melitensis  son incapaces de sobrevivir y multiplicarse 

intracelularmente.54, 55, 56  
 

En la actualidad se ha demostrado que Brucella posee 11 genes homólogos al 

sistema virB de A. tumefaciens, pero además cuenta con un doceavo gen, virB12, este 

gen codifica para una lipoproteína de 19 kDa, y se encuentra presente en los plásmidos 

pSB102 y pIPO2T presentes en Sinorhizobium melilloti. Asimismo, se observó que 

virB12 mostró homología con la proteína F de Pseudomonas fluorescens y P. syringae. 

A pesar de contar  con una región intergénica grande, como la presente entre virB1 y 

virB2, la cual es de 439 pb, además de poseer otras dos regiones intergénicas pequeñas, 

entre virB5 y virB6 y entre virB6 y virB7, de 183 y 163 pb, los 12 genes en Brucella se 

comportan como un operón (Figura 3).56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Organización transcripcional  del operón virB de B. suis. (A) Organización de la 

región del operón virB. Las regiones amplificadas son señaladas por números. (B) Gel 

de agarosa que muestra los productos de amplificación por RT-PCR. Tres líneas son 

señaladas [a, control positivo ADN de Brucella; b, RT-PCR; c, control negativo (ARN, 

no RT)]. 1-kb “ladder” utilizado como marcador de peso molecular. (C) Ensayo de 
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hibridación utilizando diferentes sondas virB de B. suis 1330 y la cepa mutante 

1330 virB1::Kan mostrando el efecto polar en los genes corriente abajo.54 

 

Asimismo, para observar la expresión del sistema virB en B. suis se han 

realizado ensayos de invasión en macrófagos murinos utilizando la proteína verde 

fluorescente como gen reportero,  encontrando que a las tres horas post-infección se 

observaba una señal inducción, y solo en bacterias intracelulares. La expresión del 

SSTIV en Brucella es diferente al observado en bacterias del género Agrobacterium y 

Bordetella (bacterias extracelulares), donde la expresión del sistema se lleva a cabo en 

la superficie de la célula hospedera, y la expresión está regulada por estímulos 

fisicoquímicos como temperatura, pH, e inductores químicos. En Legionella se ha 

demostrado que el sistema se induce antes de que la bacteria infecte a la célula, en el 

mismo sentido en otra bacteria intracelular como Bartonella se observó que el SSTIV se 

induce intracelularmente.57, 58, 59 

 

1.11. INTERACCIÓN  DE Brucella CON LA CÉLULA HOSPEDERA  

 

Como se ha mencionado, una característica importante de Brucella es su 

capacidad para sobrevivir dentro de las células del hospedero. Los detalles de la 

interacción entre Brucella y las células se encuentran poco estudiados. La mayoría de 

los estudios se han realizado en macrófagos, célula que infecta, donde persiste y se 

replica. Sin embargo, Brucella tiene la habilidad de poder infectar células epiteliales, 

fagocitos profesionales y no profesionales, tejido respiratorio, neuronas, y tejidos del 

tracto reproductivo (machos y hembras) entre otras. 

  

En relación a la interacción con trofoblastos de la placenta se ha sugerido que 

tiene la habilidad de adquirir hierro, elemento indispensable para que Brucella entre en 

su estado replicativo agudo y provoque una alteración en la placenta, dando como 

resultado el aborto o nacimientos de crías débiles y su infección. Un elemento 

importante en la determinación del tropismo celular es el eritritol. Brucella abortus 

utiliza este alcohol preferentemente sobre otros azúcares.  En estudios in vitro se ha 

observado que al metabolizar el eritritol, Brucella aumenta sus necesidades de hierro, 

activando entonces sideróforos como el ácido 2,3-dihidroxybenzoico o brucebactina.60, 

61 



 

Recientemente, se ha descrito que Brucella se une a residuos de ácido siálico 

presente en glóbulos rojos de humano y animal, esta característica de los glóbulos rojos 

se observó en los tipos A+ y B+ de origen humano, así como glóbulos rojos de hámster 

y conejo. La capacidad de hemoaglutinar fue asociada a la proteína de superficie de 29 

kDa (SP29) que se une selectivamente a esos eritrocitos. Por otro lado, se demostró que 

esta hemoaglutinación se inhibía utilizando neuraminidasa, sulfato de condroitina, el 

ácido N-acetilneuramínico y la N-acetilneuramin-lactosa. 

 

Adicionalmente, este grupo de investigación ha publicado que la proteína de 

superficie SP41 de Brucella se encuentra asociada con la adherencia y la invasión en 

células epiteliales HeLa. Experimentos con células HeLa tratadas con neuraminidasa no 

permitieron la unión con la proteína SP41, lo que demostró que el ácido siálico es 

indispensable para esta interacción. Asimismo, anticuerpos contra SP41 inhibieron la 

adherencia e invasión en células HeLa. La localización de la proteína fue determinada 

por inmunofluorescencia e inmunodetección con partículas de oro. La construcción de 

una mutante en la proteína SP41 confirmó el efecto inhibitorio de Brucella con respecto 

a la adhesión e invasión.62, 63 

 

1.12. SISTEMA DE DOS COMPONENTES bvrRS 

 

El operon bvrRS de Brucella codifica un sistema de regulación de dos 

componentes que controla la expresión de genes involucrados en el mantenimiento de la 

integridad de la envoltura celular. Estos genes codifican para múltiples miembros de la 

familia de proteínas Omp3, así como productos de genes que modifican la composición 

de ácidos grasos de la molécula del lípido A del LPS. Mutantes en bvrS y bvrR  han 

mostrado un incremento en la sensibilidad a péptidos catiónicos antimicrobianos en 

ensayos in vitro, comparados con su cepa parental. Asimismo, son  menos resistentes a 

la muerte intracelular en macrófagos y células epiteliales y son marcadamente atenuadas 

en ratones infectados experimentalmente. 

 

Si bien las bases moleculares de la atenuación de mutantes bvrRS son 

desconocidas, se ha postulado que al alterar las propiedades de la membrana, se provoca 

que las mutantes en este operón sean menos resistentes a las condiciones ácidas 



encontradas en los compartimentos fagosomales durante los primeros estadios de la 

infección. También se ha demostrado que mutantes en bvrRS son menos invasivas en 

células HeLa o macrófagos y fallan en formar el fagosoma replicativo, ésto sugiere que 

la superficie alterada de la bacteria tiene influencia en la ruta de la entrada y el tráfico 

intracelular.64, 65 

 

En adición, estas modificaciones en la integridad de la membrana de Brucella, 

alcanzan a la composición del lípido A del LPS lo que podría influir en interacciones 

con receptores tipo “Toll”, acelerando y aumentando la respuesta inflamatoria para 

eliminar a este tipo de mutantes bvrS-bvrR. El estilo de vida de este microorganismo es 

semejante al de otras bacterias de la misma familia α-proteobacteria. Tal es el caso de 

Sinorhizobium melilloti y Agrobacterium tumefaciens, los cuales poseen un sistema de 

regulación de dos componentes homólogo al de Brucella, ChvI/ExoS y ChvI/ChvG, 

respectivamente. Dichos sistemas son utilizados por estos microorganismos para 

mantener la integridad de su envoltura celular (composición de proteínas de la 

membrana externa y del lípido A), pero de manera más importante son esenciales para 

mantener el estado de simbiosis con la planta hospedera para el caso de Sinorhizobium 

melilloti y producir enfermedad en la planta para el caso de Agrobacterium 

tumefaciens.66 

 

1.13. GLUCANO CÍCLICO β-1,2 

 

Recientemente se ha descrito al glucano cíclico β-1,2 como una molécula que 

evita la fusión de Brucella con los lisosomas. Este componente periplásmico es 

producido por proteobacterias de la subdivisión α-2, donde se ha descrito que esta 

molécula está involucrada en la osmoregulación o bien como supresor de la respuesta de 

defensa de plantas a bacterias endosimbióticas, como Bradyrhizobium japonicum. En el 

caso de Brucella el gen que codifica para este componente es llamado cgs y las 

mutantes en este gen no evitan la fusión con los lisosomas, indicando que el glucano 

cíclico β-1,2 es necesario para el tráfico intracelular apropiado. Experimentos donde a 

cultivos de mutantes cgs se adicionaba glucano cíclico β-1,2 exógeno previo a ensayos 

de infección, se observó que se restauraba el tráfico intracelular y una replicación 

eficiente, esto sugiere que este componente puede ser internado por Brucella o bien 



unirse a la superficie celular y complementar a la mutante. La función de este 

componente en la vida intracelular de Brucella está relacionada con la habilidad de 

extraer colesterol de las membranas de células eucariotas, lo cual implicaría que el 

glucano cíclico β-1,2 es secretado intracelularmente y así modifica los dominios lípidos 

ricos en colesterol presentes en la membrana fagolisosomal.  

 

Asimismo, este componente podría estar implicado en la maduración de la 

vacuola debido a las modificaciones de lípidos y consecuentemente evitar la fusión. 

Esto se ha demostrado ya que las vacuolas que contienen a mutantes cgs son pobres en 

flotilina, molécula presente en la maduración de la vacuola a lo largo de la vía 

endocitica. Esta ausencia de flotilina se asocia a la modificación de dominios de lípidos 

de membrana antes mencionada.67, 68, 69 

 

1.14. GENOMA 

 

Los genomas completos de B. melitensis, B. suis y B abortus han sido 

completados y reportados. El genoma de B. ovis ATCC25840 (The Institute for 

Genomic Research TIGR) se encuentra en proceso. El genoma de B. melitensis está 

compuesto de 3,294, 931 pb distribuidos en 2 cromosomas de 2,117, 144 pb y 1,177, 

787 Mb, cada uno. Por otro lado, el genoma de B. suis se compone de 3.31-Mb 

distribuidos en 2 cromosomas de 2, 107, 792 pb y 1, 207, 381 pb. El genoma de B. 

abortus biotipo 1 está formado de 3.3 Mb y se encuentra compuesto de dos cromosomas 

circulares de 2,124,242 pb (cromosoma I) y 1,162,780 pb (cromosoma II).  El contenido 

de G+C del cromosoma I (57.2%) y cromosoma II (57.3%) de B. abortus es idéntico al 

de B. suis y está en concordancia con el de B. melitensis.70, 71, 72 

 

Estudios comparativos del genoma de B. melitensis y B. suis han revelado pocos 

marcos abiertos de lectura (ORF’s) específicos comparados con organismos similares. 

El análisis de ambos genomas mostró solo 42 genes únicos en B. suis y 32 para B. 

melitensis, los cuales se encuentran asociados con islas genómicas, lo que sugiere un 

posible origen a través de transferencia lateral. Se ha postulado que dentro del género 

Brucella existe poco intercambio genético, debido a su preferencia por sobrevivir dentro 

de un nicho intracelular que lo protege, dando como resultado una reducción en la 



oportunidad de intercambio genético, ésto aunado a la ausencia de plásmidos o fagos 

lisogénicos en Brucella.71, 72 

 

Con referencia a la localización de islas genómicas en el género Brucella, y 

utilizando la secuencia del genoma completo de B. melitensis (especie altamente 

patógena para el humano), se construyó un microarreglo para localizar sitios específicos 

de las diferentes especies del género Brucella. Al realizar hibridaciones de los genomas 

marcados de las 5 especies y comparándolo con el de B. melitensis, se localizó un total 

de 217 ORF’s alterados o diferentes en las 5 especies de Brucella analizadas. Estos 

ORF’s se encuentran frecuentemente en clusters (islas) en el genoma de B. melitensis 

16M. Se identificaron 9 regiones con al menos tres ORF’s contiguos, designadas islas 

genómicas, las cuales se encontraban ausentes en las 5 especies de Brucella (Figura 

4).73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Comparación de genomas de 5 especies de Brucella contra B. melitensis 16M 

utilizando microarreglos. El genoma de B. melitensis 16M fue hibridado contra ADN 

genómico marcado de 5 especies de Brucella. Regiones donde >3 ORF’s continuos 

tenían un rango log2 significante por debajo de la media fueron designados como islas 
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genomicas de la cepa 16M.Una región de ORFs continuos con un rango log2 

significante por encima de la media fue señalada como doble repetición (DR).73 

 

Asimismo, mediante el análisis de los genomas se demostró la ausencia de 

factores de virulencia clásicos como cápsula, fimbria y toxinas. Una sorpresa fue la 

localización de genes que codifican para componentes flagelares putativos. La 

naturaleza de Brucella como bacteria no móvil se encuentra en debate. Recientemente el 

grupo de investigación del Dr. J. J. Letesson demostraron que en la fase logarítmica 

temprana de la curva de crecimiento en medio 2YT, B. melitensis expresa genes que 

corresponden al anillo basal, gancho y partes del filamento del aparato flagelar. Bajo 

estas condiciones y utilizando un microscopio electrónico se observa una estructura 

flagelar  polar. Mutantes en diferentes partes del flagelo fueron incapaces de establecer 

una infección crónica en ratones inoculados intraperitonealmente. Con estos estudios se 

formularán preguntas del posible papel biológico de este apéndice flagelar y su posible 

expresión in vivo.74 

 

La disposición del genoma de tres de las especies de Brucella ha permitido 

observar la función de una gran variedad de genes que no habían sido descritos. Tal es 

el caso de la nicotinamidasa-pirasimidasa de B. abortus, al interrumpir este gen se 

observó que la mutante era incapaz de replicarse en células HeLa y macrófagos 

derivados de medula ósea.75 

 

Además, se encontró que al infectar ratones con la mutante, ésta mostró una 

reducción en el número de bacterias recuperadas de bazo, en comparación con la cepa 

parental. Lavigne et al., identificaron un nuevo factor de virulencia en B. suis llamado 

BvfA, una pequeña proteína periplásmica única en Brucella. Al realizar una mutante en 

BvfA se observó una atenuación al infectar macrófagos y ratones. Además, al utilizar 

fusiones con la proteína verde fluorescente  se demostró que la expresión de bvfA es 

inducida dentro de macrófagos debido a la acidificación del fagosoma y fue co-regulada 

por el operón virB, indicando que una posible función de la proteína esté relacionada 

con el establecimiento de sitio de replicación intracelular.76 

 

Por otro lado, Loisel-Meyer y col., 2006; demostraron que el gen norD presente 

en el operón norEFCBQD que codifica para una reductasa de oxido nítrico, era 



necesario para la sobrevivencia en condiciones desnitrificantes anaeróbicas. Asimismo, 

la cepa mutante en el gen norD mostró atenuación en macrófagos murinos en relación a 

la producción de óxido nítrico, así como una rápida eliminación en ratón, demostrando 

que el gen norD es esencial para la virulencia de Brucella.77 

 

En este sentido, Bandara et al., 2005; trabajaron con una proteína de la 

membrana externa con características de autotransportador, presente en una gran 

variedad de microorganismos, y ausente en B. abortus y B. melitensis. Asimismo, 

generaron una mutante al interrumpir el gen en la región que codifica para el dominio 

conocido como pasajero α, no encontraron diferencias entre la mutante y la cepa 

parental en referencia a sobrevivencia intracelular en macrófagos murinos. Al inocular 

ratones encontraron que durante la primera semana pos-inoculación no había diferencias 

significativas; sin embargo, entre la tercera y novena semana se observó que la mutante 

era eliminada rápidamente en comparación con la cepa parental, demostrando que este 

gen tiene un papel en la fase crónica de la infección en Brucella suis.78 

 

En el genoma de B. abortus y B. suis se localizó la presencia de dos genes xthA, 

los cuales son homólogos al gen xthA de E. coli, cuya función es reparar el daño 

oxidativo contra el ADN. Para demostrar la función del gen se generó una mutante en 

xthA-1 en B. abortus, la cual mostró una resistencia menor a la acción de agentes como 

el H2O2 y el ONOO-, indicando que el gen participa en la protección contra el daño 

oxidativo. Con respecto a la supervivencia intracelular y virulencia residual en el 

modelo ratón no se observó diferencia entre la cepa mutada y cepa parental, 

demostrando que el papel del gen radica en la resistencia al daño oxidativo y reparación 

de ADN y no es requerido como factor  de virulencia en el modelo del ratón.79 

Por el contrario, cuando se analizó el genoma de B. melitensis se observó que 

posee dos reguladores nnrA y nnrB localizados cerca de genes putativos involucrados 

en la des-nitrificación (nirKV para una nitrito reductasa; norEFCBQ para NO reductasa 

y nosRZDFYSLX  para oxido nitroso reductasa). Para evaluar la acción de nnrR se 

construyó una mutante, la cual acumuló mayor cantidad de nitritos que la cepa silvestre. 

Para evaluar la función de nnrA en la regulación de genes des-nitrificantes, se 

construyeron fusiones transcripcionales con el gen reportero lacZ y diferentes genes 

como narK, nirK, norC y nosR. Utilizando la mutante nnrA se observó que la 



transcripción de nirK fue menor con referencia a la cepa silvestre, de igual manera  este 

efecto se observó en nosR y norC. 

 

 Por otro lado se evaluó la virulencia residual en el modelo murino y la mutante 

nnrA fue altamente atenuada a las 4 semanas pos-infección, demostrando las posibles 

funciones de nnrA como regulador, así como en funciones de sobrevivencia en el 

modelo del ratón.80 

 

Recientemente, se ha descrito una hidrolasa de sales biliares en B. abortus. El 

gen de esta hidrolasa se encuentra  en los tres genomas de Brucella disponibles y es 

codificada por el gen cgh. Su función in vitro fue demostrada utilizando CGH de 

Brucella en forma recombinante sobre glicolato, generando dos productos, glicina y 

colato. Para demostrar el efecto de la bilis en el crecimiento de Brucella se construyó 

una mutante en cgh, encontrando que en medio con 5 y 10% de bilis la mutante redujo 

notablemente su crecimiento en comparación con la cepa silvestre. Al infectar ratones 

con la mutante versus cepa silvestre por la vía intraperitoneal y vía oral se observó que 

la mutante fue eliminada significativamente a los 10 y 20 días pos-infección. Este 

estudio demostró la función de CGH para resistir la acción antimicrobiana de las sales 

biliares, así como la contribución para el establecimiento de la infección del hospedero 

por la vía oral.81 

 

1.15. GENOMA DE B. melitensis  

 

Al analizar el genoma de B. melitensis 16M se anotaron  3197 marcos abiertos 

de lectura (ORFs), en donde el número de ORFs para el cromosoma I fue de 2059 y 

para el cromosoma II fue de 1138. No fueron encontrados plásmidos. El porcentaje de 

ORFs con funciones asignadas fue del 78% que equivale a 2487 ORFs, el número de 

ORFs sin funciones asignadas fue de 716 de estos 228 no mostraron funciones 

asignadas o similitud con otros genes y 488 sin función asignada pero con similitud. El 

genoma contiene tres operones ARNr, dos de ellos localizados en el cromosoma I y 

separados por alrededor de 200 kb y el tercero en el cromosoma II, la organización 

estructural de los operones es idéntica a los biotipos 1, 2 y 4 de B. suis, consistente con 

la hipótesis que menciona que el origen de los dos cromosomas es un cromosoma 

sencillo ancestral originado por la recombinación de los dos operones ARNr.72 



 

 Los tres operones ribosomales están organizados de la misma manera: 16S, ile 

ARNt, ala ARNt, 23S, 5S y met ARNt, este arreglo es idéntico al de bacterias púrpuras 

fotosintéticas no sulfurosas como Rhodobacter capsulatus. Además, analizando la 

secuencia de la subunidad 16S y 23S ARNr de B. melitensis se observó una similitud 

muy estrecha (98%) con R. capsulatus, R. sphaeroides y R. palustres.72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.  JUSTIFICACIÓN 

 

El análisis del genoma de B. melitensis reveló que posee diversos genes que han 

sido previamente caracterizados como factores de virulencia, como las proteínas de 

membrana externa (94 kDa, Omp2a de 41 kDa, Omp2b de 43 kDa, Omp 25 y Omp31), 

el sistema de secreción tipo IV, el LPS y enzimas como superóxido dismutasa. Por otro 

lado, se reportaron diversos genes no descritos y caracterizados, dentro de estos están 

los que codifican para tres diferentes proteínas con dominios de auto-transportadores, 

tres tipos de hemolisinas (hemolisina, alfa-hemolisina y hemolisina III) y dos genes con 

homología a ialA e ialB, que son genes asociados a invasión en Bartonella 

bacilliformis.72 

 

En este sentido y analizando los posibles genes que se encuentran involucrados 

en la adhesión, se observó que uno de éstos mostró homología con el gen aida-I de E. 

coli (adhesin-involved-in-diffuse-adherence), por sus siglas en ingles y con el gen shdA 

de Salmonella enterica. Se ha descrito que el gen aida-I se encuentra implicado en la 

adhesión inespecífica de E. coli en diferentes tipos celulares y en S. enterica se 

encuentra asociado a la diseminación en heces.72   

 

También se observó la presencia de un gen de invasión (invB) con homología al 

gen ialB de B. bacilliformis (34% de identidad y 55% de similitud). Este gen se 

encuentra ausente en el genoma de B. suis y solo muestra una identidad del 26% y una 

similitud del 45% con una proteína hipotética conservada, en B. bacilliformis se 

encuentra asociado a la invasión de eritrocitos. Por otro lado, se observó un posible gen 

con homología a una invasina (invA) de Mezorhizobium loti, Agrobacterium 

tumefaciens, Bartonella bacilliformis y Rickettsia conorii. En Bartonella bacilliformis 

se encuentra formando un operón junto al gen ialB (ialAB, “invasion-associated locus”) 

en donde ambos son indispensables para la invasión de eritrocitos, mientras que en 

Brucella estos dos genes se encuentran separados en el cromosoma grande. 

 

Al conocer la existencia de estos genes que no habían sido identificados y 

descritos en Brucella, se abre una puerta muy importante para conocer los 

determinantes moleculares de la adhesión e invasión de este microorganismo. 

Asimismo, el acceso al genoma completo permitirá la identificación de secuencias 



especie-específicas, para el desarrollo de nuevas herramientas para el diagnóstico de la 

brucelosis. La reciente publicación de los genomas y proteomas de B. melitensis, B. suis 

y B. abortus proporcionarán información importante para conocer a fondo el 

metabolismo, funciones de replicación, traducción y transcripción, transporte de hierro, 

sistemas de secreción y virulencia de estos microorganismos.82, 83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. HIPÓTESIS 

 

Los genes aida-I, invB y BMEI0216 de Brucella melitensis, se encuentran 

asociados a los procesos de invasión celular. 

 

 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

Construcción y evaluación de mutantes aida-I, BMEI0216 e invB de B. melitensis 

 

 

 

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Construcción de mutantes en los genes aida-I, BMEI0216 e invB mediante 

mutagénesis dirigida. 

 

 

2. Análisis de invasión y supervivencia celular en células epiteliales HeLa y 

macrófagos murinos J774, respectivamente. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

5.1. CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO 

 

Las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo se describen en la tabla 1. Las 

cepa de E. coli DH5α (endA1 recA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1∆ argF-lacZYA 

U169φ80dlacZ∆) y E. coli S17.1 (recA thi pro his hsdR -M+ Tpr Smr RP4-2-Tc::Mu 

Km Tn7) fueron crecidas en caldo Luria-Bertani (LB) o agar LB a 37°C con agitación 

orbital. Las cepas de Brucella (B. melitensis 133, B. melitensis 16M, B. melitensis 40, B. 

melitensis 40-C y B. melitensis invB-Km) fueron crecidas en caldo Brucella o agar 

Brucella a 37°C. Cuando fue necesario el medio fue suplementado con antibióticos: 

kanamicina (50 µg/ml), ampicilina (100 µg/ml), ácido nalidíxico (10 µg/ml), 

estreptomicina (50 µg/ml) y tetraciclina (50 µg/ml). 

 

5.2. OLIGONUCLEÓTIDOS Y REACTIVOS 

 

 Los oligonucleótidos fueron sintetizados en el Instituto de Biotecnología, 

UNAM. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando la enzima Taq DNA polimerasa 

(Invitrogen); las enzimas de restricción y T4 DNA ligasa (Roche) fueron utilizadas de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los procedimientos de ADN recombinante, 

así como las manipulaciones de ADN fueron realizadas de acuerdo a procedimientos 

estándar.84  

 

5.3. CLONACIÓN Y CONSTRUCCIÓN DE LA MUTANTE EN EL GEN 

BMEI0216 DE Brucella melitensis 

 

El gen BMEI0216 de 255 pb se amplificó mediante el diseño de iniciadores a 

partir del genoma de B. melitensis 16M, este gen se encuentra localizado en el 

cromosoma I y fue amplificado en un producto de 1606 pb que contiene el gen 

BMEI0216 y secuencias flanqueantes,  el gen invA corriente arriba y los genes de una 

proteína hipotética corriente abajo (Mapa 1). El producto de amplificación se clonó 

directamente utilizando el plásmido pCR 2.1. Posteriormente, se realizó un corte con la 

enzima EcoRI para liberar el fragmento clonado y ligarlo al plásmido suicida pKOK4. 

Para interrumpir el gen se realizó un corte con la enzima de restricción HpaII, lo que 



permitió introducir el gen de resistencia a kanamicina y mediante doble recombinación 

homóloga se generó la mutante BMEI0216. La identificación de la mutante fue 

realizada mediante PCR y secuenciación. 

 

Cepas y plásmidos Características Referencia 

pCR2.1   Vector de clonación, 3.9 kb; Kanr; Ampr    Invitrogen 

pHC1                          Derivado de pCR2.1, contiene el producto de 

amplificación de 1.6 kb que incluye al gen 

BMEI0216;  Kanr; Ampr    

Este estudio 

pHC2                          Derivado de pH1, contiene un fragmento 2.9 kb 

que incluye al gen  BMEI0216 interrumpido con 

el cassette de kanamicina; Kanr; Ampr    

Este estudio 

pHC3                          Derivado de pKOK.4  contiene el gen  

BMEI0216 interrumpido con el cassette de 

kanamicina; Ampr, Tcr 

Este estudio 

pHC4                     pBBR4MCS con un fragmento de 1.6 kb que 

incluye al gen BMEI0216; Ampr    

Este estudio 

pHC10 Derivado de pCR2.1, contiene el producto de 

amplificación de 3105 pb que incluye el gen 

aida-I; Kanr; Ampr    

Este estudio 

pHC20 Derivado de pCR2.1, contiene el producto de 

amplificación de 2005 pb que incluye al gen 

invB; Kanr; Ampr    

Este estudio 

pHC21 Derivado de pHC20, contiene el gen invB 

interrumpido con el cassette de kanamicina; 

Kanr; Ampr    

Este estudio 

pHC22  Derivado de pKOK.4 contiene el gen invB 

interrumpido con el cassette de kanamicina; 

Ampr, Tcr 

Este estudio 

pUC4K Vector de clonación, 3.9 kb, Kanr, Ampr GE Healthcare 

pKOK.4                  Vector suicida para Brucella, Ampr, Cmr, Tcr 85 

pBBR4MCS            Plásmido de moderado número de copias; Ampr 86 



E. coli DH5α endA1 recA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 

relA1∆ (argF-lacZYA) U169 80dlacZ∆ 

FMVZ-UNAM 

E. coli S17.1 recA thi pro his hsdR -M+ Tpr Smr RP4-2-

Tc::Mu Km Tn7 

87 

B. melitensis 16 M     Cepa de referencia Biotipo 1; ATCC 23456; Nalr FMVZ-UNAM 

B. melitensis 133        Cepa Silvestre Mexicana Biotipo 1, Nalr FMVZ-UNAM 

B. melitensis 40 Derivada de B. melitensis 133 mutante 

BMEI0216-Km; Kanr 

Este estudio 

B. melitensis 40-C      Mutante BMEI0216-Km con pH4 Este estudio 

B. melitensis invB-Km Derivada de  B. melitensis 133 mutante invB-Km; 

Kanr 

Este estudio 

 

Tabla 1.-  Cepas bacterianas  y plásmidos utilizados en este estudio. 
 

 

 
 

Mapa 1.- Mapa genético del gen BMEI0216 y genes flanqueantes. 
 

5.4. CLONACIÓN Y CONSTRUCCIÓN DE LA MUTANTE EN EL GEN invB 

DE Brucella melitensis 

 

Se diseñaron iniciadores a partir del genoma de B. melitensis 16M, los cuales 

amplificaron un fragmento de 2005 pb. El fragmento contenía el gen completo invB de 

519 pb y una secuencia flanqueante de 736 pb corriente arriba y 750 pb corriente abajo 

(Mapa 2). El producto de 2005 pb se clonó directamente en el plásmido pCR 2.1. 

pC 2.

invA PROTÍNA Hpa Proteína  hipotética 

HpaII

lysR       BMEI0216 
Proteína asociada 
Transglicosilada



Posteriormente, se interrumpió el gen invB realizando un corte en el sitio único HincII 

en la posición 240 del gen invB. En el sitio de corte HincII se insertó el gen de 

resistencia a kanamicina lo que permitió interrumpir el gen. Asimismo, la construcción 

completa fue liberada mediante digestión del plásmido con EcoRI, este fragmento fue 

sub-clonado en el plásmido suicida pKOK.4 para realizar ensayos de conjugación 

mediante la cepa donante E. coli S17.1 y la cepa receptora B. melitensis 133. Mediante 

doble recombinación homóloga se generó la mutante. La identificación de la mutante 

fue realizada mediante PCR y secuenciación. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa 2.- Mapa genético del gen invB y genes flanqueantes. 

 

 

 

 

 

 

5.5. CLONACIÓN Y CONSTRUCCIÓN DE LA MUTANTE EN EL GEN aida-I 

DE Brucella melitensis 

 

El gen de adhesión aida-I de 1569 pb se encuentra localizado en el cromosoma 

II en la sección 101-107 de la secuencia completa del genoma de B. melitensis. La 

amplificación del gen se llevó a cabo mediante reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR). Se amplificó un producto de 3105 pb que contiene el gen completo, así como 

740 pb corriente arriba y 796 pb corriente abajo del gen aida-I (Mapa 3). El producto de 

Km

Proteína sensor

invB

Bomba de eflujo
HincII

Km

Proteína sensor

invB

Bomba de eflujo
HincII



PCR se clonó directamente en el plásmido pCR2.1. Posteriormente el plásmido fue 

digerido con la enzima de restricción EcoRI para liberar el fragmento clonado y ligarlo 

en el plásmido pKOK.4 (plásmido suicida para Brucella). Posteriormente el plásmido 

fue digerido con la enzima BtgI, lo que permitió eliminar un fragmento de 760 pb del 

gen aida-I, en este sitio se introdujo un cassette de kanamicina y se interrumpió el gen 

antes mencionado. 

 

 El plásmido generado fue transformado en la cepa E. coli S17.1 que permitió 

realizar ensayos de conjugación con la cepa receptora B. melitensis 133 y obtener la 

mutante mediante doble recombinación homóloga. La selección de mutantes se realizó 

por resistencia a kanamicina y ácido nalidíxico y sensibilidad a ampicilina. La 

identificación de la mutante será realizada mediante PCR y secuenciación. 

 
Mapa 3.- Mapa genético del gen aida-I y genes flanqueantes. 

 

 

 

5.6. ENSAYOS DE COMPLEMENTACIÓN 

 

Para demostrar que aida-I, BMEI0216 e invB juegan un papel directo en la 

invasión, es necesario poder restaurar la actividad de los genes aida-I, BMEI0216 e 

invB en las mutantes de B. melitensis, mediante complementación. 

Para ello se utilizó el producto de amplificación que contiene el gen completo aida-I, 

BMEI0216 e invB y secuencias flanqueantes, que se encuentran clonados en forma 

individual en el plásmido pCR 2.1. Dichos productos fueron liberados mediante la 

digestión con la enzima de restricción EcoRI. Los fragmentos liberados fueron 

subclonados en forma individual en el plásmido de moderado número de copias 

aida-ICitocromo C2 Proteína Hipotética

DsaI DsaI



pBBR4MCS, el cual permite realizar la complementación. El plásmido pBBR4MCS 

con el fragmento clonado fue transformado a E. coli S17.1 para realizar ensayos de 

conjugación con las diferentes cepas receptoras de B. melitensis 133. Las mutantes 

complementadas se analizaron mediante la presencia del plásmido, utilizando lisis 

alcalina y mapeo con enzimas de restricción. 
  

5.7. ENSAYOS DE INVASIÓN EN DISTINTOS TIPOS CELULARES 

 

Las mutantes construídas B. melitensis aida-I-Km, BMEI0216-Km e invB-Km y 

las cepas complementadas fueron utilizadas para realizar experimentos de invasión 

usando células epiteliales HeLa, y para analizar la sobrevivencia intracelular se 

utilizaron macrófagos murinos J774. La línea celular J774 fue cultivada en RPMI 1640 

suplementado con suero fetal bovino (10%) y 2mM de L-glutamina y aminoácidos no 

esenciales. Los macrófagos se incubaron por 24 h a 37ºC en una atmósfera con 5% CO2. 

Un día previo a la infección los macrófagos fueron resuspendidos en medio fresco y 

colocados en placas de cultivo de 24 pozos a una concentración de 5 x 104 células/ml. 

 

Las células se infectaron por 30 min. con las diferentes cepas de Brucella a una 

multiplicidad de infección (MOI) de 1:100. Posteriormente, las células se lavaron tres 

veces con solución de fosfatos (PBS), y se incubaron en medio con 100 µg/ml de 

gentamicina por una hora. Después, las células se lavaron cinco veces con PBS para 

eliminar la gentamicina y se agregó medio fresco. Las células infectadas se lisaron con 

Tritón X 100 al 0.1% en PBS, a diferentes tiempos postinfección (0 h, 2h, 24 h y 48 h). 

Diluciones seriadas en PBS fueron realizadas y sembradas en agar Brucella para 

determinar las unidades formadoras de colonias (UFC) intracelulares. Los experimentos 

fueron realizados por triplicado y repetidos tres veces.88, 89, 90 

 

Para los ensayos de invasión se utilizaron células HeLa, las cuales fueron 

crecidas a 37°C en un atmósfera de 5% de CO2 en medio mínimo esencial Eagle 

(MEM) conteniendo 10% de suero fetal bovino y 2mM de L-glutamina y aminoácidos 

no esenciales. Las células fueron sembradas a una concentración de 5 x 104 en cajas de 

cultivo celular de 24 pozos un día antes de cada ensayo de infección. Las células fueron 

infectadas con las diferentes cepas de B. melitensis  a una multiplicidad de infección de 

1:200. 



 

Posteriormente se incubaron durante diferentes tiempos: 0, 30 min., 45 min., 1 h 

y 2 h. Para cuantificar las bacterias intracelulares las células infectadas fueron incubadas 

por 1 hora con 100 µg/ml de gentamicina para eliminar las bacterias extracelulares. Las 

células infectadas  fueron lavadas tres veces con PBS y tratadas con 1 ml de Tritón X-

100 al 0.2%. Diluciones seriadas en PBS fueron realizadas y sembradas en agar 

Brucella para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC) intracelulares. Los 

experimentos fueron realizados por triplicado y repetidos tres veces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



6. RESULTADOS 

6.1. CLONACIÓN Y CONSTRUCCIÓN DE LA MUTANTE  BMEI0216 DE B. 

melitensis 

Para clonar el gen BMEI0216 se utilizaron un par de iniciadores diseñados a 

partir del genoma de B. melitensis 16M (5’ aggatgtgacccgtttcgat 3’ y 3’ 

cgatgcgcaaaatgataagg 5’) que amplificaron un producto de 1606 pb, el cual contiene el 

gen completo BMEI0216,  el gen invA y el gen de una proteína hipotética (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa 4.- Plásmido comercial pCR 2.1 TOPO (Invitrogen, Ventura CA, USA). Las 

flechas en color negro señalan los genes de resistencia a kanamicina y ampicilina, 

respectivamente, así como el sitio de replicación f1 ori. La flecha en color rojo 

representa el gen lacZ y su promotor. Los diferentes sitios de restricción son señalados 

con números.  

Posteriormente se realizó un análisis de restricción del producto de 

amplificación con las enzimas HindIII y ClaI (Fig. 6). Una vez analizado el producto de 

amplificación fue clonado directamente en el plásmido pCR2.1 (Mapa 4), realizando 

selección blanco-azul para la detección de las colonias que contenían el plásmido con el 

producto clonado. Asimismo, se realizó una digestión con EcoRI, lo que permitió 

liberar el producto clonado (Fig. 7). Se analizaron tres colonias y el plásmido generado 

fue llamado pHC1 (Mapa 5). 
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Fig. 5                                                 Fig. 6                

 

Fig.5. Gel de agarosa al 1% en Tris-Ácido acético-EDTA (TAE 1X) teñido con 

bromuro de etidio. Carril 1. Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus; Carril 2. 

Producto amplificado de 1606 pb, señalado con la flecha. Fig. 6. Gel de agarosa al 1% 

en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1. Marcador de peso molecular 1 kb 

“ladder” plus; Carril 2. Producto amplificado 1606 pb; Carril 3. Producto de 

amplificación digerido con HindIII; Carril 4. Producto de amplificación digerido con 

ClaI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa 5.- Plásmido pHC1 derivado del plásmido pCR 2.1. Contiene el fragmento 

clonado de 1606 pb que incluye el gen invA, BMEI0216 y el gen lysR, respectivamente. 

Los genes son señalados con líneas. La posición de los sitios de corte de las enzimas de 

restricción está señalada con números. 

 

1130  pb 

470 pb 

896 pb 
710 pb 

pHC1
5537 pb

KANAMICINA

AMPICILINA

f1 ori

invA

BMEI0216

PROTEINA HIPOTETIC

lysR

BamHI (253)

KpnI (245)

NotI (1935)

SacI (251)

XbaI (1953)

PstI (1917)
EcoRV (1920)

EcoRI (284)

EcoRI (1908)

XmaIII (267)

XmaIII (1935)

pHC1
5537 pb

KANAMICINA

AMPICILINA

f1 ori

invA

BMEI0216

PROTEINA HIPOTETIC

lysR

BamHI (253)

KpnI (245)

NotI (1935)

SacI (251)

XbaI (1953)

PstI (1917)
EcoRV (1920)

EcoRI (284)

EcoRI (1908)

XmaIII (267)

XmaIII (1935)



                                     1     2     3      4     5     6     7 
      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1. 

Marcador de peso molecular λ HindIII. Carril 2, 4, 6. Plásmido pHC1 sin digerir; Carril 

3, 5, 7. Plásmido pHC1 digerido con EcoRI. Los productos de la digestión con la 

enzima de restricción EcoRI son señalados con las flechas. 

 

Posteriormente, el plásmido pHC1 fue digerido en el sitio único HpaII del gen 

BMEI0216, para introducir el cassette de resistencia a kanamicina de 1200 pb obtenido 

del plásmido pUC4K (Mapa 6) por PCR y con los sitios de restricción HpaII en los 

extremos, generando el plásmido pHC2 (Fig. 8 y Mapa 7). Este plásmido fue digerido 

con EcoRI para obtener un fragmento de 2.9 kb y ligarlo en el plásmido suicida 

pKOK.4 y generar el plásmido pHC3 (Fig. 9-10 y Mapa 8). 

 

 La mutación en el gen BMEI0216 fue realizada por intercambio alélico (Mapa 

9). El plásmido pHC3 fue introducido a B. melitensis 133 a partir de E. coli S17.1 por 

conjugación y las colonias transconjugantes fueron seleccionadas en placas con 

kanamicina y ácido nalidíxico. Las colonias resistentes a kanamicina que fueron 

susceptibles a ampicilina y tetraciclina fueron seleccionadas para confirmar la 

interrupción del gen BMEI0216 mediante PCR y secuenciación. La cepa mutante por 

inserción en el gen BMEI0216 fue llamada B. melitensis 40.  
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Mapa 6.- Diseño esquemático del plásmido pUC4K. Las flechas señalan los genes de 

Ampicilina y kanamicina, respectivamente. Los sitios de restricción son señalados en su 

sitio de corte con números.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa 7.- Plásmido pHC2 derivado del plásmido pHC1, contiene el gen BMEI0216 

interrumpido con el gen de resistencia a kanamicina. Los diferentes genes representados 

por flechas son señalados con líneas.  
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Mapa 8.- Plásmido pHC3 derivado del plásmido suicida pKOK.4. Contiene el gen 

BMEI0216 interrumpido por el gen de resistencia a kanamicina. Los diferentes genes 

son señalados con líneas.  

 

 

 
 

Mapa 9.  Diseño esquemático del sitio de mutación en el gen BMEI0216. Las figuras 

de las flechas indican los genes y su dirección. El sitio único HpaII está señalado para 

introducir el gen de resistencia a kanamicina. 
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Fig. 8                                       Fig. 9                                    Fig. 10                                    
 

Fig. 8. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1. 

Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus; Carril 2. Plásmido pHC2 sin digerir; 

Carril 3. Plásmido pHC2 digerido con EcoRI, los productos de la digestión son 

señalados con flechas; Carril 4. Plásmido pHC2 digerido con ClaI, los productos de la 

digestión son señalados con flechas.Fig. 9. Carril 1. Fragmento EcoRI purificado 

señalado con la flecha; Carril 2. Plásmido pKOK4 digerido con EcoRI, señalado con la 

flecha; Carril 3. Marcador de peso molecular 1 kb  “ladder” plus. Fig. 10. Carril 1. 

Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus; Carriles 2 y 4. Plásmido pHC3 sin 

digerir; Carriles 3 y 5. Plásmidos pHC3 digeridos con EcoRI, productos de la digestión 

señalados con las flechas. 

 

La interrupción del gen BMEI0216 fue confirmada por PCR utilizando los 

iniciadores empleados para amplificar un producto de 1.6 kb que contenía el gen 

BMEI0216. El producto de PCR en B. melitensis 133 fue de 1.6 kb, mientras que en la 

cepa mutante B. melitensis 40 fue de 2.9 kb. Adicionalmente, se utilizaron un juego de 

iniciadores que flanquean el gen BMEI0216 y que generan un producto de 772 pb, con 

este juego de iniciadores la cepa 133 de B. melitensis mostró un producto de PCR de 

772 pb y la cepa mutante B. melitensis 40 un producto de 2 kb, esto confirma la 

introducción del gen de resistencia a kanamicina  y con ello la  interrupción del gen 

BMEI0216 (Fig. 11).  
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Fig. 11. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Reacción de 

PCR de la cepa mutante de B. melitensis BMEI0216. (A). Carril 1.- Marcador de peso 

molecular 1 Kb “ladder” plus. Carril 2.- B. melitensis 40, producto de amplificación de 

2.9 kb, señalado con la flecha; Carril 3.- B. melitensis 133, producto de amplificación de 

1.6 kb señalado con la flecha. Carril 4.- Control negativo agua (B) Carril 1.- Marcador 

de peso molecular 1 Kb “ladder” plus. Carriles 2-3 B. melitensis 40, producto de 

amplificación de 772 pb señalado con la flecha; Carril 4.- Control negativo agua. Carril 

5.- B.- melitensis133, producto de amplificación de 2 kb señalado con la flecha. 

 

 

Para restaurar el gen BMEI0216, se digirió el plásmido pHC1 con la enzima 

EcoRI y el producto de 1.6 kb que contiene el gen completo BMEI0216 fue ligado en el 

plásmido de moderado número de copia pBBR4MCS4-EcoRI para generar el plásmido 

pHC4 (Mapa 10). La cepa mutante B. melitensis 40 fue conjugada con el plásmido 

pHC4  utilizando la cepa E. coli S17 como cepa donadora. Las colonias resistentes a 

ampicilina fueron seleccionadas y evaluadas para verificar la presencia del plásmido 

pHC4.    
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Mapa 10.- Plásmido pHC4 derivado del plásmido pBBR4MCS4. Contiene el fragmento 

de 1.6 kb que incluye el gen invA, BMEI0216 y el gen lysR y el gen de una proteína 

hipotética. Los diferentes genes están señalados con líneas.   

 

6.2. ENSAYOS DE INVASIÓN DE LA MUTANTE  BMEI0216  DE B. melitensis 

 

Monocapas de cultivos de células HeLa fueron expuestos a B. melitensis 133, B. 

melitensis 16M, B. melitensis 40 y la cepa B. melitensis 40 complementada (B. 

melitensis 40-C). El índice de infección fue calculado dividiendo el número de bacterias 

viables en el ensayo, entre el número de bacterias en el tiempo cero, expresadas como 

UFC/ml.  Para evaluar la función del gen BMEI0216 se realizaron ensayos de invasión 

a 30 min., 45 min., 1 h y 2 h utilizando células HeLa. A los 30 y 45 minutos pos-

infección la cepa mutada no mostró diferencias significativas al compararla con la cepa 

silvestre B. melitensis 133 y la cepa 16M de B. melitensis (Fig. 12 y 13). En contraste, al 

evaluar la cepa mutante B. melitensis 40 con las cepas B. melitensis 16 M y B. 

melitensis 133 en ensayos de invasión de una hora de infección se observó que la cepa 

parental B. melitensis 133 y la cepa B. melitensis 16M invadieron dos veces más que la 

cepa mutada. Asimismo, a las 2 h de invasión se observaron las diferencias entre la cepa 

mutada y la cepa parental y 16M, la cepa parental invadió  19 veces más que la mutante, 

y la cepa 16 M 14 veces más (Fig. 14 y 15). La cepa complementada fue capaz de 

restaurar la acción del gen BMEI0216 al mostrar valores similares a los de la cepa 

parental 133. 

 

 

pHC4
6949 pb

Ampicilina

lysR

Proteína Hipotética
invA

BMEI0216

pHC4
6949 pb

Ampicilina

lysR

Proteína Hipotética
invA

BMEI0216



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12. Ensayo de invasión 30 min. en células HeLa. A.- B. melitensis 133; B.- B. 

melitensis 16M; C.- B. melitensis 40; D.- B. melitensis 40-C. Los experimentos fueron 

repetidos tres veces de forma independiente.  El error en las barras indica la desviación 

estándar de tres experimentos por triplicado. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Ensayo de invasión 45 min. en células HeLa. A.- B. melitensis 133; B.- B. 

melitensis 16M; C.- B. melitensis 40; D.- B. melitensis 40-C. Los experimentos fueron 

repetidos tres veces de forma independiente.  El error en las barras indica la desviación 

estándar de tres experimentos por triplicado. 
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Fig. 14. Ensayo de invasión 1 hora en células HeLa. A.- B. melitensis 133; B.- B. 

melitensis 16M; C.- B. melitensis 40; D.- B. melitensis 40-C. Los experimentos fueron 

repetidos tres veces de forma independiente.  El error en las barras indica la desviación 

estándar de tres experimentos por triplicado. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Ensayo de invasión 2 horas en células HeLa. A.- B. melitensis 133; B.- B. 

melitensis 16M; C.- B. melitensis 40; D.- B. melitensis 40-C. Los experimentos fueron 

repetidos tres veces de forma independiente.  El error en las barras indica la desviación 

estándar de tres experimentos por triplicado. 
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6.3. SUPERVIVENCIA INTRACELULAR DE LA MUTANTE BMEI0216  DE B. 

melitensis EN MACRÓFAGOS MURINOS 

 

Para evaluar el papel del gen BMEI0216, se evaluó la supervivencia intracelular 

de las  cepas de B. melitensis 133, B. melitensis 16M, B. melitensis 40 y la cepa B. 

melitensis 40 complementada (B. melitensis 40-C) en macrófagos murinos. El número 

de bacterias viables en el ensayo fue determinado a las 0, 2, 24 y 48 h. Para inhibir el 

crecimiento de bacterias extracelulares se agregó al medio gentamicina a una 

concentración final de 100 µg/ml por una hora después de la infección. No se 

encontraron diferencias al evaluar la cepa mutante B. melitensis 40 con las cepas B. 

melitensis 16 M, B. melitensis 133 y B. melitensis 40-C, en los diferentes tiempos de 

sobrevivencia intracelular (Fig. 16). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16. Supervivencia intracelular  de B. melitensis 133 (■); B. melitensis 16 M (□) ; B. 

melitensis 40 (●); B. melitensis 40-C (○). Los datos representan el resultado de tres 

experimentos  independientes repetidos por triplicado. El error en las barras indica la 

desviación estándar de tres experimentos por triplicado. 
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6.4. CLONACIÓN Y CONSTRUCCIÓN DE LA MUTANTE invB DE B. melitensis 

 

El gen invB de B. melitensis fue obtenido mediante reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), utilizando la base de datos del genoma de B. melitensis 16M 

(cromosoma I) se diseñaron un par de iniciadores 

(5’GGAAAGCTTGTCCGCCATTT3’ y 3’GTCTTCGCTGGCTTGTCCAC5’) para 

amplificar un producto de 2005 pb, el producto de amplificación contiene el gen 

completo invB y el gen de una proteína sensor y una bomba de eflujo corriente arriba y 

corriente abajo, respectivamente. Para analizar el producto de amplificación, éste fue 

digerido con la enzima de restricción HincII lo que generó un fragmento de 1000 y 1005 

pb observándose como una sola banda al momento de visualizarla en el gel de agarosa, 

confirmando el patrón de restricción esperado (Fig. 17).  
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Fig. 17. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1. 

Producto de amplificación de 2005 pb conteniendo el gen invB de B. melitensis 133, 

señalado con la flecha; Carril 2. Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus; Carril 

3. Producto de amplificación digerido con HincII, productos de la digestión señalados 

con la flecha. 

 

 

 

2005 pb 

1000 pb 
1005 pb



Posteriormente, el producto de amplificación fue clonado directamente al 

plásmido pCR2.1 generando el plásmido pHC20 (Mapa 11). El plásmido pHC20 fue 

digerido con la enzima de restricción HincII para interrumpir el gen invB en la posición 

240. Por otro lado, el gen de kanamicina fue obtenido mediante digestión con HincII del 

plásmido pUC4K, el producto de la digestión de 1252 pb contiene el gen completo con 

los sitios de corte HincII en los extremos. El gen de kanamicina fue ligado en el sitio 

único HincII, generando el plásmido pHC21 (Fig. 18 y Mapa 12). EL plásmido pHC21 

fue digerido con la enzima EcoRI para obtener la construcción con el gen invB 

interrumpido con el gen de kanamicina. El fragmento fue ligado al plásmido suicida 

pKOK4 y trasformado en la cepa donante de E. coli S17 (Fig. 19-20 y Mapa 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa 11.- Plásmido pHC20 derivado del plásmido pCR2.1. Contiene el fragmento 

2005 pb que incluye el gen invB, el gen que codifica para una proteína sensor y el gen 

que codifica para una bomba de flujo. Los diferentes genes son señalados con líneas. 
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Fig.18. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1 y 5. 

Marcador de peso molecular 1 kb “ladder”. Carriles 2-4. Plásmido pCH21 digerido con 

HincII, el tamaño del plásmido es señalado con la flecha. Carriles 6 y 7. Gen de 

resistencia a kanamicina digerido con HincII, el gen es señalado con la flecha. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mapa 12.- Plásmido pHC21 derivado del plásmido pHC20. Contiene el gen invB 

interrumpido con el gen de resistencia a kanamicina. Los diferentes genes son señalados 

con líneas. 
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Fig.19. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1 y 2.  

Plásmido pKOK.4 digerido con la enzima EcoRI, el tamaño del plásmido es señalado 

con la flecha. Carril 3.- Marcador de peso molecular 1 kb “ladder”. Carriles 4-7.- Gen 

invB interrumpido con el gen de kanamicina digerido con la enzima EcoRI, el tamaño 

del producto digerido es señalado con la flecha.  
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Fig.20.- Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1.- 

Marcador de peso molecular 1 kb “ladder”. Carriles 2, 4, 6, 8. Plásmido pKOK.4 con el 

gen invB-kanamicina digerido con la enzima EcoRI, los productos de la digestión son 

señalados con las flechas. Carriles 3, 5, 7, 9.- Plásmido pKOK.4 con el gen invB-

kanamicina digerido con la enzima HincII, los fragmentos de la digestión son señalados 

con  las flechas. 
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Mapa 13.- Plásmido pHC22 derivado del plásmido suicida pKOK.4. Contiene el gen 

invB interrumpido con el gen de resistencia a kanamicina. Los diferentes genes son 

señalados con líneas. 

 

La mutación en el gen invB fue realizada por intercambio alélico (Mapa 14). El 

plásmido pHC22 fue introducido a B. melitensis 133 a partir de E. coli S17.1 por 

conjugación y las colonias transconjugantes fueron seleccionadas en placas con 

kanamicina y ácido nalidíxico. Las colonias resistentes a kanamicina que fueron 

susceptibles a ampicilina y tetraciclina fueron seleccionadas para confirmar la 

interrupción del gen invB mediante PCR y secuenciación. La cepa mutante por inserción 

en el gen invB fue llamada B. melitensis invB-Km.  

 

La interrupción del gen invB fue confirmada por PCR utilizando los iniciadores 

empleados para amplificar un producto de 2 kb que contenía el gen invB. El producto de 

PCR en B. melitensis 133 fue de 2 kb, mientras que en la cepa mutante B. melitensis 

invB-Km fue de 3.2 kb (Fig. 21). La evaluación de la mutante invB-Kn en células HeLa 

y macrófagos murinos, así como la evaluación en el modelo murino se encuentra en 

proceso. 
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Mapa 14.- Diseño esquemático del sitio de mutación en el gen invB. Las figuras de las 

flechas indican los genes y su dirección. El sitio único HincII esta señalado para 

introducir el gen de resistencia a kanamicina. 
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Fig. 21.- Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1.- 

Marcador de peso molecular 1 kb “ladder”. Carriles 2.- Mutante de B. melitensis invB-

Km. Carril 3.- Cepa 133 de B. melitensis. Carril 4.- Control negativo agua. 

 

6.5. CLONACIÓN Y CONSTRUCCIÓN DE LA MUTANTE aida-I  DE B. 

melitensis 

 

Para la obtención del gen aida-I se diseñaron iniciadores para amplificar un producto de 

3105 pb (5’CCAGGCATGGCGACTTTTGGA’3 y 

5’TGCGGTGACGTTTCAGTCGG’3), el cual contiene el gen completo aida-I de 1569 

pb, así como el gen de una citocromo C2 corriente arriba y una proteína hipotética 

corriente abajo (Fig. 22). Posteriormente el producto amplificado fue digerido con la 

enzima de restricción PstI para confirmar el producto amplificado (Fig. 23).   
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Fig. 22. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1. 

Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus. Carril 2. Producto de amplificación 

conteniendo el gen aida-I señalado con la flecha. Fig. 23. Gel de agarosa al 1% en TAE 

1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1. Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” 

plus. Carril 2. Producto de amplificación conteniendo el gen aida-I. Carril 2. Productos 

de amplificación digeridos con la enzima PstI señalados con las flechas. 
 

 El producto de amplificación fue clonado directamente en el plásmido pCR2.1 

generando el plásmido pHC10 (Mapa 15), asimismo se realizó una digestión con la 

enzima de restricción EcoRI para liberar el fragmento clonado y verificar la clonación 

de aida-I (Fig. 24).                     
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Fig. 24. Gel de agarosa al 1% en TAE 1X teñido con bromuro de etidio. Carril 1. 

Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus. Carriles 2, 4, y 6. Plásmido pHC10 sin 

digerir; Carriles 3, 5 y 7. plásmido pHC10 digerido con EcoRI. 
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Mapa 15.- Plásmido pHC10 derivado del plásmido pCR2.1. Contiene el fragmento 

3105 pb que incluye el gen aida-I, el gen que codifica para una proteína hipotética y el 

gen que codifica para un citocromo C2. Los diferentes genes son señalados con líneas. 

 

Al realizar la introducción del gen de resistencia a kanamicina para realizar la 

mutación en el área determinada, se observó una diferencia en los fragmentos esperados 

por lo que se decidió secuenciar la zona con variabilidad. Para esto se diseñó un par de 

oligonucleótidos para secuenciar la zona corriente abajo del gen aida-I y compararla 

con la base de datos de los genomas de Brucella disponibles, así como con el genoma 

de B. melitensis corregido (Mapa 16). La zona corriente abajo del gen fue secuenciada 4 

veces en ambos sentido, los oligonucleótidos utilizados fueron 5’ 

AGATCGAGCGTGCCGTCAGT 3’ y 5’GGGAGTGCAGGCAATCACAG 3’. La 

secuencia consenso de ambos sentidos fue comparada con el gen aida-I de B. suis y B. 

melitensis. El análisis de las secuencia de nucleótidos mostró que el gen aida-I de B. 

melitensis presenta una deleción de 422 pb al comparar la secuencia con el gen 

homologo de B. suis (Fig. 25). Esta situación determinó que la construcción de esta 

mutante no se realizara. 
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Mapa 16. Esquema de la organización gen aida-I de B. melitensis 133, B. melitensis 

16M y B. suis. Las flechas muestran el sitio donde se diseñaron los oligonucleótidos 

para secuenciar la zona corriente abajo del gen aida-I. 
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         2001                                          2050 

A    (1) -------------------------------------------------- 

B    (1) -------------------------------------------------- 

C (1264) ATTCACCACCTGCACATTGGTGTTGCCCGCAGTATCGCCACCAACCATCA 

D (2001) ATTCACCACCTGCACATTGGTGTTGCCCGCAGTATCGCCACCAACCATCA 

 

         2051                                          2100 

     (1) -------------------------------------------------- 

     (1) --------------------------------CCCGTGTTGAAGACGATG 

  (1314) GCTTGTCGGTCTTGGAATTGTCATCACCAAGAACCGTGTTGAAGACGATG 

  (2051) GCTTGTCGGTCTTGGAATTGTCATCACCAAGAACCGTGTTGAAGACGATG 

 

         2101                                          2150 

     (1) -------------------------------------------------- 

    (19) GTACCGTCATGAACCGACATAATCGCCATTGACCATCAGCGTGGAACCGG 

  (1364) GTACCGTCATGA-CCGACATAATCGCCATTGACCATCAGCGTGGAACCGG 

  (2101) GTACCGTCATGA-CCGACATAATCGCCATTGACCATCAGCGTGGAACCGG 

 

         2151                                          2200 

     (1) -------------------------------------------------- 

    (69) CGGCCCCGACATTCATGTTGATTGTGCCGGCATTGTAAAGCGCGGCCAGC 

  (1413) CGGCCCCGACATTCATGTTGATTGTGCCGGCATTGTAAAGCGCGGCCAGC 

  (2150) CGGCCCCGACATTCATGTTGATTGTGCCGGCATTGTAAAGCGCGGCCAGC 

 

          2201                                          2250 

      (1) -------------------------------------------------- 

     119) ATCGTATCGAAGCCGCCCAGATCGAGCGTGCCGTCAGTATCCACGTCATA 

   (1463) ATCGTATCGAAGCCGCCCAGATCAAGCGTGCCGTCAGTATCCACGTCATA 

   (2200) ATCGTATCGAAGCCGCCCAGATCGAGCGTGCCGTCAGTATCCACGTCATA 

 

          2251                                          2300 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (169) GCGCGACGAAGCCGTACTGAAG---------------------------- 

   (1513) GCGCGACGAAGCCGTACTGAAGCCTCCTGCCGCCCCCTGTGTCAGCGTGC 

   (2250) GCGCGACGAAGCCGTACTGAAGCCTCCTGCCGCCCCCTGTGTCAGCGTGC 

 

          2301                                          2350 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (191) -------------------------------------------------- 

   (1563) CCGCAGACACCGTCGTTGCGCCCGTATAGCTATTGGCGCCAGAAAGCGTT 

   (2272) CCGCAGACACCGTCGTTGCGCCCGTATAGCTATTGGCGCCAGAAAGCGTT 

 

          2351                                          2400 

      (1) -------------------------------------------------- 



    (191) -------------------------------------------------- 

   (1613) AGCGTGCCAGCACCACTCTTCATCAAGCTGCCAGCGCCGGAGATCGCGTT 

   (2272) AGCGTGCC------------------------------------------ 

 

          2401                                          2450 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (191) -------------------------------------------------- 

   (1663) GGCGAGATTAAGTGCGTCGGAGCGGTTTACGACAAGCGCACCATTGTTAG 

   (2272) -------------------------------------------------- 

 

          2451                                          2500 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (191) -------------------------------------------------- 

   (1713) CGATATCGCCCGCAAGGTTGCCGCTCGTCCCGCCAGTGCCAATCTGAAGT 

   (2272) -------------------------------------------------- 

 

          2501                                          2550 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (191) -------------------------------------------------- 

   (1763) ACAGCTCCCGCATCAACCGTCGTCGTGCCGCCGCCGGTATTGTCACCCGT 

   (2272) -------------------------------------------------- 

 

          2551                                          2600 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (191) -------------------------------------------------- 

   (1813) CAGCGTCAGTATGCCCGCAGACACCGTCGTGCCACCCGTATAGCTGTTGA 

   (2272) -------------------------------------------------- 

 

          2601                                          2650 

      (1) -------------------------------------------------- 

     191) -------------------------------------------------- 

   (1863) CGCCAGAAAGCGTCAGCGTGCCAGCACCGTTCTTCGTCAGACTACCCGTA 

   (2272) -------------------------------------------------- 

 

          2651                                          2700 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (191) -------------------------------------------------- 

   (1913) CCGGAGATCACGTTGGCAAGATCAAATGCATTGGAACGGTCAACGACAAG 

   (2272) -------------------------------------------------- 

 

          2701                                          2750 

      (1) -------------------------------------------------- 

    (191) -------------------------------------------------- 

   (1963) CGTACCATTGTTGACGATATCACCTGCAAGGCTGCCGCTCACCCCACCAG 

   (2272) -------------------------------------------------- 

  



       (1) ------------------------------GAAGCCTCCTGCCGCCCCCT 

     (191) ----------------------------------CCTCCTGCCGCCCCCT 

    (2013) TGCCGATCTGAAGTCCTGCCCCCACATCAACCGTCGTCGTGCCGCCGCCG 

    (2272) ----------------------------------CCTCCTGCCGCCCCCT 

 

           2801                                          2850 

      (21) GTGTC----------------AGCGTGCCCGCAGACACCGTCGTT-CGCC 

     (207) GTGTC----------------AGCGTGCCCGCAGACACCGTCGTT-CGCC 

    (2063) GTGTTGTCGTTCGCCACCACGAGCGTACCCGCCGACACCGTCGTTGCGCC 

    (2288) GTGTC----------------AGCGTGCCCGCAGACACCGTCGTT-CGCC 

 

           2851                                          2900 

      (54) CGTATAGCTATTGGCGCCAGAAAGCGTCAGCGTGCCGGAACCGCTCTTCG 

     (240) CGTATAGCTATTGGCGCCAGAAAGCGTCAGCGTGCCGGAACCGCTCTTCG 

    (2113) CGTATAGCTGTTAGCGCCAGAAAGCGTCAGCGTGCCGGAACCGCTCTTCG 

    (2321) CGTATAGCTATTGGCGCCAGAAAGCGTCAGCGTGCCGGAACCGCTCTTCG 

 

           2901                                          2950 

     (104) TCAGACCGCCAGCGCCGGCCACACCTTGCGTGACCGCAAAATTATTCGCC 

     (290) TCAGACCGCCAGCGCCGGCCACACCTTGCGTGACCGCAAAATTATTCGCC 

    (2163) TCAGACCGCCAGCGCCGGCCACACCTTGCGTGACCGCAAAATTATTCGCC 

    (2371) TCAGACCGCCAGCGCCGGCCACACCTTGCGTGACCGCAAAATTATTCGCC 

 

           2951                                          3000 

     (154) GCATCCTCAATGTCGAAAGTGCCGCCGCCTGCCTGCAGGCTCACCGCCCA 

     (340) GCATCCTCAATGTCGAAAGTGCCGCCGCCTGCCTGCAGGCTCACCGCCCA 

    (2213) GCATCCTCAATGTCGAAAGTGCCGCCGCCTGCCTGCAGGCTCACCGCCCG 

    (2421) GCATCCTCAATGTCGAAAGTGCCGCCGCCTGCCTGCAGGCTCACCGCCCA 

 

           3001                                          3050 

     (204) GTTCGTTGACGTCCAACTCGTCCCCGTCACCTGCAAAGTGCCGCCGTTAA 

     (390) GTTCGTTGACGTCCAACTCGTCCCCGTCACCTGCAAAGTGCCGCCGTTAA 

    (2263) GTTCGTTGACGTCCAACTCGTCCCCATCACCTGCAAAGTGCCGCCGTTAA 

    (2471) GTTCGTTGACGTCCAACTCGTCCCCGTCACCTGCAAAGTGCCGCCGTTAA 

 

           3051                                          3100 

     (254) ATGTCAGATCGCCGCCGCCAAGCCGCACCTCTTTATCCACAGACACAACA 

     (440) ATGTCAGATCGCCGCCGCCAAGCCGCACCTCTTTATCCACAGACACAACA 

    (2313) ATGTCAGATCGCCGCCGCCAAGCCGCACCTCTTTATCCACAGACACAACA 

    (2521) ATGTCAGATCGCCGCCGCCAAGCCGCACCTCTTTATCCACAGACACAACA 

 

           3101                                          3150 

     (304) CCGCCCGCGAAAACCGTCCCCCCCGTATAGGTATTGTCTGCCGTCAGCGT 

     (490) CCGCCCGCGAAAACCGTCCCCCCCGTATAGGTATTGTCTGCCGTCAGCGT 

    (2363) CCGCCCGCGAAAACCGTCCCCCCCGTATAGGTATTGTCTGCCGTCAGCGT 

    (2571) CCGCCCGCGAAAACCGTCCCCCCCGTATAGGTATTGTCTGCCGTCAGCGT 



 

           3151                                          3200 

     (354) CAGCGTGCCTGAGCCATTTTTGGTGAGGCGGCCAACATCCGACAGCACAC 

     (540) CAGCGTGCCTGAGCCATTTTTGGTGAGGCGGCCAACATCCGACAGCACAC 

    (2413) CAGCGTGCCTGAGCCATTTTTGGTGAGGCGGCCAACATCCGACAGCACAC 

    (2621) CAGCGTGCCTGAGCCATTTTTGGTGAGGCGGCCAACATCCGACAGCACAC 

 

           3201                                          3250 

     (404) CCGAAAGAACCAGATTATCGGCGCCTTGCACAACAAGTCCGCTTGTGCTG 

     (590) CCGAAAGAACCAGATTATCGGCGCCTTGCACAACAAGTCCGCTTGTGCTG 

    (2463) CCGAAAGAACCAGATTATCGGCGCCTTGCACAACAAGTCCGCTTGTGCTG 

    (2671) CCGAAAGAACCAGATTATCGGCGCCTTGCACAACAAGTCCGCTTGTGCTG 

 

           3251                                          3300 

     (454) GCTCCATAAGGATTGTTCTTGAGCACAAAA--CTGATCCAGCA-CTTGAT 

     (640) GCTCCATAAGGATTGTTCTTGAGCACAAAA--CTGATCCAGCAGCTTGAT 

    (2513) GCTCCATAAGGATTGTTCTTGAGCACAAAAGACTGATTCAGCA-CTTGAT 

    (2721) GCTCCATAAGGATTGTTCTTGAGCACAAAA--CTGATCCAGCA-CTTGAT 

 

           3301                                          3350 

     (501) CCCCGGACGCCTCAATGGCGCCGCCCTGCGCTGTGATTGCCTGCACTCCC 

     (688) CCCCGGACGCCTCAATGGCGCCGCCTGG---------------------- 

    (2562) CCCCGGACGCCTCAATGGCGCCGCCCTGCGCTGTGATTGCCTGCACTCCC 

    (2768) CCCCGGACGCCTCAATGGCGCCGCCCTGCGCTGTGATTGCCTGCACTCCC 

 

           3351                                          3400 

     (551) AATGCCGCTGGCCCCGTGACTACGAGAGCGCCGCCATTCAGAGTTGTTTC 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (2612) AATGCCGCTGGCCCCGTGACTACGAGAGCGCCGCCATTCAGGGTTGTTTC 

    (2818) AATGCCGCTGGCCCCGTGACTACGAGAGCGCCGCCATTCAGAGTTGTTTC 

 

           3401                                          3450 

     (601) TCCACTGACAATGGCGCTGCCGCTAACAGTCCATCGCCCGCCATTGACGA 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (2662) TCCACTGACAATGGCGCTGCCGCCAACAGTCCATCGCCCGCCATTGACGA 

    (2868) TCCACTGACAATGGCGCTGCCGCTAACAGTCCATCGCCCGCCATTGACGA 

 

           3451                                          3500 

     (651) CAAGGTGCTCAAAACCCTTATACTGCGTCGCCGATATGTTTGCGCCGTCA 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (2712) CAAGGTGCTCAAAACCCTTATACTGCGTCGCCGATATGTTTGCGCCGTCA 

    (2918) CAAGGTGCTCAAAACCCTTATACTGCGTCGCCGATATGTTTGCGCCGTCA 

 

           3501                                          3550 

     (701) GACTGCCCTCCATCAATTTTAGAAAGGGTGTTCTGAAGCGTCAGTGTATC 

     (716) -------------------------------------------------- 



    (2762) GACTGCCCTCCATCAATTTTAGAAAGGGTGTTCTGAAGCGTCAGTGTATC 

    (2968) GACTGCCCTCCATCAATTTTAGAAAGGGTGTTCTGAAGCGTCAGTGTATC 

 

           3551                                          3600 

     (751) ATCATTGCCATTGGCGCTAACTACACCGTTGATAACGGACTTAGTGGTGA 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (2812) ATCATTGCCATTGGCGCTAACTACACCACTGATGACGGACTTGGTGGTGA 

    (3018) ATCATTGCCATTGGCGCTAACTACACCGTTGATAACGGACTTAGTGGTGA 

 

           3601                                          3650 

     (801) GGGTGAGGCTATTGATTCCCGACTGAAACGTCACCGCA--AAGGCGAATT 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (2862) GGGTAAGGCTATTGGTTCCCGACTGAAACGTCACCGCATCATTTTGAACC 

    (3068) GGGTGAGGCTATTGATTCCCGACTGAAACGTCACCGCA------------ 

 

           3651                                          3700 

     (849) CTGCAAA------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (2912) CCGGCGTTCAAGCCTCCAGTGCCACCAATACCACCCGTTATCGTGCCATT 

    (3106) -------------------------------------------------- 

 

           3701                                          3750 

     (856) -------------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (2962) ATTGATGACTGCGATATTTGCACCGATAATACCGGCACCGCCTTGCGAAC 

    (3106) -------------------------------------------------- 

 

           3751                                          3800 

     (856) -------------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (3012) TGGTGCCCTGACTGCCGCCTGTACGGATACTGCCTGCGGCACCACCCTCA 

    (3106) -------------------------------------------------- 

 

           3801                                          3850 

     (856) -------------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (3062) CCCGCGCCTCCAGTAGCGCCATAATAGACAGGCCAAGCCGAATTCAATCC 

    (3106) -------------------------------------------------- 

 

           3851                                          3900 

     (856) -------------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (3112) GCCTGCGCCACCGGTTATAGTCCCATTGTTTGTGATCGTTACGAGTGTGC 

    (3106) -------------------------------------------------- 

            

           3901                                          3950 



     (856) -------------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (3162) TATTACCAACAACATACACGCCCGCGCCGCCACCACCGCCGCCTGAATTC 

    (3106) -------------------------------------------------- 

 

           3951                                          4000 

     (856) -------------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (3212) TGACCGCGACTAGTATTGGCCCCATCTCCACCGGCCCCGCCGATCACGGT 

    (3106) -------------------------------------------------- 

 

           4001                                          4050 

     (856) -------------------------------------------------- 

     (716) -------------------------------------------------- 

    (3262) AGAGTTGTTGGTAAAATTTGCGGAGGTTGCGACACCGGCGCCACCGCCGC 

    (3106) -------------------------------------------------- 

 

           4051                       4081 

     (856) ------------------------------- 

     (716) ------------------------------- 

    (3312) CACCAGCACCAGCACCCGACCACGCACCCAA 

    (3106) ------------------------------- 

 

Fig. 25. Alineación de la secuencia de nucleótidos del gen aida-I de B. melitensis y B. 

suis, así como la región corriente abajo del dominio autotransportador de ambos genes. 

Fondo naranja y letras amarillas: codón de inicio del dominio autotransportador. Fondo 

gris y letras azules: Bloque de nucleótidos conservados. Fondo gris y letras rojas: 

Bloque idéntico. Oligonucleótidos utilizados para secuenciar la zona corriente abajo 

señalados en un cuadro. A.- B. melitensis 133 aida-1 For.- B.- B. melitensis 133 aida-1 

Rev. C.- B. suis  aida-1. D.- Gen aida-I B. melitensis 16M disponible en el GenBank. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. DISCUSIÓN 

 

El destino preferido de Brucella es la formación de un nicho intracelular donde 

se puede multiplicar y expandir a nuevas células. En el hospedero, Brucella persiste en 

tejidos con predominio de componentes del sistema mononuclear fagocítico, así como 

en órganos reproductivos. Sin embargo, los mecanismos que determinan el tropismo 

celular y la vía que permite a Brucella entrar y sobrevivir dentro de diferentes células 

hospedadoras tales como macrófagos y células epiteliales aún no están completamente 

descritos.1, 2, 6 

 

Es este trabajo se evaluó la interrupción del gen que codifica para una proteína 

hipotética con características de transglicosilación (BMEI0216) en Brucella melitensis, 

utilizando células epiteliales HeLa y macrófagos murinos. En el genoma de B. 

melitensis 16M se anotaron 716 marcos abiertos de lectura sin asignación, de los cuales 

488 son similares a proteínas hipotéticas de otros microorganismos y 228 no mostraron 

ninguna similitud con otras proteínas. Dentro de las proteínas hipotéticas con función 

similar, 13 ORF’s con características de transglicosilación en el cromosoma I y un gen 

con iguales características en el cromosoma II, la mayoría de estos genes (11 genes), se 

encuentran asociados a la lisis del peptidoglucano. El gen BMEI0216 se encuentra 

anotado como una proteína hipotética se encuentra flanqueado por el gen invA corriente 

arriba y por una proteína hipotética de membrana corriente abajo, así como una proteína 

de la familia LysR. Todos estos genes aun no se han caracterizado en el género 

Brucella.72  

 

El gen BMEI0216 se encuentra localizado en el cromosoma grande en la cadena 

3’-5’con un tamaño predictivo de 84 aminoácidos. La secuencia de aminoácidos mostró 

una homología del 100% con una proteína hipotética transglicosilada de Brucella ovis 

ATCC 25840 y B. abortus 2308, asimismo con organismos relacionados genéticamente 

se observó una homología del 73% con una proteína transglicosilada de Mesorhizobium 

loti y una homología del 70% con una proteína con las mismas características de 

Bradyrhizobium spp, con otros microorganismos se encontró una homología del 59% y 

55% con una proteína hipotética de Rhodopseudomonas palustris y Burkholderia 

pseudomallei, respectivamente.  

 



Por otro lado, al analizar la región que contiene el gen BMEI0216 en los 

genomas de Brucella disponibles, se observó que el gen BMEI0216 no se encuentra 

anotado en los genomas de B. suis 1330 y B. abortus 9-941; sin embargo, en la misma 

región pero en la cadena 5’-3’ de ambos genomas se encontró un ORF anotado como 

una proteína hipotética de 130 aminoácidos, al comparar la secuencia de aminoácidos 

del gen BMEI0216 y el de la proteína anotada en la cadena 5’-3’ no se encontró 

homología entre ambas. Bajo este contexto, todo parece indicar que es un problema de 

anotaciones en los genomas, sin embargo recientemente Dricot et al., 2004  generaron el 

ORFeome de B. melitensis 16M 91, el cual es una  biblioteca de cada ORF que codifica 

para una proteína  cada ORF clonado en un plásmido (pCDS) y dentro de este 

ORFeome 1.1 se localiza el gen BMEI0216, confirmando que el ORF BMEI0216 

codifica para una proteína y no es un error de anotación en el genoma.   

 

El análisis de la secuencia de aminoácidos utilizando los programas Pfam e 

InterProScan determinó que esta pequeña proteína posee características de ser una 

proteína tranglicosilada con una posible localización celular en la membrana interna. La 

mutación  no afectó la sobrevivencia o multiplicación en macrófagos murinos a tiempos 

de 0, 2, 24 y 48 h. Sugiriendo que este gen no es necesario para la sobrevivencia 

intracelular. Por el contrario, al evaluar la mutante en ensayos de invasión utilizando 

células epiteliales HeLa no se observaron diferencias en tiempos de 30 y 45 min.; sin 

embargo, en tiempos de 1 y 2 horas de invasión se observaron diferencias significativas 

entre la cepa mutante y la cepa parental, lo que sugiere que este gen es importante en el 

proceso de invasión a este tipo celular.   

 

El gen BMEI0216 se encuentra flanqueado por el gen invA corriente abajo y por 

una proteína hipotética corriente arriba, ambos genes aun no se han caracterizado en 

Brucella. Con relación al gen invA, éste posee una homología del 54% con el gene ialA 

de Bartonella bacilliformis, el cual forma un locus junto con el gen ialB 

(ialAB,“invasion-associated locus”), indispensable para invadir eritrocitos humanos.92, 

93, 94 Sin embargo, al analizar la región el gen invA se transcribe en dirección opuesta,  

así como con el gen de kanamicina que se utilizó para construir la mutante, eliminando 

así una posibilidad de que la atenuación se deba a un efecto polar en el gen invA.  

 



Como se mencionó anteriormente, en el genoma de B. melitensis se encuentran 

anotados 13 genes con características de transglicosilación, 11 de ellos se encuentran 

asociados a lisis de peptidoglucano y dos de ellos con función hipotética, incluyendo el 

gen BMEI0216. Solo uno de los 13 genes se ha descrito su función, el gene mtgA, el 

cual se ha identificado en B. melitensis y en B. abortus por sistemas de mutación al azar, 

signature-tagged mutagenesis y por inserción de un transposon Tn5Km2, 

respectivamente.95, 96  

 

La identificación del efecto del gen en ambos casos se observó por la 

disminución en la habilidad para invadir y sobrevivir en macrófagos; en este sentido, la 

mutante BMEI0216 sólo presento una disminución en la invasión de células HeLa, no 

así en macrófagos donde a las 0, 2, 24 y 48 h no se observaron diferencias significativas 

con su cepa parental. Una importante diferencia entre ambas mutantes, radica en el 

fenotipo, la mutante en mtgA es del tipo rugoso y la mutante BMEI0216 es de tipo liso, 

lo que puede explicar la diferencia mostrada en la sobrevivencia intracelular en 

macrófagos murinos, donde las cepas rugosas son eliminadas rápidamente, mientras que 

las cepas lisas se recuperan después de las 2-4 horas post-infección y posteriormente se 

multiplican. 

 

Otra posible explicación de nuestros resultados es la relacionada a funciones 

asignadas a genes transglicosilados presentes en el genoma de B. melitensis, la cual en 

su mayoría se restringe a la lisis del peptidoglucano, mecanismo importante en el 

mantenimiento de la integridad de la pared celular, así como en la degradación del 

peptidoglucano para un correcto ensamblaje de diferentes sistemas de secreción. 97,98 

Con base en lo anterior se puede formular una hipótesis donde al mutar el gen 

BMEI0216 se podría ver afectada la integridad de la pared celular,  algún componente 

de membrana o alterar algún sistema de secreción y así alterar el proceso de invasión de 

Brucella. 

 

 Por otro lado, observando mínimas diferencias genéticas dentro del género 

Brucella se puede inferir que estos genes únicos en las diferentes especies de Brucella 

podrían ser elementos importantes en la patogénesis del microorganismo y su 

predilección de hospedero. De igual manera otro elemento que podría estar involucrado 



en la patogénesis de Brucella podría ser el resultado de modificaciones post-

transduccionales, como la  glicosilación en una gran variedad de genes.  

 

Con respecto al gen aida-I se decidió construir una mutante por deleción en la 

cepa 133 de B. melitensis, este gen se encuentra anotado en el cromosoma pequeño del 

genoma de B. melitensis con la anotación BMEII1069 el cual codifica para el β-dominio 

de un autotransportador de 1461 pb y un producto de 487 aminoácidos. Este gen 

presentó homología del 100% solo con el β-dominio de Brucella suis, así como una 

homología del 46% con un β-dominio de Agrobacterium tumefaciens localizado en el 

plásmido pAT, con Rhizobium leguminosarum un 44% con una adhesina con 

características de autotransportador, un 37% con un adhesina de Yersinia pestis, un 37% 

con un autotransportador de Bordetella bronchiseptica, un 34% con una adhesina (aidA-

I) de Escherichia coli  32% y un 30% con un autotransportador de Salmonella 

typhimurium.99, 100,101 

 

Las características de este gen en una gran variedad de bacterias Gram-, son 

propias de un sistema de secreción tipo V (SSTV), conocido como autotransportador, 

este sistema es único ya que el sustrato es capaz de dirigir su propia secreción a través 

de la membrana externa. Los SSTV poseen tres dominios: 1) una secuencia señal amino 

terminal, 2) un translocador carboxilo terminal conocido como β-dominio y 3) el 

pasajero conocido como α-dominio, localizado entre la secuencia señal y el β-dominio.  

Existe una variedad de SSTV, conocido como sistema de dos compañeros (“Two 

partner secretion system”), donde el pasajero posee una secuencia señal que lo trasloca 

directamente al espacio periplásmico y es traslocado al exterior por un β-dominio, y son 

traducidas como dos proteínas separadas.102, 103 

 

Cientos de autotransportadores han sido descritos, donde el β-dominio es altamente 

conservado y el pasajero es la parte del gen que posee funciones representativas del 

autotransportador, por ejemplo: adhesina, proteasa, hemoaglutinina, y toxinas entre 

otros, esto dependerá del nicho particular ocupado por el patógeno.103  
 

Al analizar la región donde se encuentra el gen aida-I, se localizó corriente 

arriba el ORF BMEII1070 que fue anotado como una proteína hipotética en el genoma 



de B. melitensis 16M, esto sugirió que el gen BMEII1069 formaba parte de una variante 

del SSTV, conocido como sistema de dos compañeros. Sin embargo, al realizar la 

manipulación genética se observaron diferencias en los fragmentos adyacentes del gen. 

En este sentido en la Universidad de Namur, Bélgica, y bajo la dirección del doctor 

Christophe Lambert se comenzaron a realizar las correcciones de las anotaciones del 

genoma de la cepa 16M de B. melitensis. Las nuevas anotaciones y correcciones del 

genoma se encuentran disponibles en la dirección http://urbm59.urbm.fundp.ac.be/. El 

análisis de esta región demostró que el gen que se encuentra corriente arriba 

(BMEII1070) es el dominio pasajero de este autotransportador y que en una región 

intergénica entre ambos genes se encontraban tres codones de paro, por lo que fue 

anotado como un pseudogen. 

 

En la cepa 133  de origen mexicano, se encontró que en la región antes señalada 

se localizó una deleción de 422 pb, encontrando una diferencia en este gen entre ambas 

cepas (Mapa 6 y Fig. 25). Por otro lado, en los genomas de B. suis y B. abortus cepa 9-

941 se observó que en B. suis este gen se encuentra completo, como un 

autotransportador clásico y en B. abortus se encuentra también como pseudogen, solo 

que la presencia de codones de paro se encuentra en el dominio pasajero cerca del 

aminoácido 304.70, 71, 72 

 

Esta situación a nivel genoma demuestra la variabilidad que existe en esta región 

de Brucella, así como en B. suis este gen representa a uno de los 42 genes únicos en esta 

especie. 38 Recientemente, en B. suis se demostró que el gen omaA, cumple con las 

características de un autotransportador clásico y con funciones de adhesina, asimismo 

utilizando mutantes en este gen se observó que participa en la fase crónica de la 

infección en el modelo murino, por otro lado, el análisis de los diferentes dominios del 

autotransportador presentó homología del 100% solo con el β-dominio del gen aida-I de 

B. melitensis; sin embargo, al comparar las secuencias completas de ambos genes se 

observó que solo comparten un 47% de identidad, esta información  es similar a la 

reportada en varios tipos de autotransportadores, donde existe una alta homología en el 

dominio β-dominio y baja homología en el dominio pasajero.78  

 

Con respecto al gen invB se observó homología con el gen ialB de B. 

bacilliformis (34% de identidad y 55% de similitud). Este gen se encuentra presente en 



el genoma de B. abortus y como pseudogen en el genoma de B. suis. En B. melitensis y 

B. abortus el gen invB codifica para una proteína putativa de 133 aminoácidos; sin 

embargo, en B. suis este gen contiene una base adicional (T) en la posición 254 

causando un cambio en la lectura del marco abierto de lectura dando como resultado un 

producto truncado. En B. bacilliformis este gen se encuentra junto con el gen ialA 

formando un locus esencial para la invasión de eritrocitos, se ha observado que al mutar 

solo al gen ialB se observa una reducción de un 50% en la invasión a eritrocitos 

humanos.  

 

En este trabajo se construyó una mutante por inserción en el gen invB de B. 

melitensis y su caracterización se encuentra en proceso. En este sentido una 

característica importante del género Brucella radica en que no necesita de un 

mecanismo específico de invasión para entrar en los macrófagos, el poseer una proteína 

de invasión puede ser importante para comenzar la invasión en fagocitos no 

profesionales, tal es el caso de trofoblastos y contribuir así en la patología reproductiva 

de la infección.  

 

Hasta el momento en Brucella no se ha caracterizado este gen y solo existe un 

reporte de donde utilizan al gen invB (BMEI1584) como vacuna de DNA, en el cual se 

demostró que el gen se transcribe bajo diferentes condiciones de cultivo, así como al 

vacunar ratones BALB/c y desafiarlos con B. melitensis 16M se observó una protección 

del 60%, así como una fuerte respuesta de anticuerpos en forma específica IgM, IgG1 e 

IgG2a, y una producción débil pero sostenida de IFNγ.104 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8. CONCLUSIONES  

 

El gen BMEI0216 de B. melitensis 133, que codifica para una proteína asociada 

transglicosilada afecta la invasión de Brucella en células HeLa y no tiene efecto en la 

sobrevivencia intracelular.  

 

El gen aida-I de B. melitensis 133 presento una deleción de 422 pb corriente 

abajo del β-domino que corresponde a la región del pasajero de este autotransportador, 

por lo que este gen fue anotado como pseudogen tanto en la cepa de origen mexicano 

como en la cepa de referencia B. melitensis 16M y en B. abortus, sin embargo en B. suis 

este gen se encuentra completo y posee los dominios clásicos de un autotransportador. 

 

 

9. PERSPECTIVAS 

 

Para explicar las posibles implicaciones del gene BMEI0216 en la patogénesis 

de Brucella se realizarán infecciones experimentales utilizando el modelo murino y el 

modelo caprino.  

 

Para confirmar el papel del gen BMEI0216 se realizarán estudios de microscopia  

electrónica, así como de inmunofluorescencia diferencial.  

 

Con respecto a la mutante invB de B. melitensis se realizarán ensayos de 

invasión en células HeLa, así como ensayos de fagocitosis y sobrevivencia intracelular 

en macrófagos murinos. De igual manera que en la mutante anterior se pretende realizar 

infecciones experimentales en el modelo murino y caprino. 
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