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RESUMEN
Verdiguel Fernandez Lazaro Felipe. “Construccion de dos mutantes en los genes rpsL y omp 31 de Brucella
melitensis”. Bajo la supervision del Dr. Antonio Verdugo Rodriguez, Dr. Ricardo Oropeza Navarro y Dr. Alejandro
de la Pefia Moctezuma.
Palabras clave. Brucella melitensis, Omp31, rpsL, sobrevivencia

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa que afecta practicamente a todas las especies de mamiferos,
incluyendo al hombre, y es una de las principales zoonosis a nivel mundial. Las bacterias del género Brucella son
bacilos cortos, Gram negativos, no méviles, no esporulados y sin capsula. Se consideran patégenos intracelulares
facultativos, utilizando a los macréfagos como las células que les proporcionan un nicho para su sobrevivencia.
También son capaces de infectar células fagociticas no profesionales tales como células trofoblasticas y células
Hela. Entre las especies reconocidas del género Brucella, Brucella melitensis es el principal agente etiologico
implicado en la brucelosis caprina y es también la especie mas patdgena para el humano. Ocasiona pérdidas
significativas en la produccién pecuaria debido a que provoca abortos, metritis, infertilidad y el nacimiento de
animales débiles. El control de la brucelosis se apoya en la identificacién de los animales infectados y en la
eliminacion de los mismos. Asimismo, la vacunacion de los animales constituye un importante pilar en un plan de
control para que en una etapa posterior la enfermedad pueda ser erradicada. En México, para controlar la
enfermedad de acuerdo a la NOM-041-Z00-1995, se utiliza la vacuna viva atenuada de B. melitensis cepa Rev1, la
cual es considerada la mejor vacuna contra la enfermedad en pequefios rumiantes, sin embargo las dosis estandar
utilizadas en animales con una prefiez tardia pueden ocasionar abortos y no necesariamente proteger contra la
enfermedad, asimismo se ha reportado que inyecciones accidentales pueden infectar al humano, ya que esta cepa
es viva y virulenta. Con la finalidad de construir una mutante con potencial vacunal y que al mismo tiempo sea una
cepa control apatégena y lisa para ser evaluada en nuestra linea de investigacidn en transito intravesicular en
macrofagos. El objetivo del trabajo fue la construccion de dos mutante en los genes omp31 y rpsL de la cepa B.
melitensis Bm 133. La construccion de los pldsmidos recombinantes se llevé a cabo mediante la amplificacion y
clonacion de los genes omp31 'y rpsL en el plasmido pCR2.1 TOPO mediante el sistema TOPO TA Cloning Kit con
metodologia que marca el fabricante. Con el inserto ligado al plasmido se transformaron bacterias E. coli DH5a
electrocompetentes  mediante electroporacion, las clonas seleccionadas se sembraron en caldo LB con
Kananmicina (100 pg/ml) y se incubaron a 37° C toda la noche en agitacion orbital a 150rpm. Posteriormente se
realizd la extraccion de plasmido para verificar la presencia del plasmido en las bacterias E. coli DH5a
transformadas. Los plasmidos obtenidos de esta clonacién fueron nombrados pLV y pLF para el gen omp31'y rpsL
respectivamente. Los plasmidos pLV y pLF fueron digeridos con las enzimas Hind Ill y Xba | y subclonados en el
plasmido pUC18 previamente digerido con ambas enzimas, obteniendo los plasmidos pLVM y pLFV que contienen
los genes omp31 y rpsL respectivamente. Los plasmidos pLVM y pLFV fueron digeridos con las enzimas Sal | y Pst
| para su previa inactivacion. La inactivacion de los plasmidos pLVM y pLFV fue mediante la insercion de un casete
con resistencia a la Kanamicina obtenido del plasmido pUC4k mediante la digestion con la enzima Sal | 'y Pst |,
obteniendo los plasmidos pLVM84 y pLFV26 que contienen los genes omp31 y rpsL inactivados respectivamente.
El plasmido pLVM84 fue transformado por electroporacion en la cepa B. melitensis, obteniendo la cepa mutante B.
melitensis pLVM84. La cepa mutante fue evaluada in vitro en ensayos de sobrevivencia en macréfagos murinos
J774.1 y células hela. Los resultados obtenidos en el presente trabajo, se demostré que la mutacion en la PME
Omp31 de B. melitensis 133 provocd una disminucion en la internacién a las 0 h (1 h post infeccién) y una
disminucion significativa en la sobrevivencia intracelular de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 en comparacion
con la cepa de referencia B. melitensis 133 en ambas lineas celulares. Dichos resultados nos permiten concluir que
la presencia de la PME Omp31 es necesaria para que lleve a cabo la internacion de la bacteria y esta involucrada
en el establecimiento y desarrollo de un nicho de replicacion dptimo esencial para su sobrevivencia y multiplicacion
intracelular. Por tanto, en vista de los resultados obtenidos, la PME Omp31 no solamente estarian implicadas en el
mantenimiento de la integridad de la membrana externa de la bacteria, sino que también, seria relevante para la
virulencia de B. melitensis 133 al ejercer papeles fundamentales en la capacidad de invasién y multiplicacion
intracelular del patogeno.



ABSTRACT
Brucellosis is an infectious disease that affects practically all species of mammals, including man, and is a major

zoonosis worldwide. Bacteria of the genus Brucella are short bacillus, Gram-negative, non-motile, non-spore without
capsule. Brucella is considered a facultative intracellular pathogen, using macrophage-like cells that provide a niche
for their survival. They are also capable of infecting non-professional phagocytic cells such as trophoblast cells and
HelLa cells. Among the six recognized species of the genus Brucella, Brucella melitensis is the main etiological agent
involved in goat brucellosis and is also the most pathogenic for human kind. It causes significant losses in livestock
production because it causes abortions, metritis, infertility and birth of weak animals. Brucellosis control relies on the
identification of infected animals and in the disposal thereof. Furthermore, vaccination of animals is an important
pillar in a control plan for a later stage in the disease can be eradicated. In Mexico, for controlling the disease
according to NOM-041-2Z00-1995, the live attenuated vaccine strain B. melitensis Rev1 is used, which is considered
the best vaccine against the disease in small ruminants, however doses standard used in animals with a late
pregnancy can cause abortions and do not necessarily protect against disease also has been reported to accidental
injections may infect humans, since this strain is alive and virulent. In order to construct a mutant with vaccine
potential and at the same time is a non-pathogenic and smooth strain control to our research on traffic intravesicular
macrophages. The objective of this work is the construction of two mutants in omp31 and rpsL genes of B. melitensis
Bm 133 strain. The construction of recombinant plasmids were carried out using the amplification and cloning of the
omp31 and rpsL genes in plasmid pCR2.1-TOPO using the TOPO TA Cloning Kit with methodology marking system
manufacturer. With the insert ligated with plasmid, electrocompetent E. coli DH5 a cells were transformed by
electroporation, selected clones were grown in LB broth with Kanamicina (100 ug / ml) and incubated at 37 ° C
overnight under orbital shaking at 150rpm. Subsequently plasmid extraction was performed to verify the presence of
the plasmid in E. coli DH5a bacteria transformed. The plasmids cloning thus obtained were named pLV and pLF for
omp31 and rpsL gene respectively. pLV and pLF plasmids were digested with Hind Il and Xba | enzymes and
subcloned into the plasmid pUC18 previously digested with both enzymes, obtaining pLFV pLVM plasmids and
containing respectively omp31 and rpsL genes. The pLFV and pLVM plasmids were digested with the enzymes Sal |
and Pst | prior to inactivation. Inactivation of plasmids pLFV and pLVM was by inserting a cassette with kanamycin
resistance obtained from pUC4K plasmid by digestion with the enzyme Pst | and Sal |, and obtaining the pLVM84
and pLFV26 plasmids containing the omp31 and rpsL gene inactivated respectively. The pLVM84 plasmid was
transformed by electroporation into the B. melitensis strain, obtaining the mutant strain B. melitensis pLVM84. The
mutant strain was assessed in vitro survival assays in murine macrophages J774.1 and Hela cells. The results
obtained in this study, it was shown that mutation in Omp31 of B. melitensis 133 caused a decrease in internalization
at 0 h and a significant decrease in the intracellular survival of mutant strain B. melitensis pLVM84 compared
reference strain B. melitensis 133 in both cell lines. These results allow us to conclude that the presence of Omp31 is
necessary to carry out the internalization of the bacteria and be involved in the establishment and development of an
optimal replication niche essential for their survival and intracellular multiplication. Therefore, in view of the results,
not only the Omp31 would be involved in maintaining the integrity of the outer membrane of the bacterium, but also,
would be important for the virulence of B. melitensis 133 to exert important roles in invasion capability and

intracellular replication of the pathogen.
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1.INTRODUCCION
La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa que afecta practicamente a todas las especies
de mamiferos, incluida el hombre, y es una de las principales zoonosis a nivel mundial.(1) Esta
enfermedad es causada por bacterias del género Brucella spp., las cuales se encuentran
clasificadas como parte de la subdivision Alfa-2 de las Proteobacterias.(2) EI género se conforma por
las especies: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis, en mamiferos
terrestres, asi como, dos especies aisladas de mamiferos marinos B. pinnipedialis 'y B. ceti.(3, 4)
Mas recientemente, se han descrito otras dos nuevas especies: B. microti, aislada inicialmente del
topillo comun Microtus arvalis y B. inopinata, aislada de un implante de mama en una paciente de 71
afos de edad con signos clinicos de brucelosis.(5, 6)
Brucella melitensis es la especie que origina los cuadros mas severos en humanos, caracterizados
por fiebre aguda, razon por la cual se le adjudica la sinonimia de Fiebre de Malta o Fiebre
ondulante.(1)
La brucelosis es una enfermedad endémica en muchos paises. Afecta la sanidad y la produccion,
ademas tiene una importante repercusion econdémica en el comercio internacional de animales y
productos. Ocasiona significativas pérdidas en la produccién pecuaria debido a que provoca abortos,
metritis, infertilidad y el nacimiento de animales débiles. Por otro lado, constituye un importante
problema para la salud publica ya que la mayoria de las bacterias del género son patdégenas para el
hombre, quien adquiere la infeccion por el consumo leche no pasteurizada y sus derivados, o por el
contacto con material infeccioso.(7)
Los hospederos preferenciales de B. melitensis son caprinos y ovinos, y aunque la enfermedad esta
ampliamente distribuida en el mundo, es particularmente comun en paises del litoral del Mar

Mediterraneo, de la Peninsula Arabiga, Asia central y de algunas regiones de América Latina.(1, 8)

1.1 Situacién actual de la brucelosis animal y humana en México

La brucelosis es una enfermedad que a nivel mundial produce severas pérdidas econémicas en las
explotaciones pecuarias. Brucella melitensis, B. abortus y B. suis, que entre animales presentan
transmision vertical y horizontal, provocan aborto e infertilidad en sus hospedadores naturales, las
cabras, las ovejas, las vacas y las cerdas. Ademas de afectar a sus hospedadores preferenciales,
Brucella sp. afecta a otras especies domésticas y a animales silvestres que, a su vez, pueden ser

reservorios de la enfermedad para otras especies animales y para el ser humano. Por lo tanto, la




brucelosis se considera una importante zoonosis, que se transmite por contacto directo con los

animales y con sus secreciones o por el consumo de leche y subproductos lacteos contaminados.(9)

o Vigilancia epidemiolégica en los animales.

La brucelosis tiene un gran impacto econdémico en el sector agropecuario debido a los problemas de
baja fertilidad, disminucion de la produccion lactea, abortos en el ultimo tercio de la gestacion y el
nacimiento de crias débiles, por lo que es importante llevar acabo un plan de control de la
enfermedad.(10, 11)

En México existe una Campafia Nacional contra la Brucelosis en los Animales, la cual marca los
lineamientos para el control, prevencién y diagndstico de la enfermedad en bovinos, caprinos y
ovinos (NOM-041-Z00-1995).(12)

Hasta junio de 2013, se reportaron 1676 casos totales de caprinos positivos, con una frecuencia de
0.01%, 834 casos totales de bovinos positivos, con una Frecuencia de 0.09%, 232 casos totales de

ovinos positivos, con una Frecuencia de 0.04% a nivel nacional.(13) Por lo que SAGARPA report6

que solo el 8.02% del territorio nacional esta libre de la enfermedad. (Fig. 1)(13)

P-)g‘gy JONALCONTRALA BRUCELOSIS DE 1.OS \NIM\[M |
(&"? ‘l NOM-(41-Z00-1995 i 3

LIBRE 8.02 %
B ERRADICACION 14.43 %
CONTROL 77.55 %

Fig. 1 Situacién actual de la brucelosis animal en México. 2014

¢ Vigilancia epidemioldgica en humanos
La epidemiologia de la brucelosis es compleja y ha tenido variaciones con el tiempo. Se estima que
anualmente existen en el mundo mas de 500,000 casos nuevos, representando una de las zoonosis
mas frecuentes. La enfermedad es endémica en paises del Mediterraneo como Portugal, Espafia, el
sur de Francia, Italia, Grecia, Turquia y Africa del Norte, asi como en Centro y Sudamérica, México,

Asia y el medio Oriente. A nivel mundial se calcula una incidencia en zonas endémicas que llega




hasta mas de 200 casos por cada 100,000 habitantes, paises como Mongolia, Kirguizistan, Iraq,
Arabia Saudita, Tadzhikistan y Kazajstan presentan la incidencia mas alta a nivel mundial, sin
embargo el pais con mayor numero de nuevos casos anuales es Siria con una tasa de incidencia de
1,603 casos por millon de habitantes.(14, 15)

En México la brucelosis es un padecimiento sujeto a vigilancia epidemioldgica y de periodicidad de
notificacion semanal. Entre los afios 2007 y 2012 se han registrado 15,303 casos de Brucelosis con
un promedio anual de 2,550 casos anuales en este periodo; en el afio 2007 se registraron 1,874
casos, con una incidencia de 1.7 por 100 000 habitantes y en el afio 2012 se registraron 3,089
casos, con una incidencia de 3.1, lo anterior representa un incremento en la incidencia del 77% para
el 2012 con respecto a 2007. En el 2013 se reportaron 2802 casos (1047 hombres, 1755 mujeres)
de los cuales los estados de Guanajuato, Nuevo Leodn, Puebla y Sinaloa reportaron el mayor niumero
de casos (Cuadro 1).(16)

Bruceiosis
CIE-10° REV.
ENTIDAD AZ3
FEDERATIVA
2013 2012
Acum.
Sem. —'—“ 3 Acum.

Aguascalientes - 5 1 1n
Baja California 1 13 66 50
Baja California Sur - 5 [ 7
Campeche . 8 2 22
Coahuila - 41 50 26
Calima - [ 8 63
Chiapas 1 12 20 10
Chihuahua - 31 28 15
Dstrito Federal - 3 " 40
Durango . 30 20 60
Guanajuate - 166 251 714
Gusrrero - 11 27 £
Hidalgo - [ 4 12
Jalisco 2 40 7 139
Mexico - 23 64 67
Michoacan 1 169 232 225
Morelos - 20 33 12
Nayarit - 1 3 24
Nuevo Lean - 23 27 195
Oaxaca - 45 15 68
Puebla - 15 120 285
(ueretaro - [ n n
Quintana Roo - 6 13 32
San Luis Potosi 1 17 32 64
Sinaloa 1 118 230 129
Sonora - 33 106 127
Tabasco - 2 7 12
Tamaulipas 1 26 a2 115
Tlaxcala - 2 0 a7
Veracuz - a Hn 55
Yucatan - 10 7 10
Tacatecas - 44 53 146

TOTAL 8 1047 1755 3080

Cuadro1. Casos de brucelosis de humanos 2013(SINAVE/DGE/SALUD 2014.)




1.2 Antecedentes historicos

El origen de la brucelosis humana se pierde en la historia, aunque el primer informe clinico se le
atribuye a Marston en 1859. El agente etioldgico fue descubierto a finales del siglo XIX por Sir David
Bruce, quien fue enviado a investigar a la Isla de Malta (Mediterranean Fever Commission) la causa
de un padecimiento febril que habia producido la muerte de un nimero considerable de soldados. El
germen se identificd en 1887 en el bazo de cuatros soldados fallecidos y fue denominado
Micrococcus melitensis.(17, 18) En 1896 Bang, un veterinario danés descubri6 el agente causal del
aborto bovino, que en un futuro se denomind B. abortus y en 1905 Themistokles Zammit documentd
el papel que tenian las cabras y el consumo de sus productos, como fuente de contagio para adquirir
la enfermedad.(17, 18) En 1914 Traum aislé un microorganismo en los fetos abortados de cerdos
que denomino B. suis. En 1920 la bacteriloga norteamericana Alice Evans comprobd la semejanza
de los microorganismos aislados por Bruce, Bang y Traum y sugirié designar el agente causal con el
nombre de Brucella, en honor a Sir David Bruce. Posteriormente se siguieron describiendo diferentes
especies de Brucella'y en 1956 Buddle y Boyce identifican B. ovis en carneros, en 1957 Stoenner y
Lackman aislan B. neotomae y en 1968 Carmicheal y Bruner describen B. canis en perros.
Recientemente se han descrito dos nuevas especies de Brucella denominadas B. pinnipediae, B.
ceti, B. microti'y B. inopinata.(17, 19)

En nuestro pais la primera descripcion de la enfermedad se realizé en 1905y 1906 por los doctores
Valenzuela y Carvajal. En 1921 el Dr. Manuel Vergara describe casos de brucelosis en la ciudad de
Puebla y en 1938 la infeccion alcanzé tal importancia que se organizé en el estado de Coahuila el
Primer Congreso Nacional de la Brucelosis. El doctor Maximiliano Ruiz Castafieda realiz6
importantes aportaciones en el diagnéstico de la brucelosis, generando uno de los medios de cultivo

que por muchos afios fue el mejor método para aislar a la bacteria.(17)




1.3 Estructura y caracteristicas del microorganismo

El género Brucella spp estd conformado por bacterias con morfologia de coco-bacilos, Gram
negativos, no moviles, no esporulados y sin capsula. Son microorganismos aerobios, aunque
algunas especies crecen mejor con bajas tensiones de CO2. Su metabolismo es de tipo oxidativo,
poseen oxidasa, catalasa, ureasa y reducen nitratos a nitritos. Debido a que no fermentan azucares
las pruebas de identificacion bioquimica tradicionales no son utiles en su caracterizacién. Las
pruebas empleadas en la identificacion de microorganismos de este género son; fagotipificacion,
crecimiento en medios con diferentes concentraciones de tionina y fucsina, produccién de la enzima
ureasa y produccion de H»S.(20) Cabe aclarar en este punto que la clasificacion de Brucella spp
como microorganismos aerobios, se debe primordialmente a las caracteristicas descritas en los
primeros ensayos desarrollados para conocer la biologia del agente. Actualmente, se sabe que la
bacteria es capaz de utilizar nitratos y oxigeno como aceptores finales de electrones en la cadena
respiratoria, una caracteristica que le permite a estos microorganismos sobrevivir dentro de células
eucariontes 0 en medios carentes de oxigeno.(20, 21) Poseen una envoltura celular peculiar: la
membrana externa (ME), la membrana interna y un espacio periplasmico intermedio. En el
periplasma hay proteinas y un gel glucopeptidico denominado peptidoglicano (PG) responsable de la
forma e integridad osmética de la bacteria.

La membrana externa de estos microorganismos se compone de fosfolipidos, proteinas y el
lipopolisacarido (LPS), actuando en conjunto como barrera reguladora del transporte y de la difusién
de nutrimentos hacia el interior del microorganismo; la membrana externa asi como el LPS son
estructuras altamente inmunogénicas.(22) Los antigenos de la ME de Brucella han sido objeto de
investigacion desde el punto de vista del diagnéstico y de la inmunoprofilaxis; este interés es
resaltado considerando que representan el punto de contacto inicial entre el patégeno y el
hospedador.(23) Las moléculas mejor caracterizadas corresponden a dos grupos: el lipopolisacarido

(LPS) y las proteinas de la membrana externa (OMPs: “outer membrane proteins”).




2. Factores de virulencia
Brucella es un parasito intracelular facultativo que ha evolucionado para poder sobrevivir dentro de
las células fagociticas profesionales y no profesionales, (24, 25) pudiendo permanecer sin ser
detectada por el sistema inmune, es capaz de inhibir la accion bactericida del suero, (26) asi como la
fusion fagosoma-lisosoma, evita la desgranulacién primaria y resiste a la actividad de la mayoria de
los antibidticos. Su resistencia a acciones bactericidas parece radicar en su habilidad de manipular
en cierto grado la respuesta del hospedador a su propio beneficio. La resistencia de Brucella en el
organismo puede deberse en parte a una circulacion intracelular alterada para evitar la fusion
fagolisosomal cuando la bacteria esta contenida en vacuolas especializadas en el reticulo
endoplasmico.(24, 26) A continuacién se describiran los principales factores de virulencia del género

Brucella.

2.1 El lipopolisacarido del género Brucella
El LPS del género Brucella posee una estructura quimica peculiar distinto al LPS presentado por otras
bacterias Gram negativas. Por ello, confiere unas propiedades especiales a la bacteria que le proporcionan
proteccidn frente a los mecanismos de defensa del organismo hospedador. Entre estas propiedades se
encuentran; una baja endotoxicidad, una alta resistencia a la degradacion por macréfagos y una baja
inmunogenicidad. Ademas, el LPS de Brucella spp. puede hallarse en fase lisa (S-LPS) o en fase rugosa (R-
LPS) segun la presencia 0 ausencia de cadenas polisacaridicas O en su estructura. Asi, las especies que
componen este género se dividen en lisas o rugosas.(27-30) Dentro de las seis especies clasicas de Brucella,
B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. neotomae poseen un S-LPS, mientras que B. ovis y B. canis son
especies naturalmente rugosas. Se ha observado que el LPS en fase lisa es muy importante para la virulencia
de la bacteria ya que mutantes rugosos obtenidos a partir de estirpes lisas se encuentran atenuados. Por
ello, el S-LPS ha sido ampliamente estudiado y estd considerado como un factor de virulencia en
este género. Sin embargo, cabe destacar, que tanto B. ovis como B. canis, sin presentar un LPS en
fase lisa, son virulentas en sus respectivos hospedadores y que en la actualidad, poco es lo que se
conoce sobre los posibles factores y mecanismos que se hallan implicados en el establecimiento del

proceso infeccioso de ambas especies.(31-37)
e Lipido A

Se ha observado que el lipido A de B. abortus, aunque es quimicamente diferente al de bacterias

Gram negativas clasicas, posee una estructura que esta presente también en algunos géneros de




las 0-2 Proteobacterias relacionados filogenéticamente con Brucella spp., como por ejemplo,
Ochrobactrum y Mesorhizobim.(38) El lipido A del género Brucella esta constituido por un esqueleto
disacarido de diaminoglucosa [2,3-diamino-2,3-didesoxi-D-glucosa unidos mediante enlace f (1-6)]
que puede estar en algunas ocasiones mono o bifosforilado en las posiciones 1" 6 1" + 4/
respectivamente.(39, 40) Por otra parte, a este esqueleto se encuentran unidos, mediante enlaces
éster y amida, B- hidroxiacidos [3-OH-C12:0 hasta VLCFAs (“Very long chain fatty acids”) como 27-
OH-C28:0 6 29-0H-C30:0] y otros &cidos grasos de cadena larga (C16:0 a C18:0).(38, 41) Hasta el
momento, no se ha detectado ni etanolamina ni otros azucares neutros formando parte de la
composicion del lipido A de Brucella, a diferencia de lo que sucede en ofras bacterias Gram
negativas.(42) Ademas, se ha observado que existe una fuerte asociacion entre proteinas de la
membrana externa y el lipido A, ya que cuando se obtienen extractos de LPS, éstos contienen
fragmentos de proteinas que no se eliminan mediante el empleo de los procedimientos

convencionales usados para enterobacterias.(27, 39) (Fig. 2)

En enterobacterias, el grado de heterogeneidad que presenta el lipido A es mayor debido a las
diferentes combinaciones en las que se pueden vincular los acidos grasos, los grupos fosfato, los
azucares neutros, la etanolamina y los diferentes tipos de azlcares amino que conforman la
molécula. En cambio, en el género Brucella, existen menos variantes de lipido A ya que la
heterogeneidad que presenta deriva del numero de acidos grasos unidos y de las posibles
diferencias que puedan existir entre ellos debidas practicamente a la presencia de 1 6 2 grupos
fosfato en las posiciones 1"y 4'.(8, 40) Ademas, se ha comprobado que el lipido A de Brucella es
poco endotoxico y que contribuye a la resistencia que muestra la membrana externa de este género

ala accién de antibioticos y péptidos cationicos.(43-46)
e Nucleo del LPS

Diferentes analisis cualitativos han demostrado que el nucleo oligosacaridico del LPS de B. abortus
estd constituido por é&cido 2-ceto-3-desoxioctulosonico (KDO), 2- amino-2-desoxiglucosa
(glucosamina), 2-amino-2,6-didesoxi-D-glucosa (quinovosamina), glucosa y manosa. Sin embargo,
no se han observado en su estructura otros componentes comunes del nucleo de otras a-

Proteobacterias, como heptosa, fosfatos o acido galacturonico.(40)




e Cadenas polisacaridicas O

Estas cadenas polisacaridicas, ligadas al nucleo y proyectadas hacia el exterior de la bacteria, se
encuentran presentes solamente en el LPS de especies lisas de Brucella. Son homopolimeros sin
ramificaciones de N-formilperosamina, con una longitud de cadena normalmente de entre 96 — 100
subunidades glicosidicas. Estos residuos estan unidos en algunas cepas exclusivamente por
enlaces a (1-2) (por ejemplo, en B. suis 1330 y B. abortus 544) y en otras sin embargo, mediante
enlaces a (1-2) y a (1-3) en diferentes proporciones (4:1 en B. melitensis 16M).(40, 47) Estas
uniones generan tres tipos basicos de epitopos en Brucella (el A, el My el C o comun) confirmados
todos ellos mediante estudios con anticuerpos monoclonales.(39, 48-51) Aparte de éstos, se ha
demostrado la existencia de otros epitopos que muestran reacciones cruzadas con Yersinia
enterolitica 0:9 (denominados C/Y).(52, 53)
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Fig. 2. Estructura del lipopolisacérido en fase lisa de Brucella spp.

2.1.2 Papel del lipopolisacarido de Brucella spp. en la modulacion de la respuesta

inmune innata del hospedador.

La peculiar estructura quimica que presenta el LPS de Brucella le confiere a la bacteria unas
propiedades que le permiten modular la respuesta inmune innata del organismo hospedador.
Fundamentalmente, se ha observado que el LPS se encuentra implicado en la resistencia de la

bacteria a la accion bactericida de péptidos cationicos y del complemento, y en la inhibicién de la




sintesis de diferentes mediadores inmunitarios necesarios para la activacion de distintos

mecanismos de defensa antimicrobianos.(30)
e Resistencia a péptidos catidnicos bactericidas.

Es bien conocido en la actualidad que el LPS de Brucella constituye una eficiente barrera protectora
frente a mecanismos bactericidas extracelulares y frente a la actividad antimicrobiana de células
fagociticas. Se ha demostrado que este género posee una elevada resistencia a una gran variedad
de péptidos catiénicos bactericidas tales como, defensinas NP-2, lactoferrina, cecropina, lisozima,
péptidos derivados de bactenecina y polimixina B, asi como también a extractos lisosomales de
leucocitos polimorfonucleares.(44-46, 54, 55) Se ha postulado que la responsable de esta marcada
resistencia es la estructura quimica que posee el LPS. Asi, el hecho de que el nicleo oligosacaridico
y el lipido A no presenten muchos constituyentes cargados negativamente, como por ejemplo,
azucares &cidos o grupos fosfatos, facilita la agregacién de moléculas de LPS a través de sus acidos
grasos, evitando la unién y penetracion de los péptidos cationicos.(30, 56) Resulta por ejemplo
sorprendente, la ausencia del azucar basico 4-amino-arabinosa (arabinosamina) en el lipido A de
Brucella, ya que en otras bacterias Gram negativas, este azucar actua neutralizando la carga
negativa neta de la estructura, lo que aumenta la resistencia de la membrana externa a la accién de
estos péptidos antimicrobianos.(40) Por otra parte, se ha indicado que la estructura del nucleo
oligosacaridico de Brucella crea por si misma un bloque estérico que dificulta el acceso de
policationes tanto al KDO como a otros grupos anionicos del lipido A, contribuyendo asi a
incrementar la resistencia a estos agentes bactericidas.(40, 54) Ademas del papel relevante que
presenta el complejo nucleo-lipido A en la proteccion frente a los péptidos catiénicos, se ha
propuesto también una posible implicacion de las cadenas polisacaridicas O, ya que podrian
disminuir la exposicién de grupos anionicos del LPS.(54) Sin embargo, B. ovis PA, una especie
naturalmente rugosa carente de cadenas O, muestra una mayor resistencia a la accion del polication
bactericida polimixina B que algunas cepas lisas de Brucella, lo que revela que esta cepa presenta

propiedades particulares en su membrana externa.(46, 55)
¢ Inhibicién del sistema del complemento.

Se ha demostrado que el LPS de Brucella también se encuentra involucrado en la inhibicion de la
cascada del complemento, lo que favorece la supervivencia extracelular de este patdégeno.(26, 31,

57, 58) Segun varias evidencias experimentales obtenidas en diversos estudios, parece ser que las




especies de Brucella inducen una débil activacion de la ruta alternativa del complemento, estando
solamente implicadas en la eliminacion del patdgeno, la ruta clésica y la mediada por las
lectinas.(59) Se ha observado que B. abortus posee una particular resistencia a sueros no inmunes,
la cual es debida en parte, a que las cadenas polisacaridicas O de su LPS bloguean el acceso de
C1q (subunidad proteica del primer componente del complemento en la ruta clasica) a las proteinas
de la membrana externa de Brucella spp.(26, 57) Este hecho ha llevado a formular la hipétesis de
que las cadenas O, por su longitud y densidad, podrian enmascarar posibles receptores para el
complemento, actuando ademas como un escudo protector frente a este mecanismo defensivo. (27,
57) Sin embargo, la resistencia que presenta el género Brucella a la lisis por el complemento no
depende exclusivamente de la presencia de estas cadenas polisacaridicas en la molécula de LPS,
ya que se ha observado que especies naturalmente rugosas muestran una menor o igual
sensibilidad que cepas lisas a la actividad de suero no inmune de cordero.(46, 60) Por tanto, deben
existir otras diferencias en la superficie de las especies de Brucella que expliquen este distinto
comportamiento.(55) Recientemente, se ha indicado que la fosfatidilcolina, un fosfolipido tipicamente
relacionado con células eucariotas y que se encuentra en abundancia en la membrana externa de
Brucella, podria estar involucrada en la resistencia mostrada por este género tanto al complemento

como a los péptidos antimicrobianos.(61)
e Interferencia con la respuesta inmunitaria del organismo hospedador.

El LPS, uno de los principales componentes de la superficie de Brucella spp., aparte de constituir
una eficiente barrera protectora para la bacteria, también interfiere con la respuesta inmunitaria que
pone en marcha el organismo hospedador en defensa a la infeccion. Asi, impide el acceso de
moléculas efectoras del sistema inmune, tales como los anticuerpos, a otros componentes de la
membrana externa que se encuentran enmascarados por €l. Por ejemplo, se ha observado mediante
ensayos realizados por citometria de flujo, ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) y miscroscopia
electrénica, que en cepas rugosas de Brucella, la unién de anticuerpos monoclonales especificos
frente a proteinas de membrana externa (PMEs) es mayor que en cepas lisas, en las cuales, la

presencia de cadenas O hace que la accesibilidad de las PMEs sea menor.(62)

Por otro lado, diversas investigaciones han demostrado que la actividad endotdxica que presenta el
LPS del género Brucella es muy baja en comparacion con otras moléculas de LPS de bacterias

patégenas Gram negativas.(27, 43, 63) Esta peculiar propiedad se considera que pueda ser una




adaptacion evolutiva a una vida intracelular ya que esta caracteristica se ha observado también en
otros patogenos intracelulares, tales como Bartonella y Legionella. Debido a esa baja endotoxicidad
que posee, el LPS de Brucella es un débil inductor de la respuesta inflamatoria del organismo
hospedador.(27, 64, 65) Se ha indicado que las cadenas polisacaridicas O podrian tener un papel
relevante en la prevencion de la induccion de la sintesis de citocinas en macrofagos, ya que podrian
impedir el reconocimiento de posibles patrones moleculares asociados con el patégeno (‘Pathogen
associated molecular patterns”, PAMPSs) por parte de receptores de células inmunes, tales como, los
receptores tipo Toll (“Toll-like receptors”, TLRs).(66, 67) El hecho de que Brucella spp. interfiera en el
desarrollo de un correcto patrén de citocinas durante los primeros estadios del proceso infeccioso
desencadena por un lado, que la respuesta inmune innata no sea lo suficientemente eficiente y por
otro lado, que la respuesta inmune adaptativa no se establezca adecuadamente ya que ésta
depende de las primeras sefiales emitidas tras detectar al microorganismo patégeno. Dentro de las
citocinas que ejercen un papel importante en la organizacién de la respuesta inmune frente a
Brucella spp. se encuentran la interleucina 12 (IL12), el interferon gamma (INFy) y el factor de

necrosis tumoral (TNFa).(68)

El TNFa, secretado por las células Ty del sistema inmune al activarse por mecanismos que todavia
se desconocen y por los macréfagos tras ser infectados, actua activando a los propios macréfagos y
a las células NK (“natural killer”) de la respuesta innata.(69) Se ha observado que B. suis inhibe la
sintesis de TNFa por macréfagos humanos, accion que favorece al establecimiento de la infeccién
en el hospedador debido a que también repercute en la maduracion de las células presentadoras de
antigeno profesionales: las células dendriticas.(70, 71) Por otra parte, al no producirse la activacion
del macréfago, éste no sintetiza IL12, una citocina clave ya que es la responsable de que los
linfocitos T CD4+ se diferencien hacia el subtipo celular Th1, conduciendo al sistema inmune a una
respuesta adaptativa fundamentalmente celular.(72) Un componente crucial en esta respuesta
celular es el INFy producido por los linfocitos Th1 y CD8+ y por las células NK'y Ty, el cual actua
como un potente inductor de la actividad bactericida de los macréfagos y de los linfocitos CD8+.(68,
69, 73, 74)




2.2 Proteinas de la membrana externa mayoritarias del género Brucella.

Las proteinas de membrana externa (PMEs) del género Brucella fueron inicialmente estudiadas
debido al fuerte potencial que presentaban como antigenos inmunogénicos y protectores. Asi, a
principios de los afios 80, se identificaron las primeras PMEs a partir de fracciones insolubles de
dodecil sulfato de sodio (SDS-I) de la pared celular de B. abortus 99.(75, 76) En ellas se observo la
presencia de dos PMEs mayoritarias, las cuales se encontraban estrechamente asociadas al
péptidoglicano, siendo necesaria una digestion con lisozima para separarlas de él.(75) Estas dos
proteinas, con una masa molecular aparente de 25 - 27 y 36 - 38 kDa, fueron posteriormente de
nuevo identificadas por Verstreate et al. en 1982 mediante extracciones con otros detergentes. Se
designaron entonces dos grupos de proteinas mayoritarias: el grupo 2 constituido por las proteinas
de 36 - 38 kDa y el grupo 3, constituido por las de 25 - 27 kDa. Adicionalmente, se propuso también
el grupo 1, en el cual se incluyeron proteinas que presentaban una abundancia minoritaria en la

composicidn de la membrana externa, con una masa molecular aparente de 89 — 94 kDa.(77)

Los genes omp2a'y omp2b, que codifican las PMEs del grupo 2, fueron los primeros en ser clonados
y secuenciados. Se ha visto que estos dos genes, orientados en direcciones opuestas, se
encuentran ubicados muy cercanos en el genoma de Brucella (separados unicamente por 900 pb),
presentando ademas un alto grado de identidad entre ellos (>85 %).(78, 79) Ambos genes han sido
muy Utiles en la tipificacion molecular por PCR-RFLP (reaccién en cadena de la polimerasa-
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion) de diferentes especies y biovariedades de
Brucella, ya que poseen un cierto grado de polimorfismo debido, al menos en parte, a un fenémeno
de conversidn génica entre los dos genes homdlogos.(80-86) Hasta el momento, y a pesar de que se
ha conseguido la expresion de los dos genes en E. coli, en Brucella spp. solamente se ha podido
detectar el producto de omp2b: una proteina con actividad porina de 36 kDa, siendo la Unica
constituyente del grupo 2 de las PMEs.(79, 87, 88) En lo que se refiere al grupo 3 de PMEs, aparte
de la inicialmente descubierta en B. abortus y hoy conocida como Omp25, se incluyé en él, otro
miembro identificado a partir de fracciones SDS-I de B. melitensis B115.(75) Esta PME, mayoritaria y
con una masa molecular aparente de 31 — 34 kDa, se encuentra también fuertemente asociada al
péptidoglucano.(88-90) Ademas se ha observado que posee la capacidad de formar oligdmeros
resistentes a la desnaturalizaciéon por dodecil sulfato de sodio (SDS) a bajas temperaturas, por lo
que se ha sugerido que podia tratarse de una porina, ya que esta caracteristica se ha descrito en

varias proteinas bacterianas de este tipo. Actualmente, esta PME se conoce como Omp31.(91)




Se ha observado que estas proteinas mayoritarias, cuando son separadas por electroforesis en
geles de acrilamida y detectadas mediante Western Blot, presentan una variacion en la masa
molecular aparente y muestran un perfil de bandas maltiples. La causa de este fendmeno todavia
no ha podido ser clarificada, aunque se ha relacionado con la union de las proteinas a subunidades
de péptidoglucano de diferentes tamarios, con la formacién de oligdmeros que puedan modificar su
punto isoeléctrico y con la fase de crecimiento en la que se encuentre la bacteria. (90-93)En el caso
de la proteina Omp25, se han encontrado indicios de que podria tratarse de una glicoproteina, por lo

que el perfil multiple de bandas podria deberse a una heterogeneidad en la parte oligosacaridica.

Por otra parte, tanto Omp25 como Omp31, poseen un cierto grado de homologia con otras proteinas
de microorganismos incluidos también en las a-Proteobacterias. Asi, Omp25 y Omp31 presentan un
porcentaje de identidad cercano al 40 % con la proteina RopB, un miembro de la familia de PMEs
RopB, recientemente caracterizada en Rhizobium leguminosarun.(91, 94, 95) Ademas, también se
ha observado que la proteina Omp31 muestra alrededor de un 32 % de identidad con HbpA, la cual
pertenece a la familia de proteinas fijadoras de hemina Hbp de Bartonella quintana.(96) Debido a
esto, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha comprobado que la proteina Omp31 de
B. suis posee una cierta capacidad para unir hemina, y que la expresion del gen que la codifica, se

induce cuando la bacteria se cultiva en condiciones con limitacién de hierro.(97)

En la ultima década, tras la publicacion de la secuenciacion de los genomas de varias cepas de
Brucella, tales como B. melitensis 16M, B. suis 1330 o B. abortus 9-941, se descubrié la existencia
de cinco genes que codificaban proteinas homologas a las dos PMEs del grupo 3 previamente
mencionadas.(98-101) En la actualidad, estas cinco proteinas denominadas Omp31b, Omp25b,
Omp25¢, Omp25d y Omp22, junto con Omp25 y Omp31, constituyen la familia de PMEs
Omp25/0mp31. Tanto las proteinas que componen dicha familia, como los genes que las codifican,
han sido objeto de numerosos estudios que, como se expone en el siguiente apartado, han

demostrado su relevancia en distintos aspectos.(99, 101)




2.2.1 Caracteristicas de las proteinas de membrana externa que componen la familia
Omp25/0mp31.

El andlisis de la secuencia de aminoacidos que poseia cada componente, revel6 el porcentaje de
identidad existente entre las siete proteinas que conforman esta familia. Asi, Omp25 y Omp31
presentan un 34 %; Omp25b, Omp25¢ y Omp25d, un 56 - 58 % entre ellas y aproximadamente un
40 % con Omp25; Omp31 y Omp31b, un 67 % entre si y un 30 % respecto a Omp25 y finalmente,
Omp22 (también conocida como Omp3b) muestra alrededor de un 25 % de identidad con las
proteinas Omp25 y Omp31, siendo la menos relacionada con los otros miembros. Se ha
comprobado ademas que todas ellas presentan caracteristicas tipicas de proteinas que son
transportadas hasta la membrana externa de bacterias Gram negativas, como un residuo
fenilalanina en su extremo C-terminal y un motivo comun en el extremo N-terminal (AXAAD),

correspondiente al punto de corte del péptido sefal.(99, 101)
2.2.2 Utilidad como antigenos de diagnéstico y vacunas subcelulares.

Como ya se ha indicado previamente, uno de los principales inconvenientes que presentan las cepas
lisas vacunales atenuadas de Brucella que se emplean actualmente para la profilaxis de la
enfermedad, es que inducen la produccion de anticuerpos frente al S-LPS en el animal vacunado.
Este hecho imposibilita la diferenciacion entre los animales vacunados y los infectados por cepas
lisas de Brucella mediante el diagndstico seroldgico tradicional, ya que éste se basa en la deteccion
de anticuerpos anti-LPS generados durante el proceso de infeccion. Por ello, una posible alternativa
para evitar dicho problema, seria el desarrollo de nuevas pruebas de diagndstico que se
fundamenten en antigenos que no desencadenen una respuesta inmune en el animal vacunado. Por
la localizacion que presentan, las PMEs mayoritarias de Brucella spp. son unas buenas candidatas
para suplir este papel, y para ademas, constituir posibles antigenos protectores que permitan la
obtencién de nuevas vacunas subcelulares recombinantes mas especificas y sin los inconvenientes

que presentan las vacunas actuales.

En las Ultimas décadas, se han realizados diversos estudios que han puesto de manifiesto la escasa
relevancia que presentan las PMEs como antigenos protectores y de diagndstico frente a infecciones
producidas por cepas lisas de Brucella. Se ha sugerido que probablemente, esto se deba a que las
cadenas polisacaridicas O del S-LPS enmascaran las PMEs, dificultando tanto la generacion de una

respuesta inmune especifica frente a ellas como su accesibilidad a los anticuerpos. (62, 102) Por el




contrario, en las cepas rugosas de Brucella, tales como B. ovis y B. canis, este problema no se
presenta ya que su LPS carece de cadenas O, por lo que las PMEs, al estar expuestas en la
superficie bacteriana, pueden tener un papel mas importante como antigenos para el diagnéstico

seroldgico y desarrollo de vacunas mas especificas.(103, 104)

Dentro de las proteinas mayoritarias del género Brucella, la més estudiada en este campo ha sido la
proteina Omp31, perteneciente a la familia de PMEs Omp25/0mp31. Asi, investigaciones realizadas
mediante el empleo de la técnica de Western Blot y proteinas recombinantes, han revelado que la
proteina Omp31 de B. ovis podria constituir un buen antigeno de diagndstico frente a las infecciones
causadas por esta especie rugosa en carneros. En contraste, la proteina Omp31 recombinante de B.
melitensis no ofrecié tan buenos resultados, probablemente debido a las diferencias antigénicas que
existen entre ambas proteinas, puestas de manifiesto mediante reactividad con anticuerpos.(103,
104)) Por otra parte, el interés que ofrecia la proteina Omp31 como un antigeno protector frente a B.
ovis, fue inicialmente estudiado mediante inmunizacion pasiva de ratones con un AcM frente a esta
proteina.(105) Posteriormente, se demostrd que la proteina recombinante Omp31 de B. melitensis,
sola o asociada con R-LPS, inducia proteccion frente a la infeccion causada por B. ovis en
raton.(106)

Ademas se ha observado que dicha proteina genera una respuesta inmune especifica humoral y
celular en carneros, aunque todavia no se ha demostrado que sea capaz de proteger frente a la
infeccion por B. ovis, tal y como sucede en raton.(60) También se ha probado una vacuna de ADN
basada en el gen omp31 en raton, y se ha observado que a pesar de que induce una respuesta
inmune humoral baja, genera una importante respuesta T-citotdxica especifica que protege frente a
la infeccidn por B. ovis e incluso, por la cepa lisa B. melitensis H38S.(107, 108) En los ultimos afios,
se han llevado a cabo diversas investigaciones enfocadas a mejorar la capacidad protectora de
dicha vacuna de ADN. Asi, se ha comprobado que la utilizacion como vacuna de una quimera
compuesta por la enzima lumazina sintasa de Brucella (una proteina altamente inmunogénica) y por
el epitopo de reconocimiento de 36 aminoacidos presente en la parte mas hidrofilica de la proteina
Omp31, es mas eficaz frente a la infeccion por B. melitensis y B. ovis en ratén, e incluso, por ésta
ultima en carneros.(91, 103, 109, 110) También mediante el empleo de una vacuna de ADN, se han
obtenido datos que sefialan una posible actividad protectora de la proteina Omp25 frente a la

infeccion por B. melitensis 16M en ratén.(111)




2.2.3 Polimorfismo de ADN.

Tras la descripcion del género Brucella como monoespecifico mediante los analisis de hibridacion
ADN -ADN llevados a cabo, se han realizado numerosos estudios encaminados a encontrar
marcadores moleculares estables capaces de diferenciar las seis especies clasicas del género y sus
biovariedades.(90) Esta diferenciacion molecular resulta muy importante para la caracterizacion de
aislados de Brucella y descripcion de nuevas especies ya que es mas sensible, reproducible, répida
y especifica que las pruebas fenotipicas realizadas tradicionalmente. En este aspecto, los genes de
la familia omp25/omp31, al igual que los genes omp2a 'y omp2b, han sido de gran utilidad debido al

polimorfismo que presentan. (83, 85, 99)

Diversos estudios de polimorfismo de ADN han demostrado que, a pesar de que los genes de la
familia omp25/omp31 se encuentran bastante conservados dentro del género Brucella, existen
pequefias variaciones entre las especies que repercuten de manera importante en las proteinas que
codifican.(99, 101) Asi, se ha descubierto que la proteina Omp31 no se sintetiza en ninguna de las
cepas de referencia de las distintas biovariedades de B. abortus debido a una delecién en su
genoma de 25 kb que involucra al gen omp31 y también, a otros 22 genes hipotéticos, homologos a
genes implicados en la sintesis de un polisacarido en otras bacterias.(85) Ademas se ha
comprobado que B. ovis posee 9 sustituciones nucleotidicas con respecto al gen omp31 de B.
melitensis, que hacen que la proteina que codifica se diferencie en 7 aminoacidos de la Omp31 de
B. melitensis.(103) Este hecho conduce a la existencia de diferencias antigénicas entre las dos
proteinas, las cuales podrian implicar también, una distinta inmunogenicidad de ambas en el
transcurso de la infeccion. Algo similar se ha descrito para la proteina Omp25; se ha demostrado
que el gen omp25 de B. ovis porta una delecion de 36 pb en la regién terminal 3', la cual, también
modifica las propiedades antigénicas que presenta la proteina Omp25 con respecto a la
perteneciente a B. melitensis.(112) Ademas, se ha observado mediante Western Blot, que dicha
delecién causa una disminucion de cerca de 1 kDa en la masa aparente de la proteina Omp25 de B.
ovis, reflejada en la aparicion de una banda de 24 kDa en lugar de la de 25 kDa correspondiente a la

misma proteina de B. melitensis.(112)

En cuanto al resto de los componentes de la familia de proteinas de membrana externa
Omp25/0mp31, poco es lo que se conoce de ellas, aunque las cinco PMEs han sido detectadas

experimentalmente en al menos, una especie de Brucella. Asi, Omp31b ha sido identificada en B.




abortus y en B. suis;(93) Omp25b en B. melitensis y B. suis, Omp25c en B. melitensis, B. abortus y
B. suis 'y Omp22 en B. abortus (141).(93, 101) En el caso de la proteina Omp25d, su deteccion ha
resultado ser mas complicada, teniéndose solamente indicios de su expresion en B. suis.(101) Sin
embargo, hasta el momento, todavia no existe ningun trabajo enfocado especificamente al anélisis
de la presencia de cada una de las PMEs que componen esta familia en las diferentes especies de
Brucella.(113)

La realizacion de un trabajo dirigido a estudiar el polimorfismo de ADN de la familia de genes
omp25/omp31, ha generado informacion adicional sobre la distribucion de estas otras cinco PMEs
en el género Brucella. Este estudio reveld que los genes que las codifican se encuentran bastante
conservados en este género, aunque presentan algunas diferencias importantes entre especies con

implicaciones en la proteina codificada.(99) Entre éstas, destacan:

e La existencia de una delecion de 232 pb en el extremo 5’ terminal del gen omp31b de B.
melitensis, que elimina tanto el sitio de union al ribosoma como el codon de inicio de la
traduccion de la proteina, impidiendo probablemente que se sintetice la proteina Omp31b en
esta especie. Ademas, tanto en B. ovis como en B. canis, debido a una sustitucion
nucleotidica, el gen omp31b presenta un codén prematuro de terminacion de la traduccién
que acorta la proteina y por lo tanto, probablemente, la proteina Omp31b no se localice en la
membrana externa de estas dos especies al perderse el residuo fenilalanina terminal
presente en las PMEs y que es esencial para una correcta translocacién de la proteina.(114)

e El hallazgo de una delecion de 15 kb en B. ovis que incluye a omp25b, por lo que esta
proteina no se hallaria presente en la membrana externa de esta especie rugosa.(99)
Ademas, en este estudio se pudo observar que esta delecion afectaba también a otra serie
de genes, entre los cuales se encontraron wboA y wboB, implicados en la sintesis de las
cadenas polisacaridicas O del lipopolisacarido.(33, 36) Esto explicaria el fenotipo rugoso
que presenta B. ovis, sin embargo, la presencia de estos dos genes en la bacteria mediante
complementacion, no confirio el fenotipo liso a esta especie.(99) Por tanto, otros genes
involucrados en la sintesis del lipopolisacarido en fase lisa se hallan defectuosos o ausentes
en B. ovis, tal y como se ha demostrado recientemente.(115) Adicionalmente, se ha
sefialado que este fragmento de ADN que se encuentra delecionado en B. ovis, podria
tratarse de una isla gendmica, ya que cumple con las caracteristicas descritas para las

mismas. Asi, se ha sugerido que esta isla gendmica podria haber sido adquirida por el




ancestro comun de Brucella mediante transferencia horizontal, y posteriormente, haberse
escindido en B. ovis.(116)

e Porotro lado, en B. abortus, B. canis y en algunas cepas aisladas de mamiferos marinos, se
detectd la presencia de una insercion o una delecion de un nucleétido en el gen omp25b, la
cual hace que la proteina sintetizada sea significativamente mas corta y ademas, pierda el
residuo fenilalanina C- terminal necesario para ser exportada a la membrana externa. Por
ello, no se espera la presencia de la proteina Omp25b en la membrana de dichas cepas. En
algunas cepas aisladas de cetaceos, se observo incluso, una inversion de un fragmento de
ADN de 1747 pb en la zona donde se ubica el gen omp25b y que también provocaria en
estas cepas, la sintesis de una Omp25b truncada y posiblemente no funcional.(114)

e En cuanto a los genes omp25¢, omp25d'y omp22, se vio que estaban bastante conservados
en este género, por lo que se espera que las PMEs que codifican se encuentren formando
parte de la membrana externa de las seis especies clasicas de Brucella y de cepas
procedentes de mamiferos marinos, con la excepcién quizas, de la ausencia de Omp22 en

algunas cepas aisladas de cetaceos.(99)

Por ultimo, cabe sefialar, en los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios sobre
polimorfismo que incluyen los genes que componen la familia omp25/omp31, y han permitido el
hallazgo de marcadores especificos permitiendo identificar mediante PCR mudiltiple, las seis especies
clasicas del género Brucella, e incluso también, las nuevas especies descritas recientemente.(117-
119)

2.2.4 Implicacion en la virulencia.

Como ya se ha mencionado anteriormente, las PMEs se encuentran expuestas en la superficie de la
bacteria y entran en contacto directo con las células y los efectores de la respuesta inmune del
organismo hospedador, por lo cual también son unas buenas candidatas a ser importantes factores
de virulencia de las especies de Brucella. Por tanto, su estudio dentro de este campo es de gran
interés, ya que puede proporcionar un conocimiento mas amplio sobre los mecanismos de virulencia
empleados por este género y podria ademas, permitir el desarrollo de nuevas vacunas atenuadas

mejores a las existentes actualmente.




En los dltimos afios se han llevado a cabo varias investigaciones con el objeto de determinar la
influencia que ejercen las PMEs de la familia Omp25/0mp31 en la virulencia del género Brucella.
Asi, por ejemplo, se ha observado que cepas mutantes de B. melitensis, B. abortus y B. ovis que no
sintetizan la proteina Omp25, se encuentran atenuadas en ovejas (B. melitensis), en cabras (B.
abortus) y en raton (todas ellas).(120, 121) Hasta el momento no se conoce con exactitud la razon
de esta atenuacion, pero podria estar relacionada con el hecho de que se ha demostrado que la
proteina Omp25 de B. suis se encuentra involucrada en la inhibicion de la produccion de TNFa por
parte de macréfagos humanos.(122) De acuerdo con esto, en infecciones causadas por cepas
mutantes Aomp25, las células inmunes llevarian a cabo una completa sintesis de esta citocina
proinflamatoria y se activarian correctamente los mecanismos antibacterianos de defensa del
organismo hospedador, los cuales podrian ser responsables de la atenuacién mostrada por estas
mutantes de Brucella. Asimismo, también se ha comprobado que la proteina Omp25 esta implicada
en la permeabilidad de B. suis en medio acido, el cual, es necesario para que esta bacteria inicie con
éxito el parasitismo intracelular.(123) Por otra parte, se ha observado que en cepas mutantes de B.
abortus 2308 en el sistema regulador de dos componentes bvrB/bvrS que se hallan atenuadas, se
expresa menos el gen omp25 'y la proteina Omp25 practicamente no se sintetiza.(124-126) Por ello,
se ha sugerido que la reduccion de la virulencia de estos mutantes podria ser debida, al menos en
parte, a la ausencia de esta proteina en la bacteria. Sin embargo, resultados obtenidos en otros
estudios han demostrado que cepas de B. abortus 2308 y B. ovis PA que portan el gen omp25
inactivado, no se encuentran atenuadas en raton, lo que descarta la implicacion de la proteina

Omp25 en la virulencia de estas cepas. (46, 127)

En cuanto a la otra proteina mayoritaria que compone esta familia de PMEs, Omp31, se sabe que no
es necesaria para la virulencia de B. abortus, ya que en esta especie no esta presente el gen que la
codifica debido a una delecion en su genoma.(103, 128) Asimismo, se ha demostrado que tampoco
afecta a la virulencia de la cepa vacunal B. melitensis Rev1 en ratén, aunque cabe destacar que
dicha cepa presenta niveles de la proteina Omp31 inferiores a los observados en la cepa parental de
la que procede, por lo que no puede descartarse que este hecho esté relacionado con la atenuacion
de esta cepa.(112, 124) Por otro lado, también se ha comprobado, que la ausencia de esta proteina
en la membrana externa de la cepa B. ovis PA, a pesar de que reduce en un logaritmo los niveles
maximos de colonizacion esplénica de la bacteria en ratén, no disminuye su persistencia en
bazo.(46)




En contraste, se ha demostrado que la inactivacion de los genes omp25d y omp22 en B. ovis PA
provoca una fuerte atenuacion de la virulencia de esta cepa naturalmente rugosa en raton. Asi, la
cepa mutante Aomp22 presentd unos niveles muy bajos de colonizacion esplénica en la primera
semana post-infeccion (p.i.), siendo completamente eliminada del bazo en la segunda semana p.i.,
mientras que el mutante Aomp25d no se detecto6 a partir de la tercera semana p.i.. El hecho de que
ambos mutantes mostraran defectos en su membrana externa menores o iguales a los observados
en otras cepas mutantes en genes de la misma familia que no se estaban atenuadas sugiere que las
proteinas Omp25d y Omp22 podrian estar directamente involucradas en la virulencia de B. ovis PA,
pudiendo tener un papel importante en la penetracién y/o en la multiplicacién de este
microorganismo en las células hospedadoras.(46) Por el contrario, en el caso de los mutantes de B.
abortus 2308 en el sistema regulador de dos componentes bvrR/IbvrS (129) mencionados
anteriormente, a pesar de que se ha observado que tampoco sintetizan la proteina Omp22 y que se
ha llegado a pensar que su ausencia podria estar relacionada con la atenuacién que muestran
dichas cepas en raton, no se ha podido demostrar su implicacién en la virulencia de esta cepa
lisa.(101, 125)




2.3 Sistema de secrecion Tipo IV

El Sistema de Secrecidn de Tipo IV (T4SS) es un complejo multiproteico situado en la envoltura de
los microorganismos, cuya funcion principal es la de secretar macromoléculas al exterior. Se ha
observado que este sistema se encuentra presente en patdgenos Gram negativos, como
Agrobacterium tumefaciens, Bordetella pertussis, Helicobacter pylori o Legionella pneumophila, en
los cuales interviene transfiriendo moléculas de ADN, toxinas o proteinas efectoras desde el
patégeno bacteriano a las correspondientes células hospedadoras.(130, 131) El T4SS mejor
estudiado hasta el momento es el perteneciente a A. tumefaciens. Esta formado por 11 proteinas
que se disponen de la siguiente manera: VirB6-VirB10 forman un ndcleo poroso en el espacio
periplasmico que atraviesa las dos membranas de la envuelta celular; por encima de él,
mayoritariamente subunidades de VirB2 y VirB5, conforman una estructura en la superficie de la
bacteria mediante la cual ésta se pone en contacto con la célula hospedadora;(132) las proteinas
VirB4 y VirB11, junto con VirD4 localizada en el citoplasma, son las que proporcionan la energia
suficiente al sistema para que ejerza su funcién biologica, ya que son NTPasas; VirB3 parece ser
una proteina de membrana interna cuyo extremo C- terminal reside en el citoplasma y que participa
en la unién de las subunidades VirB2 y VirB5; y finalmente, VirB1 es una proteina que presenta
actividad litica transglicosilasa que probablemente sea utilizada para facilitar el ensamblaje de los

componentes del sistema T4SS mediante degradacion del péptidoglucano.(133)

En el género Brucella, la presencia del T4SS se detecto inicialmente en B. suis al identificarse en un
mutante atenuado de esta cepa, las secuencias cromosdmicas que se habian visto interrumpidas
por insercion de un transposon. Asi, se vio que éstas contenian genes homologos a virB9 y virB10
de Agrobacterium tumefaciens.(134) Actualmente se sabe que el T4SS de Brucella spp. se
encuentra codificado por el operdn virB, el cual esta formado por 12 genes (virB1 a virB12) que se
transcriben a partir de un unico promotor localizado delante de virB1. En el caso de Brucella spp., se
ha observado que la NTPasa VirD4 no se encuentra formando parte de su T4SS. Sin embargo, a
cambio de la pérdida de un homdlogo de esta proteina, este género presenta un gen extra en el
operon: virB12. Se ha observado que éste codifica una proteina que presenta un motivo consenso
de lipoproteinas y la secuencia sefial para ser exportada a la membrana externa del

microorganismo.(135)




Hasta el momento, existen evidencias genéticas y bioquimicas que indican que el T4SS del género
Brucella realiza una funcion similar a la que lleva a cabo el de Legionella pneumophila; secretar
proteinas efectoras a la célula hospedadora que alteran el tréfico intracelular de la bacteria.
Recientemente se han identificado posibles proteinas efectoras secretadas por el T4SS de B.
abortus 2308, como una chaperona (Dnak), una peptidil-prolil isomerasa (PPlasa), una coloil-glicina
hidrolasa (CGH) y dos proteinas designadas como VceA y VceC (ésta ultima secretada también por
B. suis 1330).(136) Aunque se desconoce la funcion biologica que poseen estas moléculas efectoras
transportadas por esta maquinaria, se ha demostrado que la expresion del operon virB es necesaria
para que se lleven a cabo las asociaciones entre las BCVs y el reticulo endoplasmatico, esenciales
para el desarrollo del fagosoma replicativo.(137) Asi, se ha comprobado que las vacuolas que
transportan cepas mutantes en este operdn de estirpes lisas de Brucella (B. melitensis, B. abortus y
B. suis) no interacttan con el reticulo endoplasmatico y se fusionan con los lisosomas,
degradéndose la bacteria en los fagolisosomas resultantes.(137, 138) De acuerdo con estos
resultados, se ha observado una marcada atenuacion de estas cepas mutantes en comparacion con
las cepas parentales correspondientes, tanto en cultivos celulares de macréfagos, de células Hela y
de células dendriticas como en los modelos animales, (ratdn).(134) Estos estudios parecen indicar
ademas, que virB1, virB7 y virB12 son los genes menos esenciales para la virulencia del género
Brucella.(139)

Por otra parte, se ha identificado en B. suis una proteina periplasmica denominada BvfA que aparte
de ser necesaria para la virulencia de la bacteria, se ha observado que el gen que la codifica
muestra un patron de regulacion similar al de los genes virB, expresandose cuando se produce la
acidificacion dentro de la vacuola. Aunque se desconoce en la actualidad la funcién la cual lleva a
cabo, este hecho hace pensar que se encuentra involucrada en el establecimiento del nicho de

replicacion intracelular de Brucella.(139)

Finalmente, algunos trabajos han sefialado que el operdn virB podria estar también involucrado en la
entrada de las estirpes lisas de Brucella en los macréfagos a través de la via mediada por las
‘balsas lipidicas”.(140, 141) Sin embargo, la obtencién de ofras evidencias experimentales
contradictorias, ponen en duda la implicacion del T4SS en este proceso.(142) Por el contrario, si
esta totalmente aceptado que este sistema desempefia un papel importante en la citotoxicidad que
muestran mutantes rugosos derivados de especies lisas de Brucella en cultivos de macréfagos

murinos.(141)




2.4 Sistemas reguladores de dos componentes

Los sistemas de dos componentes son el mecanismo predominante para la transduccion de sefiales
en bacterias y estan tipicamente compuestos por una proteina histidina quinasa sensora y un factor
de regulacion de la expresion génica. Mediante la utilizacion de estos sistemas, la bacteria es capaz
de ajustar individualmente la transcripcion de ciertos genes en respuesta a un estimulo ambiental.
En el género Brucella se ha detectado la presencia potencial de mas de 20 sistemas de dos
componentes mediante el andlisis de su genoma, sin embargo pocos son los que han sido

confirmados y descritos hasta el momento.(143)

El anélisis de diversas cepas mutantes de B. abortus 2308 que mostraban una reducida resistencia
al péptido catiénico polimixina B, condujo al descubrimiento en este género del denominado sistema
regulador de dos componentes BvrR/BvrS.(129) Un estudio filogenético reveldé ademas, que éste
presentaba homologia con los sistemas de dos componentes Chvl/ChvG y Chvl/ExoS de
Agrobacterium tumefaciens y Sinorhizobium meliloti respectivamente, los cuales estan involucrados
en las relaciones de patogenicidad y de simbiosis que establecen estas bacterias con las células

eucariotas vegetales.(144)

El estudio de las cepas mutantes en el sistema regulador de dos componentes bvrR/bvrS de B.
abortus 2308 que se hallaban atenuadas en cultivos celulares y en ratdn, revelaron que este sistema
se encuentra implicado en el control de la expresion de genes responsables de mantener la
integridad de la envoltura celular de esta bacteria.(129, 145) Asi, se ha observado que la disrupcion
del sistema BvrR/BvrS en B. abortus 2308 altera la expresion de genes que codifican proteinas de
membrana externa, como Omp25 y Omp22, y de genes que se hallan involucrados en la acilacion
del lipido A.(126, 146) Debido a esto Ultimo, estas cepas mutantes poseen un lipido A compuesto
por &cidos grasos con cadenas mas cortas que las observadas en las cepas parentales
correspondientes. Esta diferente composicion altera la permeabilidad de la membrana de los
mutantes AbvrR/AbvrS, provocando un aumento de su sensibilidad a la accién bactericida de los
péptidos catidnicos y que podria explicar en parte, la atenuacién que muestran.(45) En cambio, se
ha demostrado que la ausencia de Omp25 y Omp22 en la membrana externa de B. abortus 2308 no
esta relacionada con la atenuacién que presentan estas cepas mutantes AbvrR/AbvrS en virulencia.

Cabe destacar que Salhi et al. en 2003 también obtuvieron un mutante atenuado de B. suis en este




sistema de dos componentes en el cual, sin embargo, no observaron que la expresion del gen

omp25 se hallara alterada en comparacion con la de la cepa parental.(101, 119)

Por otra parte, se ha demostrado que mutantes en este sistema regulador de dos componentes de
B. abortus 2308 no incorporan ni activan pequefias GTPasas de la subfamilia Rho (como cdc2)
requeridas para la polimerizacién de actina, por lo que se muestran incapaces de penetrar en células
HeLa en cultivo, permaneciendo unidos a la superficie celular.(125) Ademas, a pesar de que todavia
se desconoce el estimulo ambiental al que responde este sistema regulador, se cree que podria ser
a un pH &cido tal y como sucede con el perteneciente a Agrobacterium. De ser verdad, aparte de ser
crucial este sistema en B. abortus 2308 para el mantenimiento de su homeostasis celular y la
invasion de células hospedadoras, constituiria también un importante factor en su adaptacién y

desarrollo de un nicho replicativo intracelular.(147)

En los ultimos afios se han descrito otros sistemas reguladores de dos componentes en Brucella
spp.. Uno de ellos, formado por la histidina quinasa PdhS y el regulador de respuesta DivK, muestra
homologia con el sistema PleC-DivJ de Caulobacter crescentus implicado en la formacidn de células
hijas asimétricas. Esta division asimétrica también se ha observado en B. abortus 544, la cual se ha
demostrado que se encuentra controlada por el mencionado sistema PdhS-DivK.(148) Por otro lado,
se ha descubierto la presencia en B. melitensis y en B. abortus de un sistema fotosensor constituido
por un complejo proteico denominado LOV-HK. Este esta compuesto por un dominio LOV (sensor de
Luz, Oxigeno y Voltaje) y un dominio histidina quinasa en los extremos N-terminal y C-terminal,
respectivamente. Cuando el complejo LOV-HK detecta luz, absorbe fotones y emplea esa energia
para crear un enlace entre si misma y con una molécula del cofactor flavina mononucleétido (FMN).
Esto da como resultado, un incremento de la actividad enzimatica quinasa del fotosensor que
termina repercutiendo en cambios en la expresion génica de la bacteria. Se ha observado que cepas
mutantes de B. abortus que portan defectos en este fotosensor se encuentran atenuadas en cultivos
de macréfagos y en raton. Estos resultados se repiten cuando la cepa silvestre se cultiva en
condiciones de oscuridad, por lo que parece claro la existencia de un estrecho vinculo entre el papel
realizado por el fotosensor LOV-HK y un aumento en la virulencia de la bacteria inducido por

exposicion a luz visible.(143, 149)




3. Gen rpsL (Proteina ribosomal S$12)

El operdn str es uno de los mas conservados en la evolucion de los organismos procariotas. Esta
compuesto por cuatro genes: rpsL (que codifica la proteina ribosémica S12), rpsG (proteina
ribosomica S7), fusA (factor de elongacion G, EF-G) y tufA (factor de elongacion Tu, EF-Tu).(150) El
operon se transcribe desde su propio promotor y esta sometido a control traduccional por parte de

uno de los componentes que codifica (S7).(151)

La proteina ribosomal S12 es una proteina altamente conservada localizada en el centro funcional
de la subunidad 30S del ribosoma. A partir de cristales de alta resolucion de la subunidad 30S de T.
thermophilus se ha visto que la proteina S12 juega un papel importante en el proceso de seleccion
del tRNA.(152, 153) Durante el proceso de seleccion del tRNA se producen contactos sucesivos
entre la proteina S12 con algunos elementos estructurales importantes del rRNA 16S y con la
subunidad 50S.(154, 155) Hay pruebas de que la proteina ribosomal S12 modula un cambio
conformacional en la hélice 27 (H27) del rRNA 16S y puede influir en un equilibrio dinamico entre
dos estados conformacionales alternos del ribosoma durante el ciclo de elongacién. Se ha visto que
algunas mutaciones en S12 estimulan la translocacion no enzimatica (independiente de EF-G). Se
piensa que las mutaciones conocidas en S12 afectan la precisién de la lectura y lo hacen porque

afectan la estabilidad de dichas interacciones.(156, 157)

Las mutaciones en el gen rpsL, que codifica la proteina S12, a menudo afectan la respuesta de la
célula a estreptomicina, que causa errores de lectura del cédigo genético. Se conocen distintos
fenotipos segun la respuesta de la célula a la estreptomicina, incluyendo sensibilidad, resistencia,
pseudo-dependencia, dependencia e independencia.(158, 159) Estas mutaciones se encuentran
agrupadas en dos zonas de la proteina S12 que estan muy préximas a H18, H27 y H44, que son
elementos clave del rRNA 16S. Las mutaciones en H18 y H27 también confieren resistencia a
estreptomicina en varios organismos y la conformacion de H27 y H44 se ve perturbada por algunas
mutaciones en S12 que confieren dependencia a estreptomicina.(156, 160) La severidad del fenotipo
puede ser entendida en el contexto de la transicidn abierta-cerrada que se produce durante la
seleccion del tRNA. Estas mutaciones pueden perturbar el equilibrio conformacional hacia el estado
abierto en diversos grados, con las mutaciones que causan dependencia como las mas severas. En
este caso la estreptomicina puede actuar restableciendo el equilibrio. Los fenotipos de pseudo-

dependencia y algunos de resistencia pueden alterar también este equilibrio aunque en un grado




menor. Poco se conoce acerca de la base estructural de la dependencia a estreptomicina o acerca
de la naturaleza de las alteraciones de la cadena lateral que pueden influenciar este fenotipo; se ha
visto que una mutacién en un aminoacido concreto de la proteina S12 confiere dependencia o
resistencia a estreptomicina de acuerdo al tamafio de la cadena lateral del aminoéacido
cambiado.(153, 159, 161)

Por ejemplo, los ribosomas mutantes de E. coli que portan en la proteina S12 las mutaciones P90R,
PI0L, P9OE, P9OM y PI0W confieren un fenotipo de dependencia a estreptomicina; por otro lado,
los mutantes con cadenas laterales mas pequefias, como P90A, P90G y PI0C, confieren un fenotipo

de resistencia a estreptomicina.

No todas las mutaciones que confieren un fenotipo respecto a estreptomicina se reducen a un Unico
cambio de aminodcido. Se ha descrito un proceso en E. coli por el cual se genera una segunda
mutacién en el gen rpsL de bacterias con una mutacién previa que les conferia dependencia a
estreptomicina. Estas mutaciones auxiliares parece que se producen pocas generaciones después

de la primera mutacion en alguna clase de proceso de hipermutacion.(162)

Aunque las mutaciones espontaneas en las que se genera una sustitucion de una base varian segun
el tipo de secuencia, se considera que se trata de un evento inusual (10-° — 10-1% por par de bases y
generacion, 106 — 107 por gen) que se produce al azar entre los diferentes genes, excepto en
colonias viejas en placa, donde se han encontrado tasas de mutacién anormalmente superiores tras
varios dias.(163) El hecho de que se acumulen mutaciones auxiliares en S12 es por tanto muy

improbable y solo puede ser debido a algun proceso de hipermutacion y seleccion.

En cuanto la implicacidn en la virulencia de mutaciones restrictivas y no restrictivas en el gen rpsL,
en un reporte realizado por Bjorkman en 1998, mostraron un efecto en la disminucién en la
virulencia y en la tasa de crecimiento de Salmonella Typhimurium, en este estudio se evaluaron
otras mutantes con resistencia a otros antibiéticos como rifampicina y acido nalidixico que también
fueron avirulentas en un modelo de ratén. En este trabajo evaluaron mutaciones compensatorias las
cuales en la mayoria de las mutantes recobraron su efecto virulento y aumento en la tasa de
crecimiento sin afectar la resistencia a los antibidticos, a excepcion de la mutante en el gen
rpsL.(164)

En 1999 Bjorkman y colaboradores demostraron que la dependencia a la estreptomicina puede ser

revertida fenotipicamente por mutaciones en los genes rpsD y rpsE. Tales mutaciones




compensatorias han demostrado tener un fenotipo ram (mutaciones ribosomales ambiguas)
incrementando los niveles de errores traduccionales. En el trabajo previo se demostrd que alelos
restrictivos del gen rpsL estan asociados con la pérdida de virulencia en Salmonella Typhimurium.
Por lo tanto para probar si mutantes ram podrian revertir esta pérdida en la virulencia, se aislaron un
conjunto de alelos del gen rpsD de Salmonella Typhimurium. En este estudio se encontr6 que alelos
del gen rpsD restauraron la virulencia de las cepas portadoras de alelos restrictivos del gen rpsL a
un nivel préximo de la cepa de campo. Inesperadamente tres de los siete alelos del gen rpsD,
mostraron tener un fenotipo tipico de los alelos restrictivos del gen rpsL, siendo resistentes a la
estreptomicina y restrictivos en la traduccion. Por lo que solo los dos alelos restrictivos del gen rpsL

estan asociados con una pérdida en la virulencia.(164)

En otro trabajo se aislaron mutantes resistentes a estreptomicina de Erwinia carotovora. La
secuenciacion del locus rpsL mostré que cada mutante era de cambio de sentido, con un solo
cambio de base, lo que resultaba en la sustitucion del aminoécido lisina, treonina o asparagina en el
coddn 43 en comparacion con la cepa de campo. El analisis fenotipico mostrdé que las mutantes
podrian ser separadas en dos grupos: las mutantes K43R que mostraron una disminucion en la
produccion del antibiotico carbapenem (Car) y poco efecto en la produccién de las exoenzimas y en
la virulencia en ensayos de virulencia en tubérculos (papa), por otro las mutantes K43N y K43T que
mostraron un efecto pleiotrépico provocando una reduccién en la virulencia y en la produccién de las
exoenzimas y del antibiético carbapenem (Car). El efecto sobre la produccion del antibidtico
carbapenem fue debido a una disminucién de la transcripcion de los genes encargados de la
biosintesis de Car. Por Ultimo, un analisis protedmico de la mutante K43T indic6é que la abundancia

de un subconjunto de proteinas intracelulares se vio afectado por la mutacién del gen rpsL.(165)




4. Respuesta Inmune.

Como ya se ha mencionado antes Brucella es una bacteria intracelular facultativa que infecta en
forma persistente a animales domésticos, salvajes y al humano. Este género de bacterias se replican
en los fagocitos mononucleares del hospedero, evadiendo los mecanismos solubles extracelulares
de la respuesta inmune. La patogénesis de la infeccion por Brucella es bastante compleja, depende
del patégeno y de los mecanismos de defensa que se activan, donde la inmunidad celular,
macroéfagos, citocinas tipo TH1 y células citotdxicas participan activamente en la resolucion de la
enfermedad.(166)

La resistencia depende del desarrollo de una inmunidad mediada por células, con la participacién de
células T CD4+ de tipo Th1, que secreten interferon gama (INF-y), citocina que estimula la actividad
bactericida por macréfagos y la actividad citotoxica de linfocitos T CD8+, que son capaces de matar
células infectadas con Brucella. Brucella posee como componentes antigénicos importantes el
lipopolisacarido (LPS) y las proteinas, entre las que se destaca por su demostrada capacidad

inmune la superoéxido dismutasa (SOD). (167)

A continuacion se describen los mecanismos inmunoldgicos frente a la infeccidén por el género

Brucella.
4.1 Respuesta Inmune Innata

En estados tempranos de la infeccién por Brucella, el rol de la respuesta innata es reducir el nimero
inicial de bacterias promoviendo una respuesta Th1 en el huésped.(68) Los macrofagos, los
neutrdfilos, las células Natural Killer (NK) y el complemento juegan un rol clave en esta fase

temprana de la respuesta a la invasion frente a este microorganismo.(168)

Uno de los primeros eventos que ocurren después de la entrada de la Brucella al organismo es la
activacion del complemento por la via alterna; sin embargo, se ha demostrado que esta via es
incapaz de eliminar la cepa virulenta de Brucella abortus 2308.(57) Por lo tanto, la lisis de Brucella
estaria mediada principalmente por la via clasica del complemento, la cual es dependiente de

anticuerpos.(26)

Los neutrofilos estan implicados en el desarrollo de una defensa temprana frente a una infeccién por
Brucella mediante la fagocitosis y posterior destruccion del microorganismo. En primer lugar, los

neutréfilos son atraidos al sitio de la infeccidén por estimulos quimicos originados o derivados del




microorganismo,(169) para posteriormente fagocitar la bacteria, preferentemente opsonizada.(170)
Sin embargo, la bacteria ingerida puede sobrevivir al mecanismo destructivo de los fagocitos, gracias
a moléculas de bajo peso molecular que inhiben el sistema antibacteriano mieloperoxidasa-perdxido

de hidrégeno-haluro.(171)

Los macrofagos juegan un rol central en la respuesta inmune frente a Brucella, ya que actuan como
células fagociticas profesionales y como células presentadoras de antigenos. Procesan antigenos en
sus compartimentos intracelulares y los presentan en el contexto del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) a linfocitos T, promoviendo de esta manera la respuesta inmune
adaptativa.(29) En este sentido, se ha encontrado que el LPS de Brucella interfiere con la via de
presentacion de antigenos por MHC clase 11.(172) Las funciones bactericidas de los macréfagos
frente a Brucella se encuentran centradas en la actividad de las especies reactivas de oxigeno vy las
especies reactivas de nitrégeno, las cuales son inducidas por IFN-y y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa).(68, 173) Los receptores Toll-like (TLR) juegan un rol importante en el inicio de la
respuesta inmune innata. Estos receptores presentes en células fagociticas profesionales reconocen
productos microbianos uniéndose directamente a ellos e inducen sefiales intracelulares que activan
factores de transcripcion (como NF-kB) que modulan la produccion de citocinas. Estos receptores
pueden ser activados por diversos productos microbianos; el receptor Toll-like 4 (TLR4) es activado
por LPS, el TLR9 por ADN bacteriano, el TLR2 por productos de la pared celular de bacterias Gram
positivas y TLRS por flagelina.(174)

Las células NK forman parte de la primera linea de defensa contra Brucella y una vez que son
activadas pueden eliminar células infectadas. B. abortus puede activar la actividad litica de las
células NK, estimulando la produccién de interleucina- 12 (IL-12) por parte de las células

presentadoras de antigenos. IL-12 ademas estimula a las células NK a secretar IFN-y.(168, 175)

4.2 Respuesta Inmune Adaptativa

Esta ampliamente aceptado que la inmunidad mediada por células es el mecanismo efector mas
relevante en la proteccion frente a Brucella debido a que es un parasito intracelular. Las citocinas
son moléculas clave para una adecuada respuesta inmune mediada por células.(176) La exposicién
prolongada de un animal a Brucella cambiaria la naturaleza de la respuesta inmune, desde una

inmunidad mediada por células hacia una respuesta humoral (caracterizada por la produccién de




IlgM e 1gG1), respuesta que se relaciona con una disminucion en la actividad de las células T
ayudadoras tipo 1, con una baja en la produccién de INF-y, favoreciéndose de esta forma un
incremento de la actividad de las células T ayudadoras de tipo 2, disminuyendo la respuesta inmune
celular, lo que favoreceria de esta forma el establecimiento de la enfermedad cronica.(177) Las
funciones de la respuesta inmune adaptativa en la brucelosis se basan principalmente en tres
mecanismos. Primero, la produccion de IFN-y por células T CD4+, CD8+, y células T yd, que activa
la funcion bactericida en macréfagos. Segundo, la citotoxicidad de células T CD8+ y células T yd que
eliminan macrofagos infectados. Y tercero, isotipos de anticuerpos Th1, tales como IgG2a que

opsonizan al patégeno para facilitar su fagocitosis.(68)

Después de la activacién de los macréfagos, las células T inmaduras (Th0) se diferencian de células
efectoras y de memoria, que estan programadas para secretar distintos patrones de citocinas.(168)
Las células Th1 secretan interleucina-12 (IL-2) e INF-y, mientras que los linfocitos Th2 producen
interleuquina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL- 5) e interleuquina-10 (IL-10).(72) La generacion de células
Th1 de memoria sélo puede realizarse si la respuesta inicial al estimulo se asocia a la produccién de
IL-12 e IFN-y.(178) El rol principal de la secrecién de IFN-y por las células Th1 en la inmunidad
contra Brucella es activar la funcion bactericida de los macréfagos y linfocitos T CD8+ citotéxicos, asi
como la estimulacién de la secrecién de IgG2a.(68, 178) En términos numéricos, la poblacién celular
predominante es la de linfocitos T CD4+ productores de IFN-y, responsables de la activacion de
macroéfagos y la atraccion de células inflamatorias efectoras, de ahi su importancia en promover la
respuesta celular adquirida contra Brucella. Ademas, el IFN-y inhibe la accion de IL-4 sobre las
células T.(178, 179)

Las células citotoxicas T CD8+ pueden actuar como células efectoras y eliminar macréfagos
infectados con Brucella directamente.(173, 179) Las células blanco son reconocidas por las células
citotoxicas en el contexto de las moléculas de histocompatibilidad de clase | (MHC ) y son

eliminadas por la accion de perforinas y granzimas.(168)

Las células T yd representan una pequefia poblacidon de linfocitos, con un patron Unico de
reconocimiento de antigenos. En humanos, las células T yd controlan el aumento en el numero de
microorganismos ya que secretan TNF-a e IFN-y, después de ser activadas por antigenos no
peptidicos, en su mayoria fosfoantigenos, los cuales no son presentados en el contexto del

MHC.(68, 166, 180) Mediante la secrecién de estas citocinas, activan la funcién bactericida de los




macrofagos y, ademas, son capaces de lisar células infectadas por citotoxicidad directa in vitro. El rol
de estas células in vivo aun no ha sido determinado, aunque se cree que son parte de la inmunidad
innata.(68, 179) En bovinos menores de un afio, la poblacion celular predominante es la de células T
yo y no la de células T aB, lo que sugiere que el rol de este tipo celular es més significativo en la
infeccion del ganado con brucelosis.(68) De todas maneras, en bovinos, la produccién de IFN-y por

estas células es menor que la producida por las células CD4+.(166)

Las citocinas son moléculas clave en el control de la brucelosis, ya que permiten dirigir las
respuestas hacia una respuesta inmune celular o humoral. B. abortus estimularia a las células
presentadoras de antigenos para que secreten IL-12, la que induce a los linfocitos ThO a
diferenciarse en linfocitos Th1, secretores de IFN-y.(68, 173, 181) Sin embargo, otros autores

sefialan que Brucella no es un inductor potente de la secrecion de IL-12.(182)

IFN-y participa en la regulacién de los mecanismos defensivos de los macréfagos y es considerado

un factor crucial para el desarrollo de la proteccidn contra la infeccidn por Brucella.(176)

Interleucina-18 (IL-18) citocina sintetizada por macréfagos activados, también estimula la produccion
de IFN-y, por lo que actla sinérgicamente con IL-12 sobre las células T en la estimulacion de la

respuesta mediada por células contra Brucella.(183, 184)

TNF-a contribuye a la resistencia frente a Brucella por una via independiente de IFN-y, estimula el

influjo de fagocitos al sitio de infeccién y participa en la activacion de los macréfagos.(185)

IL-10, producida por linfocitos CD4+ Th2, macrofagos activados y algunas poblaciones de células B,
inhibe la respuesta Th1, ya que disminuye la capacidad de presentar antigenos de los macréfagos e
inhibe la secrecion de IFN-y, por lo tanto, aumenta la susceptibilidad a la infeccion por Brucella.(175,
180)

Las células B son estimuladas directamente por las células T a través de la interaccion de moléculas
coestimulatorias como CD40 y su ligando CD40L presente en la célula T, lo cual, junto a las
citocinas liberadas, son importantes en promover el cambio de isotipo de IgM a 1gG.(168) Con
respecto al rol que cumplirian los anticuerpos durante la infeccion por Brucella, se ha visto que tanto
IgM como IgG, en bajas concentraciones, son capaces de promover la lisis de Brucella a través de la
via clasica del complemento.(58) También se han encontrado titulos elevados de IgG anti-SOD
Cu/Zn en animales infectados, pero aun no se determina si estos anticuerpos juegan un rol

importante en la inmunidad contra Brucella.(186) La opsonizacién acoplada al aumento de muerte de




Brucella intracelular podria ser considerada como el principal rol de los anticuerpos contra la
infeccion con Brucella. Aunque paraddjicamente en brucelosis bovina la alta concentracién de IgG
durante la infeccién activa previene la lisis extracelular de la bacteria mediada por complemento y
promueve la fagocitosis bacteriana, aumentando la localizacion intracelular de la bacteria y la

extension de la enfermedad.(68)




5. Vacunacion

La vacunacion es considerada como una herramienta importante para limitar la diseminacion de la
brucelosis entre los animales. En nuestro pais y de acuerdo a los establecido a las Norma Oficial
Mexicana (NOM-041-Z0O0-1995) la vacunacion de ovinos y caprinos, se realiza con B. melitensis
Rev1.

La cepa vacunal Rev1 fue elaborada a mediados de la década de los 50 por Elberg y Herzberg. La
cepa dependiente a estreptomicina se desarrollé de una sola colonia de la cepa B. melitensis 6056,

seleccionado para el crecimiento en presencia de altas concentraciones de estreptomicina.(187-190)

La vacuna Rev1 es considerada la mejor cepa para el control y prevencion de la brucelosis caprina.
Con el uso intensivo de estas vacunas se ha demostrado que disminuye la prevalencia de la
enfermedad, sin embargo, también se sabe que existen efectos adversos: aunque la vacuna
previene abortos no necesariamente protege de la enfermedad, también se ha observado que la
vacuna Rev1 persiste en los animales en los que se puede diseminar la enfermedad horizontalmente
en el hato, ademas de que llega a infectar a los humanos, demostrando los riesgos biologicos que
esta cepa puede ocasionar.(10, 24) La vacunacion de las hembras prefiadas en el Ultimo tercio de la
gestacion puede ocasionar abortos y hembras que estadn en lactacion pueden secretar la cepa

vacunal por la leche, infectando a las crias.(11, 191-193)

Debido a que la vacuna tiene un fenotipo liso, los anticuerpos generados pueden confundir en las
pruebas serologicas de diagndstico evitando la diferenciacion de animales infectados de animales
vacunados, eso dependera de la ruta de vacunacion.(10, 112, 192) Para evitar estos problemas se
ha sugerido aplicar una dosis reducida de 5 x 104 UFC. Algunos paises han utilizado este método y
han reportado resultados eficientes para el control de B. melitensis pudiéndose utilizar en la
vacunacion intensiva, sin embargo, se corre el riesgo de inducir una pobre respuesta inmune por lo
que no se recomienda ampliamente. Asi mismo se han propuesto diferentes vias de vacunacion: la
vacunacion intradérmica se considera la ruta menos efectiva, la vacunacion conjuntival es menos
invasiva e igual de eficiente que la vacunacioén subcutanea en animales adultos pero tiene el mismo
problema, no es lo suficientemente segura como para aplicarse sin saber la etapa de la gestacion,
por lo que se ha aplicado por esta via dosis reducidas de Rev1, pero no confiere la inmunidad

adecuada aun después de la revacunacion.(10, 194)




Los animales se deben de vacunar de tres a siete meses de edad, empleando las dosis estandar,

solo en animales adultos se utiliza la dosis reducida.(193)

El uso de bacterinas se han recomendado para animales jovenes y adultos, pero estas vacunas
confieren una menor inmunidad que la cepa Rev1, de igual manera han tenido inconvenientes
practicos tales como: reacciones locales intensivas, reaccion positiva prolongada y la necesidad de
revacunacion, por lo que se ha demostrado que las vacunas vivas estimulan de forma constante al

sistema inmune, logrando una mejor proteccion.(191, 192)

Para sustituir la cepa vacunal Rev1, se han evaluado vacunas vivas como una alternativa, tales
como: B. suis cepa 2, B. abortus RB51, B. abortus S19 o B. melitensis (H38), entre otras; sin
embargo estas no han sido Utiles para la profilaxis de la brucelosis en pequefios rumiantes ya que
inducen una pobre respuesta inmune, reacciones locales o reacciones seroldgicas falsas positivas,
confirmando que la cepa Rev1 es la vacuna mas viable y efectiva para los pequefios rumiantes.(191-
193, 195)

Utilizando el gen wboA se han construido mutantes de B. melitensis 16M y B. suis, generando cepas
rugosas, VTRM1 y VTRS1 respectivamente, estas cepas se probaron en ratones para evaluar la
virulencia residual, asi como la proteccion conferida desafiando los animales vacunados. Se
encontré que la virulencia de estas cepas es menor que la de sus progenitoras pero su atenuacion
no es tan marcada como la cepa vacunal para B. abortus RB51, sugiriendo que hay mas genes que
juegan un papel importante en la atenuacion. Debido a que ninguna de estas cepas indujo la

produccién de anticuerpos contra la cadena “O” se continian probando en cabras y cerdos.(10, 195)

Al ser la cepa vacunal Rev1 biotipo1, resulta dificil diferenciarla de cepas de campo a partir de casos
clinicos, para diferenciarla e identificarla se hace de forma fenotipica utilizando los métodos de
diagnostico convencionales, los cuales se basan en ftres caracteristicas: Rev1 crece muy
lentamente, resistencia a estreptomicina y sensible a penicilina.(82) Con fines de obtener un
diagnostico mas certero y mas rapido se han empezado a usar técnicas moleculares, (10, 191) una
de ellas se basa en la identificacion del gen omp2 donde se identifica el sitio Pst |, este método

permite la diferenciacion de cepas atipicas de B. melitensis y la cepa vacunal Rev1.(196) (24)

Otra técnica molecular es identificar una mutacién del gen rpsL, este gen codifica para la proteina
ribosomal S12, la cual esta asociada a la resistencia a estreptomicina. Esta consiste en identificar

una mutacion en el codon 91, donde en el caso de la cepa vacunal Rev1 existe una mutacion (Pro-




Leu), y su vez bloquea el sitio de reconocimiento de Nci |. Esta caracteristica permite la
diferenciacion de la cepa vacunal Rev1 de las cepas de B. melitensis de forma rapida y especifica.
(82)

Debido a la similitud fenotipica que existe entre las cepas de campo de B. melitensis biotipo 1y la
cepa vacunal de B. melitensis Rev1, resulta dificil diferenciarlas a partir de muestras clinicas, por lo

que el uso de secuencias especie-especificas podria ser util en estos casos.(82, 196)
5.1. Otras investigaciones

Debido a los problemas ya mencionados se evaluaron dos aspectos importantes con el fin de aclarar

las contradicciones reportadas por diferentes autores.

El primer aspecto y el mas importante fue escoger la vacuna mas adecuada y segura. Vacunas no
vivas (B. melitensis 53H38 o similar a una bacterina) han sido recomendadas para la vacunacion en
hembras jévenes y adultas, pero estas vacunas confirieron menos inmunidad que la cepa vacunal
Rev1, ademas provocaron una intensa reaccion local, una respuesta larga serolégica y habia la

necesidad de la revacunacion.(197)

Otras bacterinas tales como B. abortus 45/20, fue descartada por que los datos disponibles
mostraron un bajo nivel de inmunidad conferida en pequefios rumiantes. Por lo tanto solo las
vacunas vivas fueron consideradas como la mejor opcién para campafias de vacunacion masiva.
Entre las dos vacunas vivas (B. abortus S19 y B. melitensis Rev1), la cepa vacunal Rev1 parece ser

la mejor opcion para la vacunacion en pequefios rumiantes.(10)

Sin embargo es sabido que la dosis estandar (1X109) de Rev1 administrada subcutaneamente indujo
abortos en hembras gestantes. La dosis reducida (1X104) de Rev1 aplicada subcutaneamente ha
sido considerada para resolver este problema en cabras a expensas de disminuir el nivel de
inmunidad conferida por la dosis estandar.(198) Sin embargo, evidencias de estudios de campo han
sido limitados y contradictorios. Falade no reportd abortos después de vacunar a 35 ovejas
subcutaneamente entre el segundo y cuarto mes de gestacion con la dosis estandar de Rev1.(199)
Sin embargo, otros reportaron que la dosis reducida de Rev1 (dosis de 1X10%- 107) indujo abortos
cuando fue administrada subcutaneamente en ovejas durante el segundo y en el Gltimo tercio de la

gestacion.(200)




También fue punto de partida el determinar si la vacunacion via conjuntival era mas segura que la
via subcuténea en ovejas gestantes. En un experimento comparativo, la vacunacion via conjuntival
redujo los abortos en comparacion a los inducidos por via subcutanea aunque todavia hubo una
proporcion significativa de ovejas vacunadas via conjuntival que excretaron la cepa vacunal y
abortaron.(201) La mayoria de las vacunas que indujeron abortos fueron entre los dias 40 y 60 post
vacunacion, sobre todo en el riesgo en funcion del mes de gestacion que eran vacunadas. El
porcentaje de abortos obtenidos fue menor cuando las ovejas fueron vacunadas en el ultimo mes de

gestacion en comparacion a cuando fueron vacunadas en el segundo mes de gestacion.(201)

En otro experimento similar, cuando se aplicd la dosis estandar via conjuntival durante la mitad de la
gestacion indujo un 70% de abortos en ovejas y cabras vacunadas. Estos autores reportaron que
cuando se administré la dosis reducida de 1X108 de Rev1 via conjuntival, indujo menos abortos que
la administracion de la dosis estandar en ovejas pero en cabras no.(202) Esto sugiere que dosis
menores a 1X108 via conjuntival podria ser un método mas seguro en vacunacion de ovejas
gestantes, aunque la vacunacion con la dosis reducida (1X10%) por esta via no confirié una
adecuada inmunidad, aun después de la revacunacién.(203) Por otra parte, se ha reportado que la
vacunacion via conjuntival en ovejas gestantes con un rango de dosis de 1X10¢ y 1X107 puede
inducir abortos en un nimero significante de ovejas vacunadas. Por lo cual, tanto la vacunacion
subcutanea y conjuntival con la dosis reducida no evita el riesgo de aborto, ademas de que el nivel

de inmunidad conferida no es adecuado.(193)

5.2 Implementacion de otras estrategias de vacunacion para el control de la brucelosis

en pequefos rumiantes.

Los resultados de campo y experimentales obtenidos por los diferentes autores apoyan el concepto
de que las diferencias en la virulencia residual y la inmunogenicidad de las distintas vacunas de
Rev1 producidas en todo el mundo, podria explicar los resultados contradictorios obtenidos en las
pruebas de campos realizadas en diferentes paises. Ademas a falta de seguridad del protocolo y el
riesgo de conferir una pobre inmunidad, el método de la dosis reducida no se debe recomendar
como una alternativa del metodo con la dosis estandar. Finalmente, aunque la vacunacion via
conjuntival es una estrategia mas segura que la via subcutanea para la administracion de la cepa
vacunal Rev1 en animales adultos, no es lo suficientemente seguro para ser aplicado sin tener en

cuenta el estado de gestacion de las hembras.




5.3 Uso de otras vacunas

B. suis S2: es una cepa lisa atenuada de Brucella, fue aparentemente exitosa en el control
de la brucelosis, mediante la administracién via oral en pequefios rumiantes, en China y
Libia. Sin embargo se demostro que esta vacuna no es capaz de proteger frente al desafio
contra Brucella melitensis en ovejas bajo condiciones experimentales.(204)

B. abortus: es una cepa rugosa atenuada de Brucella, esta cepa ha sido reportada ser igual
de eficiente que la cepa vacunal B. abortus S19 en el control de la brucelosis bovina,
ademés de no inducir una respuesta serologica contra la cadena del antigeno O.
Experimentos preliminares sugirieron que esta vacuna podria ser efectiva en la profilaxis
contra la infecciéon de B. melitensis en cabras. En contraste se ha demostrado que esta
vacuna no confiere proteccion contra la infeccion de B. ovis en carneros bajo condiciones
experimentales.(205)

VTRM1: es una cepa viva rugosa, obtenida por mutagénesis de un transposén de la cepa
virulenta B. melitensis 16M. la mutagénesis resulté en el truncamiento de un gen que
codifica para la monosyltransferasa, una enzima necesaria para sintesis del LPS liso, por lo
que esta cepa no interfiere con las pruebas seroldgicas. Sin embargo la vacuna VTRM1 no

confirié una adecuada proteccion contra el desafio de B. melitensis en cabras.(11)

Por lo tanto, la cepa vacunal B. melitensis Rev1 sigue siendo la mejor opcién para profilaxis para el

control de la brucelosis en pequefios rumiantes.




6. JUSTIFICACION

En México, para controlar la enfermedad de acuerdo a la NOM-041-Z00-1995, se utiliza la vacuna
viva atenuada de B. melitensis cepa Rev1, la cual es considerada la mejor vacuna contra la
enfermedad en pequefios rumiantes, sin embargo las dosis estandar utilizadas en animales con una
prefiez tardia pueden ocasionar abortos y no necesariamente proteger contra la enfermedad,
asimismo se ha reportado que inyecciones accidentales pueden infectar al humano, ya que esta

cepa es viva y virulenta.

Por lo tanto es de suma importancia determinar si la mutacion en los genes omp31 y rpsL de B.

melitensis disminuira su virulencia generando asi una potencial vacuna contra la brucelosis.

7. HIPOTESIS




La construccion de dos mutantes en los genes omp31 y rpsL de Brucella melitensis 133 disminuirén
la virulencia de la cepa en ensayos in vitro en macréfagos murinos y células Hela, generando un

posible candidato vacunal.




8. OBJETIVO GENERAL

Elaborar un inmundgeno experimental contra Brucella melitensis mediante la construccion de dos

mutantes, con la finalidad de disminuir la virulencia de la cepa.




8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Mutar el gen omp31 de Brucella melitensis.

Mutar el gen rspL de Brucella melitensis.

Evaluar las dos mutantes in vitro en ensayos de sobrevivencia en macréfagos murinos
J774.1y células Hela.




9. MATERIAL Y METODOS

FIGURA 3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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9.1 CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepa silvestre de Brucella empleada en la realizacion del presente trabajo tanto para la
obtencion de ADN cromosdmico, amplificacion de los genes omp31 y rpsL y para los
ensayos de infeccion es Brucella melitensis cepa Bm 133 biotipo 1 (cepa de referencia
mexicana); la cuél fue cultivada en agar Brucella suplementado con 5% (v/v) de suero fetal
bovino (SFB) y 3% (p/v) de extracto de levadura (EL) durante 72 h. a 37° C. Para la
seleccion de las colonias mutantes de Brucella los medios de cultivo fueron suplementados
con ampicilina (100 ug/ml) y kanamicina (50 pg/ml). Previo a su empleo, esta cepa fue
caracterizada a través de pruebas bioquimicas para la identificacién de microorganismos
del género Brucella (Triple azucar hierro (TSI), citrato, urea, acido sulfidrico-indol-motilidad
(SIM)), asi como tincion de Gram. El manejo de la bacteria se realizd en la Unidad de
Bioseguridad 2 del Departamento de Inmunologia y Microbiologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

En el proceso de clonacion molecular se utilizé la cepa Escherichia coli DH5q, la cual fue
cultivada en agar y caldo Luria-Bertani (LB) durante 18 h a 37° C. Cuando fue necesario, los
medios de cultivo fueron suplementados con ampicilina (100 ug/ml) y kanamicina (50

Mg/ml) para el caso del plasmido pUC18 y pUC4K respectivamente.

9.2 LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO
Linea celular HelLa: células epiteliales humanas procedentes de un carcinoma cervical.

Linea celular de macréfagos J774.1: macréfagos derivados de un sarcoma reticular murino.

Ambas lineas celulares se cultivan de forma rutinaria en placas de 100 x 20 mm (Falcon®), a 37 °C y

bajo una atmésfera controlada con elevada humedad y 5 % de CO2. El medio de cultivo empleado

es el medio basal de Eagle modificado por Dulbecco [Dulbecco’s modified Tagle Medium (DMEM)]

IDCO- , Suplementaao con suero bovino feta IDCO- ;o un o (VIV) para celulas
(Gibco-BRL), suplementad bovino fetal (SBF) (Gibco-BRL); un 5 % (viv) 4Jul

HelLa y un 10 % (v/v) para los macréfagos, y con 4 mM de L-glutamina (Gibco-BRL) (medio DMEM

completo). Cuando las lineas celulares alcanzaron un 75 % de confluencia en la placa de cultivo, se

procedié a realizar subcultivos. Para ello, en primer lugar, se llevé a cabo un lavado con PBS de las

células HelLa y de los macrofagos J774.1 y a continuacion, se desprendieron de la placa mediante la




utilizacién de una solucién de tripsina-EDTA al 25% (Gibco-BRL) para las primeras, y mediante
levantamiento mecanico por raspado, para las segundas. Posteriormente, tras ser resuspendidas y
diluidas (1:10 para cultivos de HelLa y 1:4 para macréfagos J774.A1) en medio DMEM-completo, las

células se depositaron en nuevas placas de cultivo.

9.3 EXTRACCION DE ADN PLASMIDCO DE E. coli DH5a

Para la extraccion de ADN plasmidico procedente de E. coli DH5a se empled el protocolo de lisis
alcalina (midi prep), siguiendo las instrucciones del protocolo descrito por Sambrook and Russell en
2001.

9.4 EXTRACCION DE ADN CROMOSOMICO DE Brucella melitensis 133 biotipo 1

La obtencién del ADN cromosomico de Brucella melitensis 133 biotipo 1, se realizd mediante el
método de Tiocianato de guanidina, siguiendo las instrucciones del protocolo descrito por Sambrook
and Russell en 2001. Previo a la extraccion de ADN, la biomasa de los cultivos de la bacteria fue
suspendida en 5 ml de agua destilada estéril e incubada en bafio maria a 80° C durante 45 minutos

para su inactivacion.

9.5 VECTORES DE CLONACION

e pCR2.1 TOPO: Plasmido abierto con extremos cohesivos con una timidina. Posee la
enzima topoisomerasa | unida covalentemente al vector ("vector activado"). Tiene los
promotores T7 y el gen LacZ. Confiere resistencia a kanamicina y ampicilina. (Figura 4 (A))

e pUC18: Es un plasmido artificial derivado del plasmido pBR322. El plasmido pUC18 tiene un
tamafio 2686 pb y en su secuencia destacan dos genes que actian como marcadores de
seleccion. En primer lugar, un gen de resistencia al antibiético Ampicilina (gen AmpR) que
confiere a las bacterias que incorporan este plasmido resistencia a dicho antibiético.
También contiene el gen lacZ. Este gen codifica para la enzima B-galactosidasa que

degrada la lactosa y otros B-galactdsidos. (Figura 4 (B))

e pUC4K: Vector circular de 3914 pb, que ademas de contener en su secuencia un origen de
replicacion y el marcador de seleccion bla (Ampr), porta el gen aminoglicésido 3-

fosfotransferasa que confiere resistencia a la Kanamicina (KanR). Este se encuentra




flanqueado en sus dos extremos por sitios de corte para las enzimas de restriccion Pstl, Sal
|, BamH |y EcoR |, lo que permite el uso del gen como fuente de modificacion para otros
vectores. (Figura 4 (C))

i P AwllIT e

Y1 Bl -

(o ai Bl ol FELTHIT
| bk s

ES BEL
i Dol -

L
FPL - FETLLLE L

TR0 ) e Insll i

C)
Al a)
i ., -
.l"‘"""\- Apdll - pop i r
y " P ) f
S L]
&

F 4

f
,"'.-"
[/ I"

Wil U4k
-| [ it n

|
| Y
W,

] o

\ . Y on
£ AT T TRRL I
"_.tnu 481
BB [t

Fig. 4 Representacion grafica de los vectores de clonacion




9.6 INICIADORES
e (Genomp31
Primer 1: omp31Fw ATGAAATCCGTAATTTTGGCG
Primer 2: omp31Rv TTAGAACTTGTAGTTCAGACC
e GenrpsL
Primer 1: rpsLFw GAGGGCTGACTCCGAATTTG

Primer 2: rpsLRv ACGCTTCTCTGCCTTATGGC

9.7 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El gen omp31 (723 pb) y el gen rpsL (500 pb) se amplificaron mediante el uso de la PCR. Se
utilizaron los iniciadores mencionados en el punto 5.3 de la metodologia. Las reacciones de PCR se

llevaron a cabo siguiendo el protocolo general descrito por Sambrook and Russell en 2001.

Se estandariz6 la PCR para una reaccion de 50 uL

Reactivo Concentraciéon | Volumen
Agua 30 pL
Buffer 10 x 5uL
MgCl: 50 mM 2.5 uL
dNTPs 0.4 mM 25l
Iniciador 0.5 uM 2.5 L
Sentido
Iniciador 0.5uM 2.5uL
antisentido
DNA 100 ng/ uL 4 uL
Taq 0.05 U/ uL 25l
polimerasa

Cuadro 2. Estandarizacion de la PCR




La PCR se realizd en un termociclador (Select Cycler, Select Bio Products, USA) con las siguientes

condiciones.

Gen omp31

Gen rpsL

Desnaturalizacion
inicial

Desnaturalizacion
inicial

5min 94 °C 5 min 94 °C
e 30ciclos e 30ciclos
a) Desnaturalizacion a) Desnaturalizacion

1 min 94 °C 45seg 94 °C
b) Alineamiento b) Alineamiento

1 min 56°C 45 seg 56°C
c) Extension c) Extension

1 min 72°C 45seg 70°C

Extension final
5min72°C

Extensioén final
10 min 72°C

Cuadro 3. Condiciones de la PCR

9.8 CLONACION DE LOS GENES omp31 Y DEL GEN rpsL

Los productos de PCR fueron clonados en el plasmido pCR2.1 TOPO mediante el sistema TOPO TA
Cloning Kit con metodologia que marca el fabricante. Con el inserto ligado al plasmido se
transformaron bacterias E. coli DH5a electrocompetentes mediante electroporacion, las clonas
seleccionadas se sembraron en placas de agar LB con Kanamicina (50 pg/ml), se dejaron incubando
a 37°C 18 horas o toda la noche, al dia siguiente se realiz6 seleccion de la colonias resistentes a la
kanamicina. Las clonas seleccionadas se sembraron en caldo LB con Kananmicina (50 pg/ml) y se
incubaron a 37° C toda la noche en agitacion orbital a 150rpm. Posteriormente se realizé la
extraccion de plasmido para verificar la presencia del plasmido en las bacterias E. coli DH5a
transformadas. Finalmente los plasmidos fueron sometidos a una digestion con las enzimas Hind Il
y Xba | para la liberacién del fragmento de 820 bp y 610 bp aproximadamente del gen omp31'y rpsL
respectivamente. Los plasmidos obtenidos de esta clonacion fueron nombrados pLV y pLF para el

gen omp31y rpsL respectivamente.




9.8.1 SUBCLONACION DE LOS DE LOS GENES omp31 Y DEL GEN rpsL

Los plasmidos pLV y pLF como se mencion6 en el punto 9.8 fueron digeridos con las enzimas Hind
lIl'y Xba | para la liberacion de ambos fragmentos, asi mismo la digestion con ambas enzimas fue
con el objetivo de liberar el fragmento de PCR con esos sitios especificos de restriccion para la
subclonacion de ambos genes en el plasmido pUC18 previamente digerido con dichas enzimas. Los
fragmentos obtenidos mediante la digestion enzimética de los plasmidos pLV y pLF fueron
purificados a partir de geles de agarosa al 1.5% en columnas con fibra de vidrio elaboradas en
nuestro laboratorio. El plasmido pUC18 que fue digerido previamente con las enzimas ya
mencionadas, se purificd con el mismo método previamente mencionado. La reaccién de ligazon se
realiz6 con el protocolo T4 DNA Ligasa con las instrucciones del fabricante, con una proporcion 3:1
(inserto:vector) como se muestra en el cuadro 4; con el inserto ligado al plasmido se transformaron
bacterias E. coli DH5a electrocompetentes mediante electroporacion, las clonas seleccionadas se
sembraron en placas de agar LB con Ampicilina (100 pg/ml), se dejaron incubando a 37°C 18 horas
o toda la noche y se les realizd extraccién de plasmido por lisis alcalina, obteniendo los plasmidos
recombinantes pLVM y pLFV que contienen los genes omp31 y rpsL respectivamente en el
plasmido pUC18. (Cuadro 5)

Cuadro 4. Condiciones de la Reaccion de Ligazén

Reactivo | Concentracion/ pl | Volumen (pl) Reactivo Concentracion/ pl Volumen
(Ml)
pLV omp31 600ng/ul 20 pl pLF rpsL 500ng/ul 20 pl
pUC18 200ng/pl 5ul pUC18 180ng/pl 5l
T4 DNA 5U/ pl 1l T4 DNA 5U/ pl 1l
Ligasa Ligasa




9.8.2 INACTIVACION DE LOS GENES omp31 Y rpsL.

La estrategia a seguir para obtener la cepa mutante fue la de interrumpir o truncar, a través de
procesos de recombinacion homologa, los genes omp31 y rpsL, mediante la insercion de un gen que
confiere resistencia a Kanamicina. La inactivacion del gen omp31 se realiz6 mediante la digestion
con la enzima de restriccién Sal | del plasmido pLVM donde se inserto un casete de Kanamicina
obtenido del plasmido pUC4k digerido con la enzima Sal I, obteniendo el plasmido pLVM84 (Cuadro
95), el cual fue transformado en bacterias E. coli DH5a electrocompetentes  mediante
electroporacion, las clonas seleccionadas se sembraron en placas de agar LB con Kanamicina (100
ug/ml), para realizar la extraccién de plasmido por lisis alcalina. El plasmido fue digerido con la
enzima Sal | para verificar la insercion del casete de kanamicina, liberando un fragmento de 1264 pb
que es el tamafio de la secuencia de ADN con resistencia a dicho antibidtico. En el caso de la
inactivacion del gen rpsL, se realizara mediante la digestion con la enzima Pst | del plasmido pLFV
donde se insertara un casete de Kanamicina obtenido del plasmido pUC4k digerido con la enzima
Pst |, obteniendo el plasmido pLFV26 (Cuadro 5) que fue transformado en bacterias E. coli DH5a
electrocompetentes mediante electroporacion, las clonas seleccionadas se sembraron en placas de
agar LB con Kananmicina(50 ug/ml), para realizar la extraccién de plasmido por lisis alcalina. El
plasmido fue digerido con la enzima Pst | para verificar la insercion del casete de Kanamicina,
liberando un fragmento de 1240 pb que es el tamafio de la secuencia de ADN con resistencia a

dicho antibiotico.

Cuadro 5. Plasmidos construidos para la generacion de la Cepa Mutante

Nombre Breve Descripcion
pLV Gen omp31 amplificado y clonado en el vector comercial pCR2.1 TOPO
pLVM Inserto de omp31 digerido con Hind Ill y Xba | subclonado en el plasmido pUC18
pLVM84 pLVM digerido (omp31) con Sal | mas inserto de una casete de kanamicina digerido con Sal |

obtenido del plasmido pUC4K.

pLF Gen rpsL amplificado y clonado en el vector comercial pCR2.1 TOPO
pLFV Inserto de rpsL digerido con Hind Ill y Xba | subclonado en el plasmido pUC18
pLFV26 pLFV digerido (rpsL) con Pst | mas inserto de una casete de kanamicina digerido con Pst |

obtenido del plasmido pUC4K.




PLASMIDOS CONTRUIDOS EN EL PRESENTE TRABAJO
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Fig. 5 Representacion grafica de los plasmidos




9.8.3 GENERACION DE LA CEPA MUTANTE

Una vez obtenido los plasmidos recombinantes que contienen los genes Aomp31 y ArpsL, fueron
transformados por electropracién en Brucella melitensis 133 biotipo 1 electrocompetentes (Cuadro
6), para que, por un mecanismo de doble recombinacion homoéloga entre el cromosoma de la
bacteria y el ADN de cada plasmido recombinante, se produzca la sustitucion de omp31 ylo rpsL por

los correspondientes genes inactivados.

Son distintos los procesos de recombinacion homéloga que pueden tener lugar dentro de la
bacteria una vez introducido el plasmido recombinante. Lo mé&s comun es que suceda un
entrecruzamiento simple entre la secuencia cromosomica y el plasmido a través de una de las dos
regiones de ADN flanqueantes al gen, dando como resultado, la integracién del gen en el
cromosoma. De esta forma, las células que se obtienen poseen una copia del gen silvestre y una
copia del gen inactivado a la vez, siendo resistentes a kanamicina y sensibles a ampicilina. La

integracion de los genes inactivados se verificara mediante reacciones de PCR.

Cuadro 6. Condiciones de electroporacion de Brucella

melitensis 133 biotipo 1

Voltios (Kilovoltios) 25KV

Capacitancia (Faradios /F) | 25 pF

Resistencia (Ohmios / Q) 200 Q

Tiempo (milisegundos / ms) | 9 ms




9.9 ENSAYOS DE INFECCION

Previamente a la infeccion, se prepararon suspensiones celulares en el medio basal de Eagle
modificado por Dulbecco [Dulbecco’s modified Tagle Medium (DMEM)] (Gibco-BRL), suplementado
con suero bovino fetal (SBF); un 5 % (v/v) para células HeLa y un 10 % (v/v) para los macréfagos
murinos, y con 4 mM de L-glutamina (medio DMEM completo), a una concentracién de 1 x 105
células/ml, utilizando para el recuento, una camara de Neubauer. Posteriormente, las células se
distribuyeron en placas de cultivo de 24 pocillos (1 ml/pocillo) y se incubaron durante 18 horas, en el

caso de células HelLa, y 24 horas, para macréfagos J774.1.

Para llevar a cabo los ensayos de infeccion se utilizd la cepa de campo Brucella melitensis 133
biotipo 1 y la cepa mutante Brucella melitensis pLVM84, las cuales fueron cultivadas en placas de
agar Brucella (suplementadas o no con el antibiotico necesario) durante 48 horas, se tomaron 5
colonias de los cultivos frescos y se sembraron en un tubo con 5ml de caldo Brucella, los cuales
fueron incubados a 37°C a 150rpm durante 22 horas. Al dia siguiente se realiz6 una dilucién 1/50 de
cada cultivo en 200ml de caldo Brucella, los cultivos fueron incubados a 37°C a 150rpm durante 26
horas. Se realizaron diluciones dobles seriadas 1/2 a 1/10 de la bacteria en caldo Brucella para
alcanzar una densidad 6ptica medida 600nm de 1 (1X109) bacterias/ml necesarias para calcular una
Multiplicidad de Infeccion (MOI) de 100:1 para los macréfagos murinos y de 300:1 para las células
Hela.

La dilucién obtenida para Brucella melitensis 133 biotipo 1 fue de 1/8 y 1/4 para la cepa mutante
Brucella melitensis pLVM84 (1X109), posteriormente se realizaron las calculos para preparar las
suspensiones bacterianas diluidas en medio DMEM sin antibiético y sin suero fetal bovino para ser
empleadas en las infecciones a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 100 UFC para los
macréfagos murinos J774.A1y 300 UFC para la linea celular HeLa. Una vez depositada la cantidad
de bacterias deseada (en 1 ml/pozo), las células fueron centrifugadas a 700rpm durante cinco
minutos, para poner en contacto a las bacterias con las células y las placas se incubaron a 37 °C en
una atmoésfera de CO2 al 5 % durante 1 hora, para permitir la fagocitosis de la bacteria por los

macroéfagos y la internacion de la bacteria en las células Hela.

Transcurrido el periodo de incubacion, las monocapas celulares se lavaron 3 veces con PBS estéril
y se inoculé 1ml/pozo de medio DMEM suplementado con 100 ug/ml de gentamicina, con el fin de

eliminar las bacterias extracelulares, después de 2 horas de incubacion, la concentracion del




antibiotico se modificd a 10 pg/ml para evaluar la sobrevivencia de la bacteria a distintos tiempos de
0, 4, 8, 12, 24, 36, 48 horas pos infeccidn (p.i.) , considerando como punto inicial de analisis
(tempo=0 horas) el transcurrido tras dos horas de incubacién con 100 pg/ml de gentamicina, las
células se lavaron 3 veces con PBS para eliminar posibles restos del antibiético. Con el fin de
cuantificar el numero de bacterias intracelulares viables, las células se incubaron durante 5 minutos
en 1 ml de una solucién 0,2 % de Triton X 100 en PBS y con los lisados obtenidos, se realizaron
diluciones decuples seriadas y se sembraron en placas de agar Brucella (suplementadas o no con el

antibiotico necesario segun la cepa empleada), para realizar el conteo de UFC.




10. RESULTADOS

10.1 EXTRACCION DE ADN CROMOSOMICO DE Brucella melitensis 133 biotipo 1

Se realiz6 la extraccion de ADN cromosomico de la bacteria, obteniendo una concentracion

promedio de 1ug/ul.
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FIG.6 Gel de agarosa al 1% en Tris-Acido acético-EDTA (TAE1X) tefiido con bromuro de etidio. Carril 1. Marcador de

peso molecular AHind 1. Carril 2-6. ADN cromosémico de Brucella melitensis 133 biotipo 1.




10.2 EXTRACCION DE ADN PLASMIDCO DE E. coli DH5a

Se realizd la extraccion del ADN plasmidico de las células E. coli DH5a transformadas mediante

electropracion con los plasmidos pUC18 'y pUC4K.
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FIG.7 Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus. Carril

1-5. Plasmido pUC18.

Fig. 8 Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular AHind I11. Carril 1-4

Plasmido pUC4K.




10.2.1 DIGESTION ENZIMATICA Y PURIFICACION DE pUC18 y pUC4K

El plasmido pUC18 fue digerido con las enzimas Hind /Il y BamH I, las muestras fueron cuantificadas
obteniendo una concentracion promedio de 1.5ug/ul de ADN plasmidico. Se realizd una

electroforesis para verificar que el tamafio del plasmido corresponda al tamafio esperado de 2686 pb

El plasmido pUCA4K fue digerido con las enzimas Sal |'y Pst I, con el objetivo de liberar un fragmento

aproximadamente de un tamarfio de 1264 pb y 1240 pb respectivamente.

Ambos plasmidos fueron purificados a partir de fragmentos de geles de agarosa y centrifugados a

13,000 rpm durante 10 segundos en columnas con fibras de vidrio elaboradas en nuestro laboratorio.
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FIG.9 Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb
“ladder” plus. Carril 1-7. Plasmido pUC18 purificado y digerido con las enzimas Hind Ill y BamH |, la flecha indica el
tamario del fragmento esperado de 2686 pb.

Fig. 10. Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril 1. Marcador de peso molecular 1 kb
“ladder” plus. Carril 2-3. Plasmido pUC4K .purificado y digerido con la enzima Sal I. Carril 4-5. Plasmido pUC4K.purificado

y digerido con la enzima Pst | la flecha indica el tamafio del fragmento esperado de 1264 pb.




10.3 AMPLIFICACION, Y PURIFICACION DE LOS GENES omp31 Y rpsL.

Mediante la técnica de PCR se amplifico los productos de un tamafio de 723 pb y 510 pb de los
genes omp31 y rpsL respectivamente. Los fragmentos de PCR obtenidos fueron cuantificados
obteniendo una concentraciéon promedio de 1ug/ul. Se realizo una electroforesis para verificar que
los tamarios de los amplificados correspondan al tamafio esperado de 723 pb y 510 pb de los genes
omp31'y msL respectivamente. Los fragmentos de PCR fueron purificados a partir de fragmentos de
geles de agarosa al 1.5% y centrifugados a 13,000 rpm durante 10 segundos en columnas con fibra

de vidrio elaboradas en nuestro laboratorio.
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Fig. 11. Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb
“ladder” plus. Carril 1,2. Fragmento de PCR purificado, la flecha indica el tamafio del fragmento esperado de 723 pb.

Carril 3,4. Fragmento de PCR purificado, la flecha indica el tamario del fragmento esperado de 510 pb




10.4 CLONACION DE LOS GENES omp31 Y rpsL.

Los productos amplificados de omp31 'y rpsL fueron clonados en el vector comercial pCR2.1 TOPO
obteniendo los plasmidos pLV (Fig 12) y pLF que contienen los fragmentos de los genes omp31 y
rpsL respectivamente. Ambos genes fueron digeridos con las enzimas Hind Ill y Xba | para liberar un

fragmento de 828 pb y 610 correspondientes a los genes omp31 y rpsL respectivamente.
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Fig. 12. Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb
“ladder’ plus. Carril 1,2. Plasmido pLV sin digerir. Carril 3,4. Plasmido pLV digerido con las enzimas Hind lll y Xba |, la
flecha indica el tamafio del tamafio del plasmido pCR2.1 TOPO con un tamafio de 3931 pb y el fragmento liberado de

828 pb, correspondiente al gen omp31.

Fig. 13. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus. Carril 1-3. Plasmido pLV digerido con las enzimas
Hind lll y Xba 1, la flecha indica el tamafio del tamario del plasmido pCR2.1 TOPO con un tamafio de 3931 pb y el

fragmento liberado de 610 pb, correspondiente al gen rpsL.




10.5 SUBCLONACION DE LOS GENES omp31 Y rpsL.

Los plasmidos pLV y pLF fueron digeridos con las enzimas Hind Ill'y Xba |, los insertos liberados de
dichos plasmidos fueron purificados a partir de un gel de agarosa al 1.5%. Los fragmentos
purificados fueron subclonados en el plasmido pUC18 previamente digerido con las enzimas Hind llI
y Xba |, obteniendo los plasmidos pLVM (Fig 8) y pLFV (Fig9) que contienen los insertos de
omp31 y rpsL respectivamente, ambos plasmidos fueron digeridos con la enzima Hind Ill para
verificar que el tamafo correspondiera a 3388 pb (pUC18: 2668 pb + omp31: 720 pb) para el
plasmido pLVMy 3178 pb (pUC18: 2668 pb — rpsL: 510 pb) para el plasmido pLFV.
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Fig 14. Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb
“ladder’ plus. Carril 1,4. Plasmido pLVM digerido con la enzima Hind I, la flecha indica el tamafio del plasmido de 3388

pb. Carril 5. Plasmido pLVM sin digerir.

Fig. 15. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb “ladder” plus. Carril 1,2. Plasmido pLV digerido con la enzima Hind
[II, la flecha indica el tamafio del tamario del plasmido con un tamafio de 3178 pb Carril 3 Plasmido pLV sin digerir.




10.6 INACTIVACION DE LOS GENES omp31Y rpsL.
o Inactivacion de omp31 de B. melitensis

Para la inactivacion del omp31, el plasmido pLVM fue digerido con la enzima Sal |, una vez digerido
el plasmido fue purificado con el protocolo mencionado en la metodologia. Al plasmido pLVM
digerido y purificado se le insertd un casete de Kanamicina con sitio de restriccion Sal |, obtenido del
plasmido de pUC4k previamente digerido con la enzima Sal |, obteniendo el plasmido pLVM84.
Dicho plasmido contiene la secuencia del gen omp31 interrumpida con una secuencia de ADN que
confiere resistencia a la Kanamicina. El plasmido pLVM84 fue digerido con la enzima Sal | para
liberar un fragmento de 1300 pb correspondiente al casete de Kanamicina insertado en la secuencia
del gen omp31. Cuando el plasmido pLVM84 fue digerido con las enzimas Hind lll y Xba |, el
plasmido libero 3 fragmentos (un fragmento con un tamafio de 2662 pb correspondiente al plasmido
pUC18, y dos fragmentos mas correspondientes al gen omp31 inactivado con el casete de
kanamicina), debido a que la secuencia de kanamicina insertada en el gen omp31 contiene un sitio

de restriccion de Hind lll.
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Fig 16. Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb
“ladder” plus. Carril 1,3. Plasmido pLVM84 digerido con la enzima Sal |, la flecha superior indica el tamafio del plasmido
pLVM de 3388 pb, la flecha inferior indica el tamafio del casete de Kanamicina de 1300pb. Carril 2,4. Plasmido pLVM84

digerido con las enzimas Hind lll y Xba |, la flecha superior indica el tamafio del plasmido pLVM de 2662 pb, la flecha
inferior indica el tamafo de un fragmento liberado del casete de kanamicina de 760pb. Carril 5. Plasmido pLVM84 sin

digerir.




o Inactivacion de rpsL31 de B. melitensis

Para la inactivacion del rpsL, el plasmido pLFV fue digerido con la enzima Pst |, una vez digerido el
plasmido fue purificado con el protocolo mencionado en la metodologia. Al plasmido pLFV digerido
y purificado se le insert6 un casete de Kanamicina con sitio de restriccion Pst |, obtenido del
plasmido de pUC4k previamente digerido con la enzima Sal |, obteniendo el plasmido pLFV26. Dicho
plasmido contiene la secuencia del gen rpsL interrumpida con una secuencia de ADN que confiere
resistencia a la Kanamicina. El plasmido pLFV26 fue digerido con la enzima Pst | para liberar un
fragmento de 1300 pb correspondiente al casete de Kanamicina insertado en la secuencia del gen

rpsL.

100

Fig 17. Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb
“ladder’ plus. Carril 1,3. Plasmido pLFV26 digerido con la enzima Pst |, la flecha superior indica el tamafio del plasmido
pLFV de 3000 pb, la flecha inferior indica el tamafio del casete de Kanamicina de 1300pb. Carril 5. Plasmido pLFV26 sin

digerir.




10.7 GENERACION DE LA CEPA MUTANTE

e Mutacion del gen omp31 de B. melitensis

Para obtener la mutante del omp31 de B. melitensis, el plasmido pLVM84 fue transformado por
electropracion en bacterias electrocompetentes de B. melitensis con las condiciones
previamente mencionadas en la metodologia. Las suspension bacterias de B. melitensis
transformadas con el plasmido pLVM84, fueron incubadas en 1 ml de medio SOC a 37 °C en
agitacion a 150rpm durante 6 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se sembré
200ul con asa de vidrio en placas de agar Brucella suplementado con 5% de SFB, 3% de EL y
50ug de kanamicina, las cuales fueron incubadas a 37°C durante 48 horas. Las clonas
resistentes a Kanamicina y sensibles a ampicilina, fueron seleccionadas y cultivadas en caldo
Brucella suplementado con 5% de SFB, 3% de EL y 50ug de kanamicina. A las clonas que
presentaron crecimiento en el caldo con kanamicina, se les realizd extraccion de ADN para
verificar mediante la técnica de PCR, la integracién del plasmido pLVM84 por un mecanismo de
recombinacién homoéloga al genoma de la cepa silvestre. Las clonas que amplificaron un inserto
de 2000pb fueron seleccionadas y resembradas en caldo Brucella con 5% de SFB, 3% de EL y
50ug de kanamicina obteniendo la cepa mutante Brucella melitensis pLVM84 que porta el gen
omp31 de B. melitensis (con un tamafio de723 pb), inactivado con un casete de resistencia a

Kanamicina (con un tamafio de 1250 pb). (Fig. 18)
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Fig. 18. Gel de agarosa al 1% en TAE1X tefiido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb

“ladder” plus. Carril 1. Inserto de 723pb del gen omp31 amplificado de la cepa silvestre B. melitensis. Carril 2-7. Inserto

de 2000pb del gen omp31 inactivado amplificado de de la cepa mutante B. melitensis pLVMB84. Carril 8. Inserto de
2000pb del gen omp31 inactivado amplificado de del plasmido pLVM84.




10.8 SOBREVIVENCIA INTRACELULAR DE LA MUTANTE B. melitensis pLVM84
MACROFAGOS MURINOS J774.1 Y CELULAS Hela.

Para determinar el efecto de la mutacidn del gen omp31, se evaluo la sobrevivencia intracelular de
las cepas B. melitensis 133 y B. melitensis pLVM84 en macréfagos murinos y células HelLa. Para
inhibir el crecimiento de bacterias extracelulares, las células infectadas se sometieron a un ensayo
de proteccion a gentamicina con 100p/ml y posteriormente fueron lisadas con 0.2% de Triton X 100
para evaluar la sobrevivencia de la bacteria mediante el conteo de UFC. El nimero de bacterias
viables en el ensayo fue determinado a las 0, 4, 8, 12, 24,48, 72 h p.i.

En la figura 19 se presenta una grafica generada a partir de los resultados por triplicado de
diferentes tiempos de las cosechas de macrofagos murinos (Cuadro 7). Tanto en macréfagos
infectados con la cepa de campo y la cepa mutante, se observa una disminucion en la sobrevivencia
de la bacteria a las 4 h post infeccion, la cual se recupera gradualmente a las 8 h en ambos casos.
La sobrevivencia de la bacteria tiene un aumento significativo a partir de las 12 h p.i.

En la figura 20 se presenta una grafica generada a partir de los resultados por triplicado de
diferentes tiempos de las cosechas de células HeLa (Cuadro 8). Tanto en células Hela infectadas
con la cepa de campo y la cepa mutante, se observa la sobrevivencia de la bacteria muy similar a las
0y 4 h post infeccion. La sobrevivencia de la bacteria tiene un aumento significativo a partir de las
12 h p.i.

El nimero de UFC que lograron entrar al macréfago y en células Hela (hora cero) fue menor en
ambas lineas celulares infectadas con la cepa mutante B. melitensis pLVM84 (2.1 X104y 2.8 X103
UFC/ml respectivamente) en comparacioén con la cepa de campo B. melitensis 133 (3.8X104y 5.4
X103 UFC/ml respectivamente). Esto podria sugerir que la proteina Omp31 esta involucrada en
eventos de invasion de la bacteria en células fagociticas profesionales y en células fagociticas no

profesionales.

En cuanto a la sobrevivencia intracelular de B. melitensis pLVM84 fue menor tanto en macrofagos
murinos y células HelLa en todos los tiempos de la cinética de los ensayos en comparacion con la
cepa de campo B. melitensis 133. Por lo tanto la proteina Omp31 podria estar involucrada en la

integridad de la membrana externa de la bacteria y en la virulencia de la misma.




Cuadro 7. Datos de la cinética de la internacién, sobrevivencia y replicacion intracelular de B.

melitensis 133 y de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 en macréfagos murinos J774.1

Tiempo B. melitensis 133 B. melitensis pLVM84
p.i. (h) Media de UFC/ml Desviacion estandar Media de UFC/ml Desviacion estandar
0 3.8X104 0.095 2.3X104 0.05
4 3.2 X104 0.072 2 X104 0.086
8 7.9 X104 0.091 3.6 X104 0.137
12 7.4 X108 0.136 2.1 X108 0.074
24 2.8 X108 0.067 5.7 X108 0.122
48 6.8 X108 0.096 3.5 X108 0.08
72 2.7 X107 0.100 8.6 X108 0.131

Cuadro 8. Datos de la cinética de la internacién, sobrevivencia y replicacion intracelular de B.

melitensis 133 y de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 en células HelLa

Tiempo B. melitensis 133 B. melitensis pLVM84
p.i. (h) Media de UFC/ml Desviacion estandar Media de UFC/ml Desviacion estandar
0 5.4X103 0.061 2.8X103 0.114
4 7.0 X103 0.148 3.5 X108 0.137
8 4.3 X104 0.046 2.4 X104 0.074
12 2.3X10° 0.095 3.0 X10¢ 0.072
24 8.9 X105 0.076 2.3 X105 0.067
48 5.9 X108 0.157 7.9 X108 0.165
72 1.6 X107 0.035 4.4 X106 0.066

[ —




Sobrevivencia Intracelular de la Mutante pLVM84 de
B. melitensis en Macréfagos murinos
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Fig 19. Sobrevivencia intracelular de B. melitensis 133 y B. melitensis pLVM84 en
macrofagos murinos. Cultivos de macrofagos murinos J774.1 se incubaron durante 1 hora con
suspensiones de B. melitensis 133 y con la cepa mutante B. melitensis pLVM84 (MOI=100
UFC/célula). Tras una incubacién de 1 hora con medio suplementado con gentamicina con el fin de
eliminar las bacterias extracelulares, las células se lisaron a diferentes tiempos p.i. y se realizaron
recuentos en placa para evaluar la capacidad invasiva y la cinética de replicacion intracelular de
cada cepa. Los resultados representan la media + desviacion estandar del log UFC/ml. Las
diferencias estadisticamente significativas obtenidas al comparar con la cepa parental se sefialan
mediante asterisco (P < 0.0000000022).




Sobrevivencia Intracelular de la Mutante pLVM84 de
B. melitensis en células HelLa
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Fig 20. Sobrevivencia intracelular de B. melitensis 133 y B. melitensis pLVM84 en células

HeLa. Cultivos de células HelLa se incubaron durante 1 hora con suspensiones de B. melitensis 133
y con la cepa mutante B. melitensis pLVM84 (MOI=300 UFC/célula). Tras una incubacién de 1 hora

con medio suplementado con gentamicina con el fin de eliminar las bacterias extracelulares, las

células se lisaron a diferentes tiempos p.i. y se realizaron recuentos en placa para evaluar la

capacidad invasiva y la cinética de replicacion intracelular de cada cepa. Los resultados representan

la media £ desviacién estandar del log UFC/ml. Las diferencias estadisticamente significativas

obtenidas al comparar con la cepa parental se sefialan mediante asterisco (P < 0.0000000022).




10.9 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis se realiz6 utilizando el paquete comercial para el analisis estadistico R®, mediante el
método de ji cuadrada con una distribucién normal de los datos por tiempo, logrando una

significancia mayor del 99% (p<0.01).

Para hacer el célculo se tomaron en cuenta los valores absolutos de las UFC obtenidas en los
ensayos de sobrevivencia, con la finalidad de determinar si la variacion observada en el nimero de
UFC se atribuye a la variable dependiente que para fines de nuestros ensayos fue la sobrevivencia
intracelular de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 en macréfagos murinos y células Hela. Las

hipétesis planteadas fueron las siguientes.

Hipdtesis 0: EI numero de bacterias que ingresa y se replica intracelularmente en los macréfagos y
en células HelLa es el mismo para la cepa mutante B. melitensis pLVM84 y para la cepa de
referencia B. melitensis 133, por lo menos en algun tiempo, por lo tanto no existe una dependencia
entre la sobrevivencia en la ausencia de la PME Omp31 de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 y

en la presencia de la PME Omp31 de la cepa de referencia B. melitensis 133.

Hipdtesis 1: EI numero de bacterias que ingresa y se replica intracelularmente en los macréfagos y
en células Hela es diferente para la cepa mutante B. melitensis pLVM84 y para la cepa de
referencia B. melitensis 133, por lo menos en algun tiempo, por lo que existe una dependencia entre
la sobrevivencia en la ausencia de la PME Omp31 de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 y en la

presencia de la PME Omp31 de la cepa de referencia B. melitensis 133.

El valor obtenido a la hora 0 para ji cuadrada fue de 1147.66 y de 977.35, con 2 grados de libertad y
un valor de p de 0.0000000022 y de 0.0000000022 para macréfagos murinos y células Hela
respectivamente, por lo que existe una relacion entre la internacion de B. melitensis pLVM84 y la

cepa de referencia B. melitensis 133.




En cuanto a la sobrevivencia intracelular de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 en macréfagos
murinos y células Hela, los valores obtenidos en los tiempos Oh a 72h, son estadisticamente
significativos con un valor de p de 0.0000000022 para todos los tiempos, dicho decremento en la
sobrevivencia intracelular puede relacionarse con la disminucion significativa de la internacion por
parte de la bacteria, por lo que existe una relacién entre la sobrevivencia intracelular en la ausencia
de la PME Omp31 de B. melitensis pLVM84 y la presencia de la PME Omp31 de la cepa de

referencia B. melitensis 133 en ambas lineas celulares.




11. DISCUSION
El objetivo del presente trabajo, fue la construccion de dos mutantes en los genes omp31'y rpsL de
Brucella melitensis 133 y evaluar el efecto de la mutacion de dichos genes en la sobrevivencia

intracelular de la bacteria en macrofagos murinos J774.1 y células Hela.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo fue que la mutacion en la PME Omp31 de B.
melitensis 133 provocd una significativa (p<0.0000000022) disminucion en la internacion y en la

sobrevivencia intracelular de la bacteria tanto en macréfagos murinos como en células Hela.

Es bien sabido que Brucella es una bacteria intracelular facultativa y en la actualidad es bien
conocida la capacidad que presentan las especies de Brucella en fase lisas para entrar, sobrevivir y
multiplicarse en células fagociticas profesionales como células dendriticas y macréfagos asi como
también, en células fagociticas no profesionales como trofoblastos de la placenta y células epiteliales
como las células HelLa.(206, 207) De acuerdo con esto, nos propusimos determinar el efecto de la
mutacion de la PME Omp31 de B. melitensis mediante la evaluacién de la internacién y

sobrevivencia intracelular de la cepa mutante en macréfagos murinos y células Hela.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que la presencia de la PME Omp31
esta involucrada en la internacion de la bacteria en macréfagos murinos. Estos resultados son
parecidos a los resultados experimentales obtenidos Caro-Hernéndez y colaboradores, donde
demostraron que la ausencia de las PMEs Omp31, Omp25d y Omp22 en la membrana externa de B.
ovis PA causa un descenso de la capacidad invasiva de esta bacteria en macréfagos murinos
J774.1. En vista de estos resultados, las tres PMEs podrian estar involucradas en la entrada de B.

ovis PA en las células J774.A1 a través de procesos dependientes de las “balsas lipidicas”.(208)

Por otra parte, resultados obtenidos en el presente trabajo se demostrd de igual forma que la
presencia de la PME Omp31 es necesaria para que lleve a cabo la internacion de la bacteria en
células HelLa. Caso contrario con resultados de trabajos anteriores donde demostraron que esta
proteina no es necesaria para la internacion de la bacteria en B. ovis PA. En ese mismo trabajo
demostraron que la presencia de las PMEs Omp25d y Omp22 en la membrana externa de B .ovis

PA es necesaria para que lleve a cabo la internacion de la bacteria en células HelLa. Este hecho




indica que la PME Omp31 de B. melitensis y las PMEs Omp25d y Omp22 de B. ovis PA pueden
estar implicadas en el mecanismo de “fagocitosis por cremallera” empleado por la bacteria para
penetrar en las células Hela.(206, 209, 210)

Diversas investigaciones realizadas previamente han demostrado que B. abortus es capaz de
penetrar y sobrevivir intracelularmente en células fagociticas no profesionales tales como las células
Hela.(206, 211) Se ha descrito que esta entrada la lleva a cabo utilizando un mecanismo de
invasion denominado “fagocitosis por cremallera” observado también durante los procesos de
internacion de Listeria monocytogenes y Yersinia pestis.(209) Este mecanismo se caracteriza por la
reorganizacion de la membrana plasmatica de la célula eucariota en el punto de contacto con la
bacteria, que desencadena posteriormente, un recubrimiento progresivo del microorganismo gracias

a la intervencion del citoesqueleto de actina.(210, 212)

En cuanto a la capacidad de sobrevivencia y multiplicacién intracelular en macréfagos J774.1 y
células HeLa mostrada por la cepa mutante Aomp31 de B. melitensis disminuy6 significativamente la
sobrevivencia y replicacion intracelular de la bacteria. Estos resultados son diferentes a los
obtenidos en otros trabajos,(208) ya que la evaluacién de diferentes cepas mutantes de B. ovis PA
en genes de la familia omp25/omp31, observaron que solamente la ausencia de Omp25d o de
Omp22 afectaba gravemente a la replicacion intracelular de la bacteria. Asi, mientras que la cepa
mutante Aomp25d fue capaz de sobrevivir en los macréfagos, la cepa mutante Aomp22 fue
completamente eliminada a las 24 horas p.i.. Esta incapacidad para multiplicarse intracelularmente
mostrada por las cepas mutantes Aomp25d y Aomp22 de B. ovis PA, podria justificar, al menos en

parte, la fuerte reduccion en la virulencia que presentan ambas cepas en ratén. (46, 208)

El hecho de que ambas mutantes presenten en su membrana externa alteraciones similares, o
incluso, menos acusadas que las mostradas por las cepas mutantes no atenuadas Aomp37,
Aomp25'y Aomp25c¢ de B. ovis PA obtenidas mediante el mismo procedimiento (Caro-Hernandez et
al., 2007), hace pensar que Omp25d y especialmente Omp22, podrian estar involucradas en B. ovis
PA en el establecimiento y desarrollo de un nicho de replicacion oOptimo esencial para su

supervivencia y multiplicacion intracelular.(46, 208)




Estos resultados contradictorios se ha sugerido que probablemente, se deba a que las cadenas
polisacaridicas O del S-LPS enmascaran las PMEs, dificultando tanto la generacion de una
respuesta inmune especifica frente a ellas como su accesibilidad a los anticuerpos.(62, 102) Por el
contrario, en las cepas rugosas de Brucella, tales como B. ovis y B. canis, este problema no se
presenta ya que su LPS carece de cadenas O, por lo que las PMEs, al estar expuestas en la
superficie bacteriana.(103, 104) En base a estos resultados es necesario evaluar el rol de la familia
de PMEs Omp25/0mp31 en B. melitensis para esclarecer tan marcadas diferencias entre las

especies de Brucella en fase rugosa y en fase lisa.

La consecucion de un nicho de replicacion en los macréfagos, principales células hospedadoras de
este patdgeno, le va a proporcionar a este microorganismo una proteccion frente al complemento y a
anticuerpos durante su diseminacién por el hospedador, y la capacidad para mantenerse durante
largos periodos de tiempo en el organismo afectado, con la consiguiente cronicidad de la
infeccion.(213) Esta habilidad que presentan las estirpes de Brucella en fase lisa implica un proceso
complejo, en el cual, este patdgeno interfiere con las funciones propias de la célula hospedadora,
llegando incluso a controlar su propio trafico intracelular. Asi, cuando una especie lisa de Brucella es
fagocitada por el macréfago, sigue una ruta endocitica en la cual evita degradaciones hidroliticas por
fusion con los lisosomas, favoreciendo en los estadios tempranos de la infeccion, su supervivencia
intracelular.(214, 215) Por lo que la virulencia de Brucella se asocia con la supervivencia en células
fagociticas.

Esto podria explicar los resultados obtenidos en el presente trabajo entre la relacion que hubo en la
disminucion de la internacion de la cepa mutante B. melitensis pLVM84 vy la disminucion de la
sobrevivencia y replicacion intracelular de la bacteria a partir de las 4 horas hasta las 72 horas post

infeccion tanto en los macréfagos murinos como en las células Hela.

Por tanto, en vista de los resultados obtenidos, la PME Omp31 no solamente estaria implicada en el
mantenimiento de la integridad de la membrana externa de la bacteria, sino que también, serian
relevantes para la virulencia de B. melitensis 133 al ejercer papeles fundamentales en la capacidad

de invasion y multiplicacion intracelular del patégeno.




Por Ultimo, los resultados obtenidos en el presente trabajo del gen rpsL, logramos inactivar el gen

mediante la insercion de una casete de resistencia a la kanamicina, obteniendo el plasmido pLFV26.

En cuanto al gen rpsL que codifica para la proteina S12 ribosomal, se ha demostrado que la
mutacion en este gen, esta directamente involucrado en la disminucion de la virulencia en Erwinia
carotovora.(165) Otros estudios en realizados en Salmonella Typhimurium, se demostré que hubo
una disminucion significativa en la tasa de crecimiento y una disminucion en la virulencia de la cepa

mutante en comparacion de la cepa de campo.(164)

Estudios realizados sobre la identificacién y caracterizacion de mutantes atenuadas de Brucella
melitensis 16M, demostraron que la mutante del gen rpsL afecto la sobrevivencia de la bacteria en
macréfagos y mostré una marcada atenuacion en un modelo murino.(216) Resultados muy
parecidos fueron mostrados en otro trabajo donde identificaron aproximadamente 3000 genes que
son esenciales para la sobrevivencia de E. coli MG1655, en donde el gen rpsL fue unos de los genes

esenciales para la sobrevivencia de la bacteria.(217)

Con respecto a la cepa vacunal B. melitensis Rev1 se sabe que porta una mutacion en el gen rpsL
por lo que se ha planteado la hipétesis, que a partir de esta mutacidn provocé una atenuacién severa

en la virulencia de la cepa.(82, 112, 128)

Ya que no hay estudios del género Brucella sobre el efecto de la mutacién de este gen, planteamos
que es de gran importancia determinar el efecto de la mutacién del gen rpsL en la internacién y

sobrevivencia intracelular de la bacteria en macréfagos murinos y células HelLa.

Debido a que el principal objetivo de nuestro trabajo de investigacion es generar un posible
candidato vacunal, nos planteamos las siguientes prospectivas. Construccién de mutantes en los
genes rpsL y omp22 de B. melitensis; Construccion de una doble mutante en los genes omp31 y
rpsL de B. melitensis. Determinar el efecto de las mutaciones mediante ensayos de sobrevivencia
intracelular en macrofagos y células Hela. Evaluar la proteccién conferida y virulencia residual en
ratones inmunizados con las cepas mutantes. Por Ultimo evaluar la respuesta inmune celular y

humoral en los ratones inmunizados con las cepas mutantes. Ademas en todos los ensayos




incluiremos a la cepa vacunal B. melitensis Rev1 como control, para determinar las diferencias en la

virulencia y en la proteccion conferida en comparacion con las cepas mutantes.
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12. CONCLUSIONES

La mutacion de la PME Omp31 de B. melitensis 133 provocd una disminucion
significativa en la internacion, sobrevivencia y replicacion intracelular de la bacteria en
macrofagos murinos J774.1'y en células Hela.

La PME Omp31 es relevante para la virulencia de B. melitensis 133 al ejercer papeles
fundamentales en la capacidad de invasién y multiplicacién intracelular del patogeno.

Se inactivé el gen rpsL de B. melitensis para después ser transformado en B. melitensis
133 y evaluar el efecto de dicha mutacion en la internacion y sobrevivencia intracelular

de la bacteria.
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13. PROSPECTIVA

Realizar la mutacion del gen rpsL de Brucella melitensis.

Construir una doble mutante en los genes omp31'y rpsL de Brucella melitensis.

Realizar la mutacion del gen omp22 de Brucella melitensis.

Evaluar el efecto de las diferentes mutantes mediante ensayos de sobrevivencia en
macrofagos murinos J77 4.1 y células Hela

Complementacion de las mutantes en los genes omp31, rpsL y omp22 de Brucella
melitensis.

Evaluar el efecto de la inactivacion de los genes omp31, omp22 y mpsL en la membrana
externa de Brucella melitensis mediante ensayos de susceptibilidad.

Determinar la virulencia residual y la proteccién conferida en ratones vacunados con las
cepas mutantes obtenidas.

Determinacion de la respuesta inmune celular y humoral contra Brucella melitensis en el

suero de ratones vacunados con los inmundgenos experimentales.
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