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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de curso crénico que
puede afectar a los animales domésticos y en el humano se constituye como
una de las zoonosis bacterianas mas importante en el mundo. Con el objetivo de
aislar e identificar genes de Brucella mefitensis, se construyé un banco
gendémico de Brucella melitensis 133, en el vector de expresion X ZAP Express,
en donde se utilizé un grupo de sueros de cabra positivos a Brucella melitensis,
como sonda para seleccionar a {as clonas recombinantes.

Se seleccionaron seis clonas y se subclonaron directamente mediante escision
in vivo en el plasmido pBK-CMV. Los plasmidos recombinantes fueron
identificados como 41, 73, 101, 101C, 122y 132,

Se secuencio el plasmido 101, que contenia un fragmento EcoR! de 4069 pares
de bases. El andlisis de secuencia reveld la presencia de seis marcos abiertos
de lectura (MAL), los MAL | y V se encontraron en forma incompleta.

En direccién 3’ se localizaron los MAL 1, 1l, y Ill, los cuales mostraron una
identidad del 48%, 36% y 36% respectivamente, con las subunidades a, 0’ y b
del dominio Fp del operon ATPsintasa de Rhodospififium rubrum y el MAL IV,
con una identidad del 51% con Ia subunidad ¢ del dominio Fo de Rhodobacter
capsulatus.

El orden de las subunidades del dominio Fp del operdn ATPsintasa, mostrd
similitud con el de las equivalentes en R. rubrum, R. capsulatus, y
Synechococcus, sin embargo, esta disposicion fue diferente ai compararla con
la de E. coli y B. sublilis, en donde solo se encuentra un gene correspondiente a
la subunidad b.

Por ofra parte, s¢ encontraron diferencias en relacién ai orden de los dominios
presentes en el operdn, debido a que los genes del dominio Fy son precedidos
por los genes del dominio F,, y en Brucelfa meiitensis, solo se encontraron [os
genes del dominio Fy, situacion parecida a la de Rhodopseudomona blastica, en
donde el dominio Fy se encuentra separado del dominio Fo.

Por otra parte, en direccion 5, el MAL V mostro una identidad del 36% con una
proteina hipotética de Mycobacterium fuberculosis y Archaeoglobus fulgidus. El
perfil hidropético de este MAL, reveld 4 posibles regiones transmembranales.

En la misma direccién 5, el MAL VI, mostré una similitud del 42% con la
ribpnucleasa HH de M. tubercuiosis.

La ribonucleasa Hil se ha descrito en bacterias, parasitos y ¢céluias de humano y
de ratén, aunque existe poca informacion acerca de la estructura molecutar y
funciones de esta enzima.
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lNTRODUCQlON

La brucelosis es una enfermedad infecciosa-contagiosa de curso cronice que afecta a
los animales domésticos, animales silvestres y al hombre, siendo considerada una de
las zoonosis bacterianas mas importantes en e mundo. El reciente aislamiento de
distintas cepas de Brucefla a partir de mamiferos marinos ha extendido aun mas su
impacto ecolégico (17).

La transmision de la enfermedad se debe a la ingestion de leche no pasteurizada y
otros productos lacteos, al contacto directo con tejidos de animales infectados o bien a
la ingestién, inhafacion o inyeccién accidental de cultivos de Brucelfa. Ademas de ser
una zoonosis, su importancia radica en las graves pérdidas economicas que ocasiona
a Ja industria ganadera, debido a una marcada disminucion en la eficiencia
reproductiva, abortos, crias débiles, baja en |a produccion lactea e infertilidad (34, 45,
48, 54, 59}.

En 1995, el Sistema Nacional de Mercados’ estimé la produccién anual de came de
cabra en canal en 44, 494 toneladas, lo que representa un ingreso de $ 497, 928, 000.
00. (M. Nj; asi mismo, en ese afio la produccion de leche fué de 151, 144 miles de
litros, lo que equivale a $ 175, 327, 040. 00 (M. N). Por otra parte y tomando en
consideracion las pérdidas econémicas por concepto de abortos, en el afic de 1995, se
cuantificaron 55, 620 abortos o cual representa un costo de $ 4, 626, 524. 00 (M. N).
Brucella melitensis es una bacteria Gram negativa e intracelutar facultativa que causa
aborto en cabras y borregas, ademas, en algunas dreas ha emergido como una causa
de infeccidn en bovinos, extendiendo asi ia posibilidad de infectar al humano (37).

La brucelosis causada por Brucella melitensis es considerada la zoonosis bacteriana
mas importante en el pais por el elevado numero de infecciones en el hombre,
ocasionando un alto costo en el tratamiento, la pérdida de horas de trabajo,
hospitalizacién y diagnostico, llegando a causar la muerte si no se diagnostica con

oportunidad.

! Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrolio Rural (NOM-022-55A2-1594)



En México, en el afio de 1996 se reportaron 3, 218 casos y para el afio de 1997 se
reportaron 3, 213 casos, siendo Guanajuato el estado con mayor incidencia con 636
casos, seguido de Coahuila con 340 casos y Sinaloa con 247 casos ?

El género Brucella consta de 6 especies clasicas: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.
ovis, B. canis y B. neotomae. Esta clasificacion esta hecha con base en la diferencia en
la patogenicidad y preferencia por el hospedero; ta diferenciacién entre especies y
biovariedades se realiza por pruebas diferénciales sobre {a caracterizacion fenotipica
de antigenos del lipopolisacarido (LPS), fagotipificacién, sensibilidad a colorantes
(tionina y fucsina basica), requerimiento de CO;, produccién de H.S, produccién de
ureasa y propiedades metabdlicas (37, 45, 54, 67).

Por otro lado, y con base en estudios moleculares sobre fa subunidad 165 RNA, se ha
propuesto una sola especie, B. melitensis, quedando como bicvariedades las otras
cinco especies clasicas. Este microorganismo pertenece a la subdivisién o-2 de la
clase proteobacteria, que incluye a bacterias purpuras fotosintéticas y no fotosintéticas,
ademas de bacterias intracelulares facultativas de piantas y animales. Asimismo, existe
una estrecha relacion filogenética del génera Brucella con géneros como Rochalimaea,
Rhizobium, Agrobacterium y Ochrobactrum. El genoma de B. melitensis tiene 58% de
GC y posee 2 cromosomas, uno de 2, 100 Kb y otro de 1, 150 Kb (51,52).

ANTIGENOS DE BRUCELLA

Diversos antigenos relacionados con la patogenicidad, proteccion y diagndstico han
sido identificados en la membrana extemna, el espacio peripldsmico y el citoplasma.

La patogenicidad de este género esta relacionada con la presencia de LPS,; proteinas
inducidas por estrés (GroEL, GroES, DnaK y HirA) relacionadas con la sobrevivencia y
colonizacién en macréfagos, ademas de monofosfatos de adenina y guanina que son
inhibidores de la fusion fago-lisosoma; la activacion y degranulacidn del sistema
mieloperoxidasa y el factor de necrosis tumoral, asi como, las enzimas superoxido

dismutasa CuZn y eritrulosa fosfato deshidrogenasa (13, 14, 26, 49, 66).

: Secretaria de Salud y el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica.



LIPOPOLISACARIDO (LPS)

Puede estar presente como LPS liso (LPS-L), el cual contiene la cadena O completa
{poli-N-formilpentcsamina) o bien como LPS rugoso {LPS-R), el cual posee solo
remanentes de la cadena O. De las 6 especies de Brucella, cuatro de ellas, B.
melitensis, B. abortus, B. suis y B. neolomae, se aislan en su forma lisa, mientras que
dos (B. ovis y B. canis) solo se conocen en su forma rugosa y algunos presentan
fenotipo mucoide. Es posible que colonias lisas pasen espontaneamente a ser rugosas
y algunas rugosas puedan revertir a morfologia lisa (17, 62).

PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA (PME)

En la década de los 80s las PME de Brucefla spp. identificadas mediante extracciones
con detergentes, se clasificaban de acuerdo a su masa molecular como : PME dei
grupo 3, con peso molecular de 25-27 kDa y 31-34 kDa y PME (porinas) del grupoc 2
¢on un peso de 36-38 kDa (11, 25, 30, 31, 32, 33, 47, 53).

Por otro lado, se han identificado proteinas minoritarias con pesos moleculares de 10,
16.5, 19, y 89 kDa. La proteina de 89 kDa es probablemente una PME del grupo 1, la
cual ha sido descrita por otros autores como una proteina de 88 a 94 kDa (12, 25, 72).
Recientemente, estas proteinas se han caracterizado usando anticuerpos
monoclonales y clonando los genes que las codifican, de tal forma que ahora, Omp10,
Omp16 y Ompi9 han sido identificadas como lipoproteinas, Omp2a/Omp2b con
funciones de porina, Omp25, Omp31y Omp1 6 proteina de 89 kDa del grupo 1 (15, 23,
32, 47, 57, 65, 68, 69, 74, 75).

PROTEINAS PERIPLASMICAS

Varias proteinas periplasmicas inmunogénicas han sido descritas, tales como:
BCSP31, superdxido dismutasa Cu-Zn y mas recientemente la proteina BP26
previamente conocida como PME28. En particular, BP26/PME28 han despertado
interés como antigeno de diagnéstico, ya que es inmunodominante en bovinos, ovinos
y caprinos infectados (10, 46, 56, 57, 66).
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PROTEINAS CITOPLASMICAS

Esta ultima clase de proteinas inmunogénicas comprende a las proteinas de estres
GroEL, GroES, DnaK, CP24, HirA ; las proteinas ribosomales L7/L12; Ssb y UwrA,
Bacterioferritina y proteinas 'de las que se desconoce su funcion llamadas p15, p17 y
p39(3, 8,19, 20,73, 77).

Se ha demostrado que algunas de estas proteinas, L7/L12, UvrA, GroEL y GroES
pueden estimular la respuesta inmune celular de tipo Th1 con la produccion de
Interleucina-2 e Inteferony. Las proteinas p15, p17 y p39 son de interés en el
desarrollo de pruebas serologicas para el diagndstico de la brucelosis (16, 70).

La funcién de las proteinas de Brucefla spp. en la respuesta inmune no ha sido
estudiada a profundidad. Este microorganismo es intracelular facuitativo, por lo que la
respuesta inmune esla directamente relacionada con proteinas citoplasmicas y de
superficie, dependiendo del procesamiento de |a bacteria por el macréfago, ademas de
su variabilidad entre especies y la capacidad de estimular la respuesta inmune humoral

y celular (16).

IDENTIFICACION DE GENES

Aproximadamente 50 genes de Brucefla han sido descritos y compilados en el banco
de genes (GenBank). Algunos de éstos codifican para PME, factores de virulencia y
moléculas especificas de diagndstico. Ademas de otros genes cuyos productos estan
involucrados en procesos celulares como : proteasas (hirA) y chaperoninas (dnaJ,
dnak, groEL y groES).



GENES DE BRUCELLA REPORTADOS EN El. GENBANK

GRUPO FUNCIONAL DESIGNACION GEN/PROTEINA
ENVOLTURA CELULAR omp1, 2a, 2b, 10, 19, 16A, 25, 28, bmp18,
bp26, BAA1, CP24, cdsA, IpxD, fabZ, IpxA,
mepA
PROCESOS CELULARES hirA, hira-like, dnaD, dnaJ, groEL, groES
METABOLISMO ENERGETICO GLK, GLUp, ERY
SINTESIS DE PURINAS PUrE, purk, purA
FUNCIONES RESPIRATORIAS katE, sodC
REPLICACION recA, uvrA, adenil-mefil-transferasa
TRADUCCION 16S dARN, 23S dARN
DESCONOCIDO BCSP31, p39, ORFP17
SECUENCIAS REPETIDAS IS711 (186501), Bru-RS1, Bru-RS2

Jatos recopilados hasta el 5 de agosto de 1997 (38).

DIAGNOSTICO

Las pruebas serologicas son las heramientas més utilizadas para el diagnéstico de la
brucelosis y tienen como base la deteccién de anticuerpos anti-LPS. Este antigeno es
dominante tanto en cepas vacunales como en cepas de campo, por o tanto, la
diferenciacion entre animales vacunados e infectados se dificuita.

Otrc gran problema en el diagndstico de la brucelosis son los resultados falsos-
positivos en pruebas serologicas, ésto debido a la reactividad cruzada entre Brucella
spp y especies de bacterias que también poseen componentes estructurales del LPS-L
(18, 45).

Las técnicas convencionales para el diagnéstico de 1a brucelosis en cabras son la
prueba de rosa de bengala y la fijacién del complemento con deteccion de anticuerpos
anti-LPS (22, 24). Otros métodos serologicos, propuestos para la diferenciacion entre

animales vacunados e infectados por cepas de campo son: inmunodifusién radial



utitizando un Poli B, que es un antigenc de LPS preparado inicialmente a partir de 8.
melitensis ;. una prueba de ELISA para ovinos utiizando como antigeno LPS-L de B.
melitensis y un analisis mediante electro-inmunotransferencia para evaluar la respuesta
humaral en borregos infectados con Brucella hacia PME de B. ovis.

Sin embargo, la prueba de inmunodifusién radial es poco sensible debido a que el Poli
B se comporta como un glucano ciclico, que es serolégicamente inactivo. Al mismo
liempo, las reaccicnes de precipitacion observadas con sueros de ganado infectado se
deben a la contaminacion de las preparaciones del Poli B con la cadena O del LPS (5,
59, 64).

Por otra parte, utilizando técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se demostrd que cepas de Brucefla pueden ser distinguidas de
acuerdo al patrén de bandas de su ADN amplificado (4, 29, 48). Asimismo, mediante
un andlisis de hibridacion de ADN tipo “Southem blot”, se observé que las
biovariedades 1 y 3 de B. melitensis y B. abortus, B. suis bv 2 y B. owvis, pueden ser
diferenciados entre si (36). Ademas, se ha reportado que el polimarfismo en la longitud
de los fragmentos de restriccién (RFLP) puede usarse para tipificar especies del
género Brucelfa (2, 13). Por otro lado, la purificacion y caracterizacién de una proteina
periplasmica de 20 kDa de B. abortus, se ha propuesto para el desarrollo de una
prueba de diagndstico de 1a brucelosis (79).

PREVENCION Y CONTROL

La brucelosis es una enfermedad de distribucién mundial, sin embargo, en aigunos
paises los programas de control y erradicacién que se han apticade han permitido su
eliminacién total, como es e! caso de Inglaterra, Noruega, Suecia, Dinamarca y
Finlandia; o bien reducir considerablemente su incidencia, como lo es Japon, Nueva
Zelanda, Australia y Alemaria (17).

Las vacunas mas comunmente usadas para combatir la brucelosis son las vacunas
atenuadas derivadas de cepas silvestres de Brucella spp. La vacuna mas utilizada para

el ganado bovino es conocida como B. aborfus cepa 18, -proveniente de una cepa
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virulenta aislada de leche de una vaca Yersey en 1923, La cepa 19 es poco virulenta
para el ganado, sin embargo, la vacunacion del ganado prefiade puede provocar
abortos que van del 1% al 2.5% en condiciones de campo (62).

Para el ganado ovino y caprino la cepa utilizada es conocida como 8. mefitensis Rev 1,
que es una cepa atenuada originalmente a partir de una cepa virulenta, Esta vacuna
retiene virulencia parcial, y dependiendo de la dosis administrada, puede provocar
abortos con alta frecuencia. B. melitensis es un microorganismo liso que induce una
respuesta serolégica positiva, fa cual interfiere con el diagnéstico (21).

Por lo anterior, se han empleado organismos rgosos para generar vacunas, tal es el
caso de la vacuna B. aburtus 4520, cepa originalmente lisa que mediante 20 pases en
cuyos derivd en morfologia rugosa, la cual, desafortunadamente, cuando se utiliza
como vacuna viva revierle a lisa, provocando una reaccion positiva a la serologla
diagnédstica. Sin embargo, es un hecho que organismos rugosos tienen poca o ninguna
habilidad para inducir anticusrpos en contra de la cadena O, ademas de producir una
proteccion significativa contra la infeccién de B. abortus (55).

La cepa B. abortus RB51 es una cepa rugosa bastante estable. Esta vacuna derivada
de la cepa 2308 fue producida medianie multiples pases in vitro e in vivo. Debido a que
posee pocos residuos de la cadena O, no es capaz de inducir anticuerpos detectables
por ias pruebas serolégicas usadas en el diagnéstico de la brucelosis, sin importar
edad, dosis o frecuencia de dosis. La inmunidad producida por esta cepa es similar o
mejor que la inmunidad inducida por la cepa 19 (62, 80).

La cepa RB51 es la vacuna oficial en E.U.A. y estd siendo introducida en México y
Chile. Esta bacteria posee una mutacién desconocida, aungue se piensa que la
mutacion es en el gene rfol, el cual codifica para manosil transferasa, una enzima que
es necesaria para ensamblar la cadena O del LPS. Otros investigadores han
desarroliado cepas rugosas provoecando mutaciones en el gene rfbl, estas “vacunas”
son conocidas en B. melitensis como VBTRMI y en B. suis, VTRSI, las cuales adn estan

en fase de experimentacion {76).



Por ditimo, y usando tecnalogia de ADN recombinante, se han creado mutaciones en
genes como recA, sodC, hird, feuPQ y purE, tantc para generar vacunas, como para
evaluar virulencia en células en cuitivo y en modelos animales (26, 55).

En México, en el afo de 1988 se publicé en el Diario Oficial de la Federacién el
acuerdo por medio del cual se establece la campafia de control y erradicacién de la
bruceiosis con caracter de obligatorio y permanente. En el afio de 1993 se instala |a
Comision Nacional para la Erradicacion de la Tuberculosis Bovina y Brucelosis
(CONETB), la cual propone una estrategia acorde a las necesidades actuales a nivel
internacional {37).

Los esquemas de control y erradicacion en el territorio nacional comprenden un
programa combinado de vacunacion, diagnéstico y sacrificio. El diagndstico serolégico
de la brucelosis en caprinos, se basa en la prueba de tarjela (aglutinacién en placa)
como tamiz y como prueba confirmatoria se recomienda fijacion del complemento. Los
pequeios rumiantes son vacunagdos con la cepa lisa atenuada B. melfitensis Rev 1(21,
59).



JUSTIFICACION
En la actualidad es poca la informacién que se tiene acerca del genoma del género

Brucella, aproximadamente 50 genes de Brucella han sido reporiados en el GenBank y
muchos de estos genes codifican para proteinas de la membrana externa, las cuales
son estudiadas como antigenos de interés en el area de prevencion y como agentes
especificos en diagnéstico, asi como, genes que codifican para productos involucrados
en procesos celulares de mantenimienta.

Por lo anterior, s necesario reforzar la investigacion en algunas &areas como

patogénesis, metabolismo, regulacidn y transduccién de senales del género Brucefla.



OBJETWOS:

OBJETIVO GENERAL

Aislamiento y secuenciacién de genes de Brucella melitensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislamiento de clonas recombinantes a partir de un banco gendmico de expresién de
B. melitensis, mediante el uso de suero caprino positivo a B. melitensis.

2. Secuenciacion y andlisis del ADN clonado.



MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS

Escherichia coli XtA-blue MRF: A(mcrA)183 A{mcrCB-hsdSMR-mr73 endAl
SupE44 thi-1 recA1 gyrA96 relAt lac [P’ proAB lac ZAM15 Tn10 (Tet')) (Stratagene).
Escherichia coli XLOLR: A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mm173 endA1 thi-1 recAl
gyrA96 relA1 lac[F' proAB lacF ZaM15 Tn10 (Tet')] Su™ A’ (Stratagene).

Brucella melitensis 133. Cepa silvestre obtenida de una cabra con cuadro abortivo

procedente del estado de Coahuila, México.

Escherichia coli XL1-biue fue crecida en caido Luria-Bertani [10 g de NaCl (Merck), 10
g de triptona (Difco), 5 g de extracto de levadura {(Merck), pH 7.0; se ajustb con agua
deionizada a un litro y se esterilizé por autoclave] suplementado con maltosa al 0.2%
(Merck) y MgS0. 10 mM (Baker) a 30°C con agitacién orbital a 200 revoluciones por
minuto [rpm] (New Brunswick Scientific G24). Escherichia coli XLOLR fue crecida en
caldo Luria-Bertani (LB) sin suplementos, a 37°C con agitacién orbital a 200 (rpm),
cuando se requirié se adicionaron antibidticos [100 pg/mi de ampiciina (Sigma), 25
ugiml de tetraciclina, 50 ug/mi de kanamicina (Sigma)]. Los cultivos de almacenamiento
fueron preparados en caldo LB y 50% de glicerol (Sigma) y mantenidos a -80°C.
Brucella melitensis, cepa silvestre, fue crecida en agar Brucella {Difco), por 48 h a
37°C, el cultivo fue recolectado y colocado en una solucién de Na,HPO, 8.1 mM
(Merck), NaH:PO, 1.9 mM (Merck), NaCl 154 mM (Merck) [PBS] e inactivado a 65°C
por 1th en bafo Maria (Fisher Scientific, Isotemp 51M). Una vez transcurrida la
inactivacién, se centrifugd a 4, 500 rpm (Jouan CR412, rotor 1117419) por 5 min y el
paquete celular fue colocado en Tris-HCI 10 mM (pH 8.0}, &cido tetracético etilen-di-
nitrilo (EDTA) 1 mM (pH 8.0) (T:E) y almacenadoc a -80°C. Los cuilivos de
almacenamiento fueron preparados con leche descremada al 10% y mantenidos a -
80°C.
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EXTRACCION DE ADN TOTAL DE Bruceila melitensis

El cuitivo celular de B. melitensis fue lavado 2 veces en Tris-EDTA (pH 8.0), y
resuspendide en la misma solucién agregando lisozima (Boehringer Mannheim) a una
concentracion de 4 mg/mi e incubando a 37°C por 30 min. Se adiciond dodecil sulfato
de sodio (SDS) a una concentracion final del 1%, se incubo por 30 min a 37°C y se
dejd mezclando por 10 min (Adams Nutator), posteriormente se adiciond RNAsa A
(Gibco, BRL) a una concentracién final de 50 pg/ml de una solucién base de 10 mg/ml,
a 37°C por 20 min.

Posteriormente, se agregd Proteinasa K (Gibco, BRL) a una concentracién final de 100
pg/ml de una sclucion base de 20 mg/ml, a 50°C por 3 h, se agregd otra vez SDS (Bro-
Rad) a una concentracion final de 2% y se incubé a 50°C por 20 min. A esta mezcla
se le agregd fenol (Gibco, BRL) a volimenes iguales, mezclando lentamente por 10
min, se centrifugd a 10, 000 rpm (Beckman J2-21, rotor JA-20) por 30 min, tomando fa
fase acuocsa para ser mezclado a volimenes iguales, con fenol cleroformo:alcohol
isoamilico 25:24:1, y se centrifugé a 10, 000 rpm por 30 min.

Se tomd la fase acuosa, se mezclé a volimenes iguales de cloroformo:alcohol
isoamilico 24:1 y centrifugé a 10, 000 rpm por 30 min tomando la fase acuosa y se
extrajo con éter, se evapordo y se agregé acetato de sodio 3 M (J.T.Baker) a una
concentracion final de 0.3 M. Ef ADN se precipito al agregar 2-2.5 volimenes de etanoi
absoluto frio (Merck) (58).

Posteriormente, se lavd con etanol al 70%, y se resuspendid en 100 pt de TE,
almacenandolo a -70°C hasta su uso.

La concentracion de ADN se determiné por densidad éptica a 260 nm o bien en el gel
de agarosa por comparacion con el marcador de peso molecular, el fago A digerido con
HindIl {Gibco, BRL).



CONSTRUCCION DEL BANCO GENOMICO

Al ADN de B. melitensis se le someli6 a una digestion parcial con la enzima de
restriccion EcoRI (Promega) por 30 min a 37°C, utilizando diluciones décuples para
generar fragmentos <2 kb, ios cuales fueron separados por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% en una solucién de Tris HCIf4cido borico 45 mM, EDTA 10 mM (TBE),
los fragmentos generados con la digestion con EcoRI se purificaron del gel utilizando
cartuchos Glass Max® (Gibco, BRL). Los fragmentos de ADN se ligaron a los brazos
de! fago A ZAP Express (Stratagene) a una proporcion de 10:1 de inserto/vector. La
ligazén de los insertos se realizd usando la enzima T4 ADN ligasa (Promega). Los
sitios de insercién son tnicos y estan localizados en el gene /acZ de la p-galactosidasa
(Figura 1). La insercion de ADN en esta regién permiti6 la seleccion blanco/azul en
placas con 5-Bromo-4-cloro-3-indol-p-D-Galactopiranosido [X-Gal {Promega)] por la
inactivacién del gene /acZ dentro del fago A ZAP Express. El vector que contiene los
fragmentos ligados fueron empacados in witro utilizando el paquete comercial
Gigapack® 11 Gold (Stratagene).

TITULACION DEL BANCO GENOMICO

El banco genomico fue titulado en unidades formadoras de piaca (UFP) para
determinar el tamafio de la genoteca. Para calcular la probabilidad de que todos los
genes de B. melitensis estuvieran representados en la genoteca, se utilizo la siguiente
férmula :

P=1-(1-A

Donde:

P= probabilidad f= fraccion del genoma en una clona recombinante

N= numero de clonas recombinantes
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SUEROS

Los sueros utilizados fueron proporcionados por el Deparamento de Microbiologia e
inmunologia de {a Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Los sueros positivos
fueron obtenidos de tres cabras con infeccion natural a B. melitensis, confirmado por el
aislamiento bacteriolégico, asimismo, fueron positivos a las pruebas oficiales para la
brucelosis caprina, aglutinacion en placa y fijacion de complemento, las sueros fueron
marcados con los nimeros 274, 373 y 397. Por ofro lado, se utilizé un suero de cabra
negativo a brucelosis, marcado con gl nimero B-49.

Los sueros fueron adsorbidos con £ coli XL1-blue de acuerdo al método descrito por
Graber & Zingales (35). La cepa bacteriana fue inoculada en un litro de caido LB a
37°C durante toda ta noche con agitacion orbital a 200 rpm. Posteriormente el cultivo
se dividid en 2 muestras de 500 ml cada una, de las cuales, una muestra fue
esterilizada por autoclave a 121°C por una hora, mientras que la otra muestra fue
colocada en formaidehido al 0.5% (Merck) e incubada 2 h a 37°C con agitacion orbital
a 200 rpm. Las bacterias fueron mezcladas, centrifugadas 5, 000 x ¢ por 10 min y
lavadas dos veces con 200 ml de PBS. Las pastillas bacterianas fueron colocadas en 8
microtubos de 1.5 ml {(Sorenson) y almacenadas a -80°C. Para la adsorcion del suero,
éste fue diluido 1:50 en PBS con albumina sérica bovina al 1% (Sigma). Cada pastilia
bacteriana se resuspendié en 15 mi del suero diluido e incubado por 2 h a 4°C con
agitacion orbital de 100 rpm. Posteriormente, [a solucidn se centrifugd a 5, 000 x g por
10 min y el sobrenadante fue transferido a ofra pastilla bacteriana y el ciclo de
adsorcidn fue repetido tres veces mas. Después det ultima ciclo, el suero fue filtrado a

fravés de una membrana de 0.22um (Millipore) y almacenado a -80°C.

SELECCION DE CLONAS RECOMBINANTES

El banco gendmico fue sembrade & un titulo de 50, 000 UFP en agar LB con sobre-
agar NZY, sin X-gal e isopropil--D-tiogalactosido (IPTG). Ef fage A ZAP Express
recombinante fue adsorbido en E coli XL1 azul, mediante incubacién a 37°C por 20

min. La bacteria infectada con el fago A se mezcld en sobre-agar (50°C) y colocd en



placas de agar LB, ias cuales se incubaron a 42°C por 4 h hasta observar UFP de 1-2
mm de diametro.

Previamente, se impregnaron membranas de nitrocelulosa (Hybond-C, Amersham) con
IPTG 10 mM y se colocaron dentro de las placas para inducir la transcripcion del gene
de la B-galactosidasa y en consecuencia, Ia expresién de las proteinas fusionadas a fi-
galactosidasa, las cuales se unirian a fa membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, la
membrana de nitrocelulosa se incubd a 37°C por 4 h y se marcaron para saber la
orientacién de las placas después de |a reaccidn antigeno-anticuerpo.

Las membranas se removieron suavemente y se sometieron a 2 lavados en Tris-HCI 10
mM (pH 8.0), NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.05 % (TBST), 5 min cada uno, y se agrego
1ul de lisado total de B. mefitensis sobre un extremo de }a membrana como control
positivo para la inmunotransferencia. Los sitios activos en la membrana fueron
blogueados con 3% de gelatina (Bio-Rad) en TBST, se realizaron otros 2 lavados con
TBST y las membranas se incubaron toda la noche a temperatura ambiente (TA) en 40
ml de suero de cabra positivo a B. melitensis y adsorbido con E. coli, asimismo, con
suero negativo a B, melitensis y un control sin suero para el conjugado en TBST con
1% de gelatina (71).

Posteriormente, se lavaron 2 veces en TBST {5 min cada lavado). Las membranas se
incubaron con un anticuerpo anti-IgG de cabra conjugada a peroxidasa (Pierce) a una
dilucion de 1/2,000 en Tris-HC! 10 mM fpH 8.0), NaCl 150 mM (TBS) por 4 h. Después
se realizaron dos lavados con TBST, de 5 min cada uno, y para el revelado se utilizé
peréxido de hidrégeno (Baker) al 0.01%, 60 mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma), 20 mi de
metanol absoluto (Merck) y 100 ml de TBS.

{as clonas recombinantes con una sefial positiva en la inmunotransferencia, fueron
colectadas de las placas para su posterior caracterizacion. Las clonas seleccionadas
se purificaron creciéndolas y seleccionandolas nuevamente hasta lograr un 100% de

placas reaccionando positivamente.
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ESCISION in vivo DEL PLASMIDO pBK-CMV

El vector de expresitn contiene el fagémido pBK-CMV que puede ser liberado in vivo
mediante co-infeccién de £ coli XLOLR con el fago recombinante seleccionado y el
bacteriéfago cooperador ExAssist™ (Stratagene). La presencia del episoma F' en las
célutas E. cofi XLOLR es esencial para la expresion del pili sexual, lo que permite la
infeccion de la bacteria con el bacteriéfago ExAssist, requerido para la liberacidn det
plasmido pBK-CMV. Se tomaron las clonas de interés de la placa de agar y se
transfirieron a una solucién de NaCl, MgSO,-7H;0, Tris-HCI 1M (pH 7.5}, 2% de
gelatina y cloroformo (Merck), incubandose toda la noche a 4°C. Asimismo, se incubd
la cepa E.coli XL1 azul en caldo LB suplementado con 2% de maltosa y MgS0.10 mM y
E. cofi XLOLR, en caldo LB sin suplementos durante toda a noche a 30°C.
Posteriormente, se colocd E.coli XL1 azul crecida a una densidad optica de 600, la
clona recombinante a un titulo de >1X10° y el bacteriofago cooperador ExAssist a un
titulo >1X10° pfufyl, incubandose a 37°C por 15 min. Se adiciond caldo LB e incubd por
2.5 h a 37°C. Una vez concluida la incubacion, la reaccion se colocd a 70°C por 15 min
y se centrifugd a 4, 000 x g por 15 min.

E| sobrenadante contiene el fagémido pBK-CMV liberado, el cual fue colocado con E.
cofi XLOLR & una densidad optica de 600, se incubd a 37°C per 15 min y se adiciond
caldo LB incubandose a 37°C por 45 minutos adicionales. Posteriormente, fueron
sembradas en agar LB-Kanamicina (50 ug/mi) y se incubaron toda la noche a 37°C.
Las colonias que aparecieron en el agar contenian el fagémido pBK-CMV con el
fragmento de ADN cionado.

EXTRACCION DE ADN DE PLASMIDOS

La lisis por dlcali fue llevada a cabo por el método descrito previamente (58),
Escherichia coli XLOLR conteniendo los plasmidos recombinantes, fue sembrada en
100 m! de caldo LB-Kanamicina (50 pg/mi) e incubada 24 h a 37°C. Ei cultivo se
centrifugd a 5, 000 x g por 10 min a TA, el sobrenadante se removid y se dejo que la

pastilla se secara lo mas posible. La pastilla bacteriana fue 'resuspendida en 15 ml de
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solucion | a 4°C [glucosa 50 mm, Tris-HCI 256 mM (pH 8.0)], EDTA 10 mM (pH 8.0), se
mezclé vigorosamente, hasta observar una mezcla homogénea, posteriormente se
agregaron 15 ml de solucién Il (NaOH 0.2 N, SDS al 1%), se mezcld invirtiendo los
tubos 5 veces y se aimacent en hielo.

Se adicicnaron 15 mi de solucién (Il a 4°C [acetato de potasio 5 M (Baker), 11.5% de
acido acético glacial (Merck)], se mezcld invirtiendo los tubos durante 10 seg, y se
almacend en hielo por 5 min.

Se centrifugd a 12, 000 x g por 5 min a 4°C, se transfirid el sobrenadante a un tubo
nuevo y se precipito el ADN con 2 volumenes de etanol al 100% a TA, se mezclo y dejd
a TA por 2 min.

Se centrifugd a 12, 000 x g por § min a 4°C, se removi6 el sobrenadante por aspiracion
y se lavd la pastila de ADN con un voldmen de etanol al 70% a 4°C y se removio el
sobrenadante dejando que la pastilla se secara por 10 min.

El ADN se resuspendié en 2 mi de TE (pH 8.0) conteniendo 20 ug/ml de RNAasa

(Sigma), se mezclo suavemente y se almacend a -20°C.

ANALISIS DE RESTRICCION

Los plasmidos fueron digeridos con la enzima de restriccion EcoRi (Gibco, BRL) para
conocer el tamafio de los fragmentos clonados. Asimismo, los plasmidos se digirieron
con las enzimas de restriccién EcoRV, Sau3A (Boehringer Mannheim), Hindil y BamHi
{Gibco, BRL), para observar diferencias en el patrén de restriccion de los fragmentos.

El tiempo de digestion fue de 2 h a 37°C.

EXPRESION DE LOS PRODUCTOS RECOMBINANTES

Escherichia coli XLOLR conteniendo el plasmido pBK-CMV recombinante, E. cofi
XLOLR sin plasmido y E. coli XLOLR con plasmido sin inserto recombinante, fueron
cultivadas en caldo LB-Kanamicina (Sigma), 50 ug/mi, e incubadas toda la noche a una

temperatura de 30°C con agitacion orbital (200 rpm). Posteriormente, se realizé una
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dilucion de 1:500 en medio LB-Kanamicina, se incubd por 3 h y se agregd IPTG 10 mM
y se incubd a 30°C por 5-6 h con agitacidn orbital.

Las célutas fueron recuperadas por centrifugacion a 12, 000 rpm por 5 min, ia pastilla
se lavé con Na; HPO, 10 mM (pH 7.2) a 12, 000 rpm por 2 min. La pastilla se
resuspendio en la misma solucion, se mezclo y sonicd (Ultrasonic Homogenaizer, Cole
Parmer) hasta que clarificé (50 W por 2 min con 6 intervalos de descanso de 10 seg),
se centrifugd a 12, 000 rpm por 2 min a TA, se colecté el sobrenadante en un tubo
nuevo y se centrifugé a 12, 000 rpm por 30 min a 4°C. Se almacend el sobrenadante
(lisado soluble), la pastilla fué resuspendida en la misma solucion conteniendo Tritén
X-100 al 2% (Boehringer Mannheim) y se incubd por 30 min a 37°C.

La mezcia se centrifugd a 12, 000 rpm por 30 min a 4°C, 2 veces. Posteriormente, la
pastilla se resuspendio en la misma solucion. Tanto el lisado soluble como las PME
fueron separadas en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), para evaluar la
presencia de proteinas recombinantes, seguide por un andlisis de "Westemn blot".

SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS

A las muestras se les agregd solucion de Laemmli {25 mM Tris pH 6.8, SDS al 1%,
mercaptoetanol al 1% (Sigma). gliceral al 15% (Sigma), azul de bromofenol al 0.005%
{Sigma)] y se hirvieron por 3 min (44).

Las proteinas fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 12% para determinar los
pesos moleculares aproximados y el nimero de bandas principales gue componen la
muestra. La electroforesis se llevd a cabo a 100 volts de 45 a 60 min en una solucién
de 25 mM TFris, 192 mM giicina, SDS al 0.1%. Los geles se tifleron con azul de
Coomasie R-250 (Fluka).

CARACTERIZACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES
Las proteinas fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa con solucién de
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 20% metancl} a 100 volts por 2.5 h.

Después de la transferencia, los sitios activos restantes de la membrana fueron
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bloqueados con 3% de gelatina en TBST, después de 2 ciclos de lavados (5 min cada
uno), las membranas se cortarcn en liras y se incubaron con los sueros de cabra
positivos a B. mefifensis a una dilucion de 1:300 en TBST durante toda la noche.

Los anticuerpos que no se encontraban firmemente unidos al antigeno fueron
removidos mediante 3 [avados en TBST y tres mas en TBS (5 min cada uno). Las
membranas lavadas se incubaron durante 2 h con anticuerpos anti-igG de cabra
conjugados a peroxidasa (Pierce) a una dilucion de 1/2,000 en TBS por 4 h, después
de dos lavados con TBST se ulilizo 0.01% de peroxido de hidrogeno (Baker) y 60 mg
de 4-cioro-1-naftol (Sigma) como indicador de color para el revelado de los “Western
blots” (71}.

PURIFICACION DE PLASMIDOS

La purificacién de los plasmidos se llevd a cabo utilizando e} sistema “"Wizard Kit"
(Promega) de acuerdo a las instnycciones descritas por el comerciante.

Se agregaron 13 ml de resina de purificacion a la solucidn de ADN mezclando por
agitacion, se transfirid la solucion de ADN y resina dentro de la columna, y se le
sometio a vacio para que la mezcla quedara dentro de la columna, se adiciond solucidn
de lavado y se aplicd vacio para que la solucion de lavado pasara & través de la
columna. Para lavar la columna se agregaron 5 ml de etanol al 80% y se aplicd vacio,
dejando actuar el vacio por 1 min adicional.

Posteriormente, se insertd la columna en un tubo de 50 ml y se centrifugd a 2, 500 rpm
{Jouan CR 4 12 rotor 1117419) por 5 min, se removi6 la columna y se desechd el tubo
y el sobrenadante. Asimisma, se coloct la columna en sentido contrario a la fuente de
vacio, se secé por completo la resina y se dejo actuar la fuente de vacio por 5 min
adicionales. Se colocé la columna en un tubo de 50 mi, se agregaron 1.5 ml de agua
destilada precalentada (70°C} por 1 minuto y se eluyd el agua de la columna por

centrifugacién a 2, 500 rpm por 5 min. Los plasmidos se almacenaron a 4°C.



SECUENCIA DE NUCLEODIDOS

La secuencia de ADN fue determinada por el método previamente descrito (80), de
terminacion en cadena-dideoxi, con 7-deazaGTP (Amersham) en lugar de dGTP para
eliminar los problemas de compreéién presentes por las regiones ricas en G+C. Se
utilizo el paquete comercial de secuenciacion TV Sequenasa version, 2. 0 (Amersham).
Reacciones de secuenciacidn: Primero se desnaturalizd la doble cadena de ADN,
utilizando 0.1 valumenes de NaOH 2 M (Baker), EDTA 2 M (Sigma) y se incub6 a 37°C
de 10 a 30 min. Esta mezcla se neutralizé por adicién de 0.1 volimenes de acetato de
sodio 3 M (pH 4.5-5.5); posteriormente, el ADN se precipitd con 2.5 volimenes de
etanol (-70°C, 15 min). Después de lavar la pastilla con etanol al 70%, fue disuelta en
agua destilada {Gibco, BRL).

Mezcla de atineamiento ; se mezclaron de 3-5 ug de ADN, 2 ul de solucidn de reaodion,
051 pmol de inciadores MI3 delartero (SAGTAAMACGACGGCCAGTR), MI13  reverso
(5 d[CAGGAAACAGCTATGACI3") y se ajusto el volumen a 10 ul con agua destitada, se
calenté la mezcla por 2 min a 65°C y se enfrio lentamente hasta 35°C, se cetrifugd y
mantuvo en hielo.

Se marcaron 4 tubos con las letras G, A, T, C y se agregaron 2.5 ul de mezcia de
terminacién dGTP y mantuvo a TA, al mismo tiempo se realizé una dilucién de la
mezcla de marcaje y se precalentaron los tubos de terminacion (G, A, T, C) a 37°C en
bafio Maria.

Reaccion de marcaje: a la mezela de alineamiento se le adicionG ditiotritol 0.1M,
mezcla de marcaje diluida, (¢-S) dATP y T7 secuenasa diluida, se mezcl6 e incubd a
TA por & min.

Reacciones de terminacién : Se transfirieron 3.5 pf de la reaccién de marcaje a cada
tubo de terminacién (G, A, T, C), se mezcld y se incubé a 37°C por 5 min, |a reaccién
se detuvo adicionando 4 yi de formamida al 95%, EDTA 20 mM, 0.05% de azul de
bromofenot y 0.05% de xilencianol FF.

Las muestras se calentaron a 75°C por 2 min, € inmediatamente se colocaron en geles

de secuenciacién al 6% (urea 7 M (Gibco, BRL), poliacrilamida 5.7 g (Boehringer
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Mannheim), bis acrilamida 0.3 g {Gibco, BRL), 10 ml de TBE 10X, 40 ml agua
destilada). E! gel fue precalentado por media hora a 70 volts y posteriormente las
muestras fueron colocadas a intervalos de media hora. El gel se corrié a 90 volts en
una solucién de TBE. Después del corrimiento, el gel fue colocado en papel filtro
(Whatman® 3 mm,) y cubierto con plastico para su posterior secado {Fisher Scientific
FB GD 45) a 80°C por 1 h y 15 min, el gel se coloco en un casselte y fue expuesto a
una pelicula radiografica (Bio Max MR-1, 35 X 43 cm, Kodak) por 24 h y por dltimo se
reveid dicha pelicula radiografica.

El analisis de la secuencia de ADN y de aminoacidos, asi coma la biisqueda de los
posibles MAL fueron realizados con los programas MacVector (Macintosh) y DNAman
3. O (Lynnon Biosoft).

La busqueda de homologias fué realizada utilizando el sisterna BLASTX 2. 0. 3 (1) del
Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBH).
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Figura 1. Esquema del fago A ZAP Express® y del fagémido pBK-CMV. Sitio de
insercibn de ADN (1), aislamiento de clonas positivos (2}, y liberacién del

fagémido pBK-CMV mediante co-infeccién con el fago filamentoso ExAssist™ (3).



RESULTADOS

CONSTRUCCION DEL BANCO GENOMICO: Después de extraer y purificar el ADN de
Brucella medlifensis (Figura 2), éste fue parcialmente digerido con |la enzima de
restriccion EcoR| a una concentracion de 0.14 U/pg de ADN (Figura 3), la cual generé
fragmentos de 25 a 7.5 kb (Figura 4) que fueron ligados al vector de expresion
Lambda ZAP Express ® (Figura 5).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. En los carriies del 2 al 4 se
colocé ADN de Brucella melitensis. En el carril 1 se colocé el marcador de peso

molecular 3 HindIl.



Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, donde se muestra ADN de
Brucella meltensis digerido parcialmente con Sau3A {carril 1 y 2) y con EcoRl
(carriles 3 y 4). Las concentraciones de la enzima fueron 1 Uiug de ADN (carriles 1

y 3) y 0.14 U/ug de ADN (carriles 2 y 4).



Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, donde se muestran diferentes
digestiones del ADN de Brucella melitensis: Carmril 3 (fragmentos de 2.5 a 7.5 Kb)
generados con EcoRl, carril 5 (fragmentos de 2.5 a 7.0 Kb generados con EcoRl),
carvil 2 {fragmentos de 2.3 a 7.3 Kb generados con Sau3A) y caril 4 (fragmentos
de 2.5 a 7.5 Kb generados con Sau3A). Marcador de peso molecular A Mindiil

{carril 1).

25



Figura 5. Gel de agarosa al 1%. Donde se muestra el I'igamiento de insertos de
ADN de B. melitensis al Vector ). ZAP Express. Carril 1 {100 ng de ADN + 1 pug/mi
de Vector + 2 U/ul de T4 ADN ligasa), caril 2, concentracién utilizada (300 ng de
ADN + 1 ug/mi de Vector + 2 U/ul de T4 ADN ligasa), carril 3 (300 ng de ADN + 2
U/ul de T4 ADN ligasa), carmil 4 (400 ng de ADN + 1 ug/mi de Vector + 2 U/u! de T4
ADN ligasa), carril 9 (Marcador de peso molecular A Hindill).



TITULACION DEL BANCO GENOMICO

El banco gendmico presentd un tituio de 1.5 X 10" UFP por mil, de la biblioteca sin
amplificar. Considerando que el tamafic del genoma de B. melitensis reportado es de
3.3 X 10°pares de bases (52), y el tamario promedio de los fragmentos clonados fue de
5 kb y utilizando el método descrito por Clarke ef al. {1976) (9), se estimé que el banco
gendmico representa el 99% del genoma de 8. melitensis.

SELECCION DE CLONAS RECOMBINANTES

El banco genémico fue analizado con un grupo de sueros de cabra positivos a B.
melitensis, después de 5 selecciones se recuperaron 6 clonas recombinantes con base
a ese grupo de sueros (Figura 6). Las clonas fueron denominadas con los numeros 41,

73, 101, 101C, 122 y 132 respectivamente.

Figura 6. Membrana de nitrocelulosa donde se observa la clona recombinante
10.1, después de 5 selecciones, utilizando como sonda sueros de cabra positivos
a Brucella melitensis (W).

# (Control positivo, lisado total de Brucella melitensis).
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ESCISION /N VIVO DEL FAGEMIDO pBK-CMV

Después de realizar la sub-clonacidn directa, mediante liberacion del fagémido pBK-
CMV, y liberar los fragmentos con la enzima de restriccion EcoR|, se caracterizé el
banco gendmico en cuanto al tamafio de los insertos, cuyo promedio fue de 4kb

aproximadamente (Figura 7).

Figura 7. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestién del pldsmido pBK-
CMV con la enzima de restriccion EcoRlL En los carriles 2, 4, 6, 8, 10 y 12 se
colocaron [os pldsmidos recombinantes 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 sin digerir,
respectivamente. En los carriles 3, §, 7, 9, 11 y 13 se colocaron los plasmidos
recombinantes 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 digeridos, respectivamente. En los
carriles 14 y 15 se colocd el plismido pBK-CMV sin digerir y digerido,
respectivaments. El marcador de peso molecular & Hindlll se incluyé en los
carriles 1 y 16,
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Por otra parte, el analisis de restriccion de las 6 clonas seleccionadas fue utilizando las
enzimas de restriccién EcoRV, Sau3A (Boehringer Mannheim), Hindlll y BamH! (Gibco,
BRL). El patron de bandas que se observo en la digestidn enzimatica, mostré que las

seis clonas fueron diferentes entre si {Figura 8-11).

1 2345 67 89101 1213

Figura 8. Gel de agarosa al 1% donde se observa la digestion enzimatica con
BamHI del plasmido pBK-CMV. En los carriles 1, 3, 5, 7, 9 y 11 se colocaron los
plasmidos 41, 73, 101, 104C, 122 y 132 sin digerir, mientras que en los carriles 2,
4, 6, 8,10 y 12 se colocaron los plasmidos 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 digeridos,
respectivamente. En el camril 13 se incluyé el marcador de peso molecular A
Hindilk.
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Figura 9. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestion enzimética con
EcoRV del ptasmido pBK-CMV. En los carriles 1, 3, 5, 7, 9 y 11 se colocaron ios
plasmidos 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 sin digerir. En los carriles 2, 4, 6, 8, 10y 12
se colocaron los plasmidos 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 digeridos
respectivamente. En el carril 13 se incluyé el marcador de peso molecular A
Hindill.
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Figura 10. Gel de agarosa al 1°/.‘donde se muestra la digestion enziméatica con
Hindll} del plasmido pBK-CMV. En los carriles 1, 3, 5, 7, 9 y 11 se colocaron los
plasmidos 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 sin digerir, mientras que en los cariles 2,
4, 6, 8, 10 y 12 se colocaron los plasmidos 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 digeridos
respectivamente, en ¢l carril 13 se incluyé el marcador de peso molecular A
Hindiil.
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Figura 11. Gel de agarosa al 1% donde se muestra la digestién enzimatica con
Sau3A del plismido pBK-CMV. En los carriles 1, 3, 5, 7, 9 y 11 se colocaron los
plasmidos 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 sin digerir. En los carriles 2, 4, 6, 8, 10 y 12
se colocaron los plasmidos 41, 73, 101, 101C, 122 y 132 digeridos
respectivamente, en el carril 13 se incluyd el marcador de peso molecular i
Hindh),
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EXPRESION DE PRODUCTOS RECOMBINANTES

Después de realizar el protocolo de expresion de las clonas recombinantes en £, coli
ALOLR, mediante ia induccidn con PTG y analizar las PME y e! lisado soluble en SDS-
PAGE y “Western blot”, no logrd observarse ia expresién de proteinas recombinantes.
ANALISIS DE SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

Se eligid al azar al plasmido recombinante 101, el cual contenia un fragmento de B.
melitensis de 4.069 Kb, dicho fragmento fue secuenciado disefiando iniciadores de
afuera hacia adenfro en ambos sentidos [Genosys, (Tabla 1)), el fragmento reveld 4
posibles marcos abiertos de lectura (MAL (-IV) en direccion 3’ y 2 posibles MAL en
direccion 5 (MAL V-VI) (Figuras 12y 13).

TABLA 1. Iniciadores utilizados para secuenciar el fragmento de B. melitensis.

Sentido Secuencia Nucleotidos | %G-C | Temperatura

3 CTTTTCGGGARACATGCTC 18 50% 57.9°C
5 ATCCAGTGGGCATCGTTACC 20 55% 65.9°C
3 CCTCTTCGCCGTCTAATC 18 55% 59.9°C
5 GGATTATGATGCGGAATGG 19 53% 62.6°C
3 CGTTCGGGCTTTTCTACC 18 55% 62.1°C
5 AGTGGTGCTCGACCAGAAC 19 52.6% 63°C

3 AAGAAGGAACTGGAAGAAGCCCGC 24 54.2% 68°C

5 ATTCTAAAGCAAAACGCCGCCCCG 24 54.2% 72.7°C

En direccién 3' del fragmento se localizé un coddén de término de la traduccion (TGA)
en la posicion 547, hasta la segunda base del inicio del fragmento, mostrando el
posible MAL | incompleto de 546 pares de bases (pb), que codifica para una proteina
de 181 aminoéacidos (aa). Comparando la secuencia de aa de este MAL con la base de
datos del GenBank, mostrd una identidad del 48% y una similitud del 82% con la

bunidad A del dominio ¥, del operén ATPsintasa de Rhodospirifiurm rubrum (Figura 14).
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En la misma direccién, se localizé un codén de inicio {ATG) en la posicion 615 y el
coddn de término de la traduccion (TAA), en la posicidn 842, revelando el posible MAL
i de 224 pb que codifica para una proteina de 75 aa, asi como, un posible sitio de
unién a ribosoma (AGAAGG), 8 bases hacia arriba del codon de inicio. Este MAL
mostré una identidad det 51% y una similitud del 85% con la subunidad C del dominio
Fodel operdn ATPsintasa de Rhodobacter capsuiatus (Figura 15).

Posteriormente, se observd una codén de inicio {ATG) en 1a posicion 1012 y el coddn
de término de la traduccién {TGA) en la posicién 1638, mostrando el posible MAL il de
627 pb que codifica para una proteina de 208 aa, un posible sitio de unidn a ribosoma
(GGGGAA) se localizd 6 bases hacia arriba del codén de inicio. Este MAL mostro una
identidad del 36% y una similitud del 70% con la subunidad B' del dominio F, del
operén ATPsintasa de Rhodospinlium rubrum (Figura 18).

Asimismo, se localizé un codén de inicio (ATG), en la posiciéon 1649 y el codon de
término (TGA) en la posicién 2132, mostrando el posible MAL IV de 483 pb que codifica
para una proteina de 160 aa, el sitio de union a ribosoma (GAGGAG) fue localizado 6
bases amiba del cod6n de inicio y 2 bases dentro del codén de término de la
transcripcién. Una region rica en G-C de simetria bivalente que pudiera funcionar como
terminador de la transcripcion fué localizada 1B bases hacia abajo del coddn de
término.

Este MAL mostré una identidad del 36% y una similitud del 66% con {a subunidad 8 de!
dominio F, del operon ATPsintasa de Rhodospinfium rubrum (Figura 17).

Por otro lado, en la cadena 5 se localizo un codon de témino de la traduccion (TGA) en
la posicion 937 y comenzando en la segunda base del inicio de! fragmento clonado,
revelando el posible MAL V incompleto de 836 pb que codifica para una proteina de
311aa.

Este MAL incompleto mostré homologia con una proteina hipotética de Mycobactenum
tuberculosis y una proteina conservada de Archagoglobus fulgidus, observandose una
identidad del 36% y una similitud del 68%, para M. fuberculosis y una identidad del
35% y una similitud del 57% para A. fulgidus (Figura 18).
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Finalmente, en el mismo sentido se localizé un coddn de inicio en la posicion 1154
(ATG) y el codén de término de la traduccion (TAG) en la posicion 1816, revelando el
posible MAL VI de 663 pb que codifica para una proteina de 220 aa. Por otra parte, no
se encontrd un posible sitio de uniéﬁ a ribosoma.

Comparando |a secuencia de aminodcidos de este MAL con el banco de datos del
GenBank, se encontré homologia con una ribonucleasa HIl de Mycobacterium
tuberculosis, codificadas por el gene rnhB, observandose una identidad del 42% y una
similitud del 65%. Por ofra parte, se observd en éste MAL la presencia de tres motivos
reportados antericrmente en £. coli y Strepfococcus pneumoniae {78).

El motivo |, esta constituido de 13 aa hidrofobicos, 14cido aspartico, 1 acido glutamico
y 4 glicinas; el motivo ll, por una secuencia DSK y el motivo i1l, por 5 aa hidrofdbicos, 2
dicarboxilicos, 2 basicos y 2 aa pequefios (A, G 0 S). Algunos de los residuos cargados
positiva y negativamente, jusgan un pape! importante en el mecanismo hidrolitico de
esta enzima. i motivo | se localizé del aa 35 al 56, el motiva 11, del aa 66 al 77 y el
motivo 11} del aa 147 al 168 (Figura 19).
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3421 TACGCAAGAT AGAGCACCAG CAACTACGGC CCTTACTGAC CAGGGTAGTA GTGGCTTCGC
216 I R E I E H D N I G P I V P G M M v § A
3481 CCTTACGGGC GTAGCCACTC GGACGCCTAC CGAACGTCCG CTTCCGAGCC ACAGCTCCGC
196 P I G A D T L R R I A Q@ L R L 5 P T S5 A
3541 GCGCCAAGGT ACCACGCGCG GTCTACACGC AGCTCGCAAC AGTGGCTTTC GCGGTGGAAC
176 R P E M T R A L H A D L T T v 5 L A V K
2601 CGCTCGGGGA MAAGTGCGTA CGCCGAGTTA TACAGCTATA GCGCGTGGTG CTCGCGGCTA
156 A L G K E R M R 5 L I D I D R v V L A S
3661 AACCATTGCT ACGGGTGACC TACTAACCGA CGGAGGTCGT GAAGCTCTTA AAGTGCGTAC
136 K T Vv I G V P H B A A E L V E L I E R M
3721 TACGCGGTAA AGAAGAGCTG ACCGACTATT CCTAGCCATA ACCACGGTTA CCGCTARCAG
116 I R W K K E V F QoY P O0OT N T 6 I A I T
3781 AAACCGACTA TCGGCCCGGA CCGTTCGAGC GCAAGGTCTT CCGCGCCGCG CRGGCCGAAC
9¢ K P QY G P R A L E R E L L R P A D P K
3841 CGCTTCTCCG CCCAARGTTT TAGCTCTGGC CGCCTTTCCG GGTATATCGA TACCCACCCG
76 A F L R T E F D L G A S L G M Y S H T P
3901 GCCCGCTTTG TTATCTACGT CGGTACAAGC GTCGGCGCTA TCCCTAACTA CCTCGCCAGC
56 R A F C Y I C G H E C G R Y P N I 5§ R D
3961 TTCCTTTATA GCTCTCTTAG TAACGCACAC TACTACCACG CGCCGAAGAG CTAGACATGC

36 F 5 I D L 5 D N R T I I T R P K E I ¢ Vv
4021 AGCCAGAACT TACGTCCGTC GAGAAGGTCSG CACCGGGTCG GTAGCAGC
16 D T K F A P L E E L T A W G b D

Figura 12. Secuencia de nucleotidos y secuencia deducida de amino#cidos del
fragmento clonado de Brucella melitensis, sitio de uniéon a ribosoma (=),
terminador transcripcional tipo rho-independiente (> <}, sitio de corte Hindili

{(——), EcoRV (--—--), Eagl, Eco521, Xmalll {......}, EcoRl {cursivas).

MALV 936pb  MAL VI 663pb MAL IV MALII  MALI  MALI
483 pb 627 pb 2ipb  S46ph

Proteina Hipotética ~ Ribonucleasa SUB-B SUB-B SUB-C SUB-A
DOMINIO Fo OPERON ATP SINTASA

- - >

Figura 13. Localizacién y orientacién de los MAL clonados en el ptasmido 101.
Direccién de la transcripcién (€ ), sitios de corte de enzimas de restriccién
EcoRV (V), Hindlll (H), EcoRI (R), Xmalil, Eagl y Eco521 (X), promotores T7 (€) y
T3 ({P).
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Similaridad : - Identidad : :
A : Brucella meiitensis 8 : Rhodospiniium rubrum

Figura 14. Alineamiento de secuencia de aminoécidos entre el MAL i y la
subunidad A del dominio F; del Operén ATPsintasa de Rhodospirilium rubrum.
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A MEAEAAKYIGAGLACFGMAGTALGLGNIFGQYLSGALRNPSAADSQFGRLVFGFAVTEAL
B MDAEAAKMIGAGLAAIGMIGSGIGVGNIWANLIATVGRNPAAKSTVELYGWIGFAVTEAI
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B ALFALVVALILLFAA
70

Identidad = 51.351% Similitud = 85.1%

Simitaridad : - Identidad : ;
A : Brucella melitensis B : Rhodobacter capsulatus

Figura 15. Alineamiento de secuencia de aminodcidos entre el MAL Il y ta
subunidad C del dominio F, del Operén ATPsintasa de Rhodobacter capsulatus.
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130 110 120 130 140 150
A SEAVKATRASNA

B TAAVALATKE
Identidad= 36.5% Similitud= 70.5% Similaridad: - Identidad: -
A: Brucelia mefitensis  B: Rhodospinilium rubrum

Figura 16. Alineamiento de secuencia de aminoacidos entre el MALIl y la
sununidad B’ del dominio F, del Operén ATPsintasa de Rhodospirilium rubrum.

A MDATFWAFIALVIFVAIVVYMKVPGMIGRTLDERAD
B MISLRLAAETAEHG”EARSHGGLFADPAFWVSIAFLMVVGFV*YIKAKNKILGALDGRGA
10 29 30 40 50

40 30 60 70 80 30

A RIKKELEEARTLREESPAIAGPNIIASARKPEKEAGDIVASAEREAKALLEEAKRATEEY

B AVKAKLDEARKLRDDAQRLLA EYQRRQRDAMKEADEIIRHAKDEAARLRAKAEADLEAS
60 70 80 20 100 i10

100 110 120 139 149 150
A VARRNKLAEQKIATAETDAINAVRASAVDLAVAAAGSILAEKVDAKAACN LFNDALAQV

B IRRREQQAVDRIAQAEAQALAQVRNEAVDVAVSAARSLMAGSL AKRDQNRLIDAAIADL

120 130 140 150 160 170
A KSHLN
B PGKLH
Identidad= 36.8% Similitud= 66.8% Similaridad: - Identidad: :

A: Brucella melitensis B: Rhodospinlium rubrum

Figura 17. Alineamiento de secuencia de aminoicidos entre el MAL IV y la
subunidad B del dominio Fy del Operén ATPsintasa de Rhodospirilium rubrum.
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10 20 30 40 50 60
WATLEELPAFKTDVQIEKFRTIITRNDSLDISFDRSINPYRGCEHGCIYCFARPTHSYMG

trirorLr o miiiiii:

RSVRAPQFDGITFHEVLCKSALNKVPNAAALPFRYTVNGYRGCSHACRYCEARPTHEYLD
30 40 S0 €0 70 80

70 80 90 100 110 120
LSAGLDFETRLFAKPDAPRLLERELARPGYQPKTIAIGTNTDPYQPVEKKWRIMREILEV

FNPGTDFDTQVVVKTNVAAVLRHELRRPSWRRETVALGTNTDPYQRAEGRIALMPGIIGA
g9G 100 11¢ 120 130 140

130 140 15¢Q ied 170 180
LEBANHPVGIVTKSALVVRDIDILSRMREKGLAKVALSVTTLDAHLARTMEPRASTPSLR
LAASGTPLSILTKGTLLRRDLPLIAEAAQQVPVSVAVSLAVGDPELHRDVESGTPTPQAR
159 160 170 180 19¢ 200

18¢ 200 210 220 230
LQAIRRLTDAGIPASVMMGPVIPGIND‘“HEIERILDAAYAQGAREAGYVLLPLEVAP——

LALITAIRAAGLDCHVMVAPVLPQLTDSGEHLDQLLGQIAAAGATGVTVFGLHLRGSTRG
210 220 230 240 250 260

240 250 260 270 280 280
LFKDWLLRNYPD---RYRHVMSLVRSMRDGKDYDAEWGKRMRGTALCLADRPPLRDRRAQ

WFMCWLARAHPELVSRYRELYRRGPYLPPSYREMLRERVAPLIAKYRLAGDHRPAPPETE
270 280 290 300 310 320

Identidad = 36.08%  Similitud = 68.2%
Similaridad : - Identidad : :
A : Brucella melitensis B : Mycobacterium tuberculosis

Figura 18. Alineamiento de secuencia de aminoacidos entre el MAL V y una

proteina hipotética de Mycobacterium tuberculosis.
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10 20 30 40 50
A MKRSASDSFPLL FDLPLAPDFSQEQQLMKRGLKHIAGIDEAGRGPIAGWVAAAWLDQN

Vs 31 aiieslaersr  saawaaans

B MTKTWPPRTV IRKSGGLRGMRTLESALHRGGLG PVAGVDEVGRGACAG PLWAACVLGPG
10 20 30 40 50 60

60 70 80 90 100 110
R DLP-- EGIDDSKRLTAARREALY EI ILTI{AITVSVASLSARS IDASDIRKAALEAMRRAV

..... s s + .rm e
......... - . es et aan

B RIASLARLDDSKKLSEQAREKLE‘PLICRYAVAY HWFI PSAEVDRRGVHVANI EGMRRAV
70 80 90 100 110 120

120 130 140 150 160 170
A IGLTLKPCHALVDGRDVPPGLPCPGSALVKGDQRSVSIMIVAKVTRDRMMIRAGAAH
B AGLAVRPGYVLSDGFRVP GLPMPSLPVIGGDAAAACIAAASVLAKVSRDRVMVALDADH
130 140 150 160 i70

180 190 209 210 220
A PPYGLEI HAGYATQKHRAAIESEGPVPGLHRYTFAPIKGRE‘DC

B PGYGFAEHKGYST PAH SRALARLGPC PQ -HRYS E‘INVRRVASGSNTAEVADGQPDPRDGT
180 190 200 210 220 23¢

B AQTGEGRWSKSSHPATMRATGRAQGT
240 250 260

Identidad = 42.5%  Similitut = 65.1%
Simitaridad : - Identidad : :

A : Brucefla melitensis

B : Mycobacternium tubercuiosis

Figura 19. Alineamiento de secuencia de amincéacidos entre el MAL Vly una
Ribonucleasa Hil de Mycobacterium tuberculosis. Motivos |, Il y ll {(negritas).
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Grafica 1. Perfil hidropatico de la secuencia de aminodcidos del MAL V de B.

melitensis . Posibles segmentos transmembranales (1-4).

NUMERO DE ACCESO A LA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

La secuencia de nucledtidos del fragmento de B. melitensis clonado en el plasmido 101
fue depositada en el banco de genes {GenBank) bajo los numeros de acceso:
AF054609 (dominio F; del operon ATPsintasa), AF054810 (ribonucleasa HI) y

AF059568 (proteina hipotética).
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DISCUSION

E! genoma del género Bruceffa ha sido poco estudiado y ias lineas de investigacion
tienen como base la busqueda de antigenos de interés en el diagnodstico y la
prevencién de la enfermedad. Por ofra parte, no se han aislado y caracterizado
mutantes nutricias, esto debido al crecimiento dificil de la bacleria y a la dificultad en
estudiar su estricto metabolismo aerobio, aunade a que ne se cuenta con informacién
acerca de la fosforilacion oxidativa de Bruceffa.

Con el objetivo de encontrar antigenos de Brucella melitensis que reaccionaran contra
sueros de cabra positivos a Brucella, se construyd un banco gendmico de B. melitensis
133 en el vector de expresion Lambda ZAP Express®.

De las seis clonas seleccionadas con base en su reactividad al conjunto de sueros
utilizados como sonda, se tomd al azar una clona con un fragmento EcoRl de 4069 pb,
la cual fue subclonada en el pldsmido pBK-CMV dando como resultade e! plasmido
101,

Al realizar la secuencia en direccion 3' se localizaran 4 MAL (I-IV), los cuales
mostrarcn identidades del 48%, 51%, 36% y 36% con la secuencia de aminpécidos de
las subunidades a, c, b' y b, respectivamente, del dominio F, del operén ATPsintasa de
Rhodospirifium rubrum y Rhodobacter capsulatus (27}.

El operon ATPsintasa de diferentes microorganismos posee dos sectores que son
estructural y funcionalmente distintos : el F; que es extrinseco a la membrana intema y
el Fy, intrinseco de la membrana interna. En E.coli y B. subltilis el sector F; consta de 5
subunidades, aa, Ba, v, 8 ¥ & ; codificadas por los genes alpHAGDC respectivamente, el
dominio F, consiste en tres subunidades, a, bs, C.ay, codificadas por los genes atpBEF,
respectivamenie. En este sector se encuentra también el gen afpl, que codifica para
una proteina transmembranal, pero que no es estructural del dominio y su funcién es
desconocida (28, 61).

14



lLa regidén Fy contiene 3 sitios cataliticos én la subunidad {8 y 3 sitios no cataliticos en
las interfases de las subunidades o y 8. Por su parte el dominic Fo forma el canal
transmembranal permitiendo el paso de los protones de H', reaccién vectorial que se
acopia a la sintesis o hidrélisis de ATP (6, S0).

Los dos sectores estan unidos por porciones de [as subunidades vy, §, e, ay b, y los 3
sitios cataliticos estan fisicamente separados del canal de protones, por lo menos por
la misma distancia que abarca el sector Fy, por lo que la alternativa mas viable de
comunicacion entre los dos sectores es la via del cambio conformacional. Recientes
estudios estructurales apoyan esta idea e identifican a las subunidades y v ¢
involucradas en esta actividad de transmisién conformacional (6).

De acuerdo al ameglo de genes encontrado en este trabajo, el sector Fp de B
melitensis mostrd diferencias en el nimero de genes comparado con E. coli y B.
subtilis, en donde sdlo se observa un solo gene de fa subunidad B (afpF) vy no dos
como se muestra en Brucella. Por otro lado, se encontrd similitud entre el orden y
namero de los genes de Brucella con los genes de R. capsulatus y R. rubrum. Esta
situacion pudiera atribuirse a que tanto Brucella como Rhodobacter v Rhodospirifium
estan relacionados filogenéticamente, debido a que pertenecen a la subdivision a de la
clase proteobacteria, que incluye a bacterias purpuras fotosintéticas y no fotosintéticas
y bacterias intraceluiares facultativaé de plantas y animaies.

Otra caracteristica importante de la organizacion del operdn ATPsintasa es la
disposicién de los sectores que ha sido reportada en bacterias Gram positivas, Gram
negativas, cloroplastos y mitocondrias. En estos ejemplos los genes de las proteinas
del sector F, se encuentran posteriores al del sector F,. Sin embargo, en Brucella esta
disposicién no ocurre, debido a que después del término del dominio Fo, se encuentra
el gene mhB de la ribonucleasa HIl. Datos similares fueron reportados en
Rhodopseudomona blastica, donde solo se observa el dominio F; y no se encontrd

cercano el dominio Fy. Lo mismo sucede en el operdn ATP sintasa de R. rubrum, en el



que la disposicidn de los dominios se encuentra separada por una secuencia no
codificadora, de tamafio no determinado, pero dentro de la misma region del operdn
(28, 61).

Por ofro lado, se han encontrado diferencias en el arreglo de los genes dei dominio F,
de Streptocccus mutans, en donde no se encontrd el gene atpl! y el gene de la
subunidad ¢ {afpF) se encontrd delante def gene atpB (63).

De acuerdo al arreglo de genes encontrado en el dominio Fp del operdn ATPsintasa de
B. melitensis, se pueden proponer las siguientes hipdtesis: 1.- En B. melitensis el orden
de los genes del operdn ATPsintasa es diferente al de tos microorganismos reportado
hasta ahora, 2.- Brucefla posee una ATPsintasa adicional cuyos sectores se
encuentran separados.

Por lo tanto, se sugiere que i conocimiento del dominio F, sea completado, asi como
localizar y secuenciar el dominio F, de Brucelfa melitensis, para observar su
distribucion local y en el genoma de la bacteria y determinar € numero de copias que
pudiese tener y caracterizar el funcionamiento de este operon en Brucella. Esto podria
extenderse a la construccidn de mutantes con el fin de obtener informacidn acerca de

la fosforilacion oxidativa de esta bacternia.

Al analizar la secuencia del fragmento en direccion 5' se enconiraron dos MAL, uno de
ellos de 938 pb (MAL V), en forma incompleta, el cual codifica para una proteina de
311 aminoacidos. Este MAL mostrd una identidad del 36% con una proteina hipotética
de Mycobacterium tuberculosis y 35% de identidad con una proteina hipotética de
Archeaglubus fulgidus con una similitud del 68% y 56% respectivamente (41).

La proteina hipotética de M. tuberculosis y A. fulgidus es conservada y su localizacion
es transmembranal y de membrana externa, respectivamente. Al realizar el analisis del
perfit hidropatico de la proteina hipotética de B. melitensis (43) se observaron cuatro
posibles segmentos transmembranales en los aa 138-141, 158-164, 198-202 y 232-238
(Grafica 1).
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Por otra parte, la masa molecular aproximada de este MAL incompleto es de 34.2 kDa,
comparando este peso con el peso de las proteinas de M. tuberculosis y A. fulgidus,
37.2 y 40 kDa respectivamente, y una vez completo, es probable que su peso podria
coincidir con los pesos antes mencionados.

Asimismo, ia secuencia de nucleolidos de este MAL mostré un contenido rico en GC

(G+C, 81%) como es esperado en genes de Brucella (51).

En la misma direccién y 217 pb hacia abajo del codén de témino def MAL V se localizé
el MAL VI de 663 pb, el cual mostr6 una identidad de! 42% con la ribonucleasa Hil de
M. tuberculosis. La masa molecular calculada de este MAL es de 24.2 kDa, similar al
reportado en M. fuberculosis e inclusive parecido al de las ribonucleasas Hll de E. coli,
Bacillus subtilis, Vibrio cholera y Streptococcus pneumoniae (39).

Existen al menos dos ARNasas identificadas en E. coli y en células eucariotas. En
bacterias la ribonucleasa mejor caracterizada es la ARNasa H! de E. coli, esta enzima
es una proteina de 18 kDa, codificada por el gene rmhA, por otro lado, la ARNasa HlIl,
una proteina de 23-24 kDa, ha sido poco estudiada y es codificada por el gene rnhB y
es considerablemente diferente a la ARNasa Hi, con la que s6lo comparte un 17% de
identidad (39).

Comparando ia secuencia de aa de los motivos |, Il Y il de B. mefitensis con los de E.
coli, se observaron diferencias en el nimero de aa presentes en cada motivo. En E. coli
ol motivo | consta de 19 aa y ¢l mativo lll de 15 aa, mientras que en Brucella se
encontraron 22 aa en ambos molivos. En relacion al motivo |l, éste mostré ser el
mismo en tamafo e identidad (78). Estos motivos fueron utilizados como sonda para
buscar homologias en banco de datos (Gen Bank) y demostraron la presencia de
genes rnhB en levaduras y gusanos redondos, asi como en céiuias de humano y de

raton.
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La funcion de esta enzima es degradar especificamente la cadena de ARN en el
hibrido de ARN:ADN. Aunque estudios sobre mutantes rnh de E. cofi mostraron que
esta involucrada en diferentes papeles, como o es la supresion de la replicacion de
ADN de otros sitios oriC, ademas de degradar el primer de ARN de los fragmentos de
Okazaki y de estar involucrado en la reparacién det ADN y en la mutagénesis SOS-
inducida (7, 40, 42).

Aprovechando las funciones de la enzima ARNasa HIl, asi como su presencia en todo
tipc de células, pudiera ser explotado en el uso de drogas oligonucledtido-antisentido.
En funcién con un ARNmM blanco, como agente que coloca al mRNA susceptible de ser
degradado de manera especifica pudiera ser terapeuticamente benéfico (7).

Al respecto se sugiere realizar estudios sobre la composicién mofecular y bioquimica
de esta proteina, asi como construir mutantes para conocer especificamente las

funciones de esta enzima en el género Brucella.

Es posible que la falta de expresion de los productos de ios genes clonados se deba a
que los MAL de ambos exiremos de! fragmento se encontraban en forma incompleta y
de igual forma no se encontraban en fase, ademds de que el MAL V se encontraba en
direccién opuesta a la del promotor utilizado.

Por dltimo se sugiere terminar la secuencia de los genes incompletos y subclonarlos
individualmente para tratar de realizar 'a expresion de cada uno de los genes que se
iograron clomar. De esta manera, se podria avanzar en el estudio de fos productos de

estos genes desde el punto de vista bioguimico & inmunologico.
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CONCLUSIONES

(1) En este trabajo se clond y determind la secuencia de nucledtidos de ias
subunidades a, b’, b y ¢ del sector Fo del operdén ATPsintasa de Brucella meiitensis,
asi como, del gene de la ribonucleasa HIl (rahB) y del gene de una proteina
hipotética.

(2) Los seis genes aislados en este trabajo son reportados por primera vez en B.
melitensis y se encuentran disponibles en el (GenBank, bajo los nimeros de acceso !
AF054609 (dominio Fp del operon ATPsintasa), AF054610 (ribonucleasa HIl) y
AF059568 (proteina hipotética).

(3} El opertn ATPsintasa consta de dos dominios : FoF,, sin embargo, el dominio Fy del
operon ATPsintasa de B. melitensis esta flanqueado por el gene de la ribonucleasa
HIl {rnhB), éste arregio es diferente al de otros microorganismes hasta ahora
estudiados, donde los genes de! dominio Fo estan flanqueados por los genes del
dominio F, del operén ATPsintasa.

{4) EI aislamiento de ios genes de! dominio Fo servird para conocer el arreglo del
operdn completo en 8. melitensis, asi como facilitar el estudio sabre la fosforilacion
oxidativa de esta bacteria.

(5) La secuencia de amino4cidos del gene de la ribonuclesa HIl {rnhB), mostré una
homologia det 42% con fa ribonucieasa Hil de M. tuberculosis, ademas de poseer
tres dominios que se encuentrén igualmente presentes en bacterias, levaduras,
gusanos redondos y células de humano y raton.
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