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RESUMEN

Caracterizacion de los perfiles proteinicos de Brucella melitensis en geles de
poliacrilamida e inmunoelectrotransferencia. Ana Laura Miranda Romero.

El objetivo de este estudio fue la caracterizacién por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% de las proteinas de veintitrés cepas de campo procedentes de
diferentes zonas geograficas en México y de tres cepas de referencia de Brucella
melitensis asi como su andlisis por inmunoelectrotransferencia. LLos aislamientos fueron
donados por el INDRE de la SSA, el CENID Microbiologia INIFAP SAGARPA y el
Depto. de Microbiologia € Inmunologia de la FMVZ UNAM. Estos se inocularon en
cuye para su conversién de fase rugosa a lisa y biotipificaciéon. La cinética de
crecimiento determiné que las proteinas se obtuvieran a las 36 horas y la extraccién de
proteinas se realizé con sonicado y Tritén X-100, las proteinas se visualizaron con
tincidén de plata y cuantificaron con Bradford. Un 64% de los aislamientos de origen
humano son biotipo 1 y el 36% biotipo 3. El 66% de los de origen animal son biotipo 3
y el 40% biotipo 1, se observaron 20 bandas, desde los 15 a 84 kDa, siendo las de 17,
34, 45, 58, 66 y 77 kDa las mas evidentes. En todos los casos son aparentes las de 59 a
60, 48 a 49, 46-a 47,40 a 41, 36 a 37, 31 a 32, 29 a 30, 27 a 28 y de 21 a 22 kDa, se
observé mayor variacion en el biotipo 1. Las principales bandas fueron las de 45 a 46,
38 a 40, 36 a 38, 31 a.34, 29 a 31, 26 a 27 y 19 kDa. Se utilizaron sueros hiperinmunes
de cuye y un conjugado de proteina A para la inmunoelectrotransferencia. Se observé
una reaccion difusa en varios casos de 66 a 97 kDa, hay reactividad de 25 a 27 y de 36 a
38 kDa. Las proteinas de 25, 19 y 17 kDa son muy notorias en todos los casos. Los
perfiles electroforéticos se analizaron con el indice de similitud de Dice, concluyendo
que el 70.37 % de los aislamientos son muy semejantés, el 29.62 % tiene diferencias y
en el 11.11% éstas diferencias son muy notorias.

Palabras clave: Brucella melitensis, proteinas de membrana externa, electroforesis,
inmunoelectrotransferencia.
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ABSTRACT

SDS-PAGE Characterization of outer membrane proteins of twenty three cultures
of Brucella melitensis that come from different places in Mexico, and three
reference cultures, and their Western-blot analysis. Cultures were provided for
INDRE, SSA; CENID Microbiologia-INIFAP-SAGARPA and Microbiology and
Immunology Department of FMVZ-UNAM. Cultures were inoculated in guinea pigs for
their convertion from rough to smooth phase and for biotipification. Growth patterns
determinate that after 36 incubation hours the proteins were extracted with good quality.
Proteins were extracted by sonication and Triton X-100 and quantified by Bradford and
observed with silver stain. The 64% of the human cultures were biotype 1 and 36%
were biotype 3. The 66% of the animal cultures were biotype 3 and the 40% were
biotype 1. Twenty protein bands were located from the 15-84 kDa, but 17, 34, 45, 58,
66 y 77 kDa were more evident. In all cultures the 21-22, 27-28, 29-30, 31-32, 36-37,
40-41, 46-47, 48-49, 59-60 kDa were located. The mayor bands were 19, 26-27, 29-31,
31-34, 36-38, 38-40, 45-46 kDa. By Western blot and using guinea pigs serum there
was a diffuse reaction at the 66-97 kDa. And there was reaction at the 25-27 and 36-38
kDa. Electrophoretic proteins profile was study by Dice similarity index, and there was
found that 70.37% of the cultures were very similar, but there were differences in

29.62%, and in a 11.11% these differences were really notice.

Key words: Brucella melitensis, outer membrane proteins, SDS-PAGE, Western-blot.
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INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad causada por especies del género Brucella que
presenta una distribucién mundial. En México, la brucelosis es una enfermedad endémica y
es la principal zoonosis bacteriana por su distribucién en todo el territorio nacional ya que
se presenta tanto en la poblacion rural como urbana de ambos sexos y econdmicamente
activa, ademds de tener gran importancia econémica para la industria ganadera. La mayor
incidencia de brucelosis se encuentra en el ganado estabulado y se localiza en édreas de alta
densidad animal, en algunas regiones la prevalencia estimada fluctia entre el 0.02% al 28%
(Luna 1996). De ahi la importancia de ejercer un control efectivo de la enfermedad con

base en el diagndstico serolégico, la eliminacién de animales positivos y la vacunacion

(CONETB-SAGAR, FEDMVZ, 1996).

B. melitensis es la especie que mas se notifica como causa de enfermedad en los
humanos, casi en un 90% de los casos, esto es muy grave ya que se trata del tipo mads
virulento y causante de una enfermedad aguda muy importante. Por otra parte, la brucelosis
caprina tiene una distribucién mds amplia ya que se le puede encontrar en todo €l territorio

nacional; pues en su mayoria este ganado se explota en condiciones de nula tecnificacion.

El género Brucella se caracteriza por ser una bacteria intracelular que ha sido
clasificada con base en las caracteristicas de la envoltura celular y su predileccién por la
especie hospedera en 6 especies, estas son: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae,
B. ovis y B. canis que se subdivide en biovares o biotipos (Moreno et al., 2002). Varios
autores han estudiado su estructura y genoma mediante el uso de diferentes técnicas,
B.melitensis puede tener antigeno M (biotipo 1) o antigeno A ( biotipo 2) como antigenos
dominantes 0 ambos A y M (biotipo 3). (Lépez-Merino 2002). Se sabe que la proporcion de
antigenos A-M en B. melitensis es de 1: 20 (Suarez 1995).

El avance en las técnicas de biologia molecular ha permitido su aplicacién en la

microbiologia, orientada a la caracterizacién molecular, lo cual puede generar un gran



nimero de atributos bioquimicos a partir del estudio de los componentes estructurales de
las bacterias; €stos pueden ser analizados con los recursos metodologicos que ofrece la
taxonomia numérica, para establecer similitudes entre cepas de microorganismos. Estos
datos son de gran valor, no solo para el estudio taxonémico de las especies bacterianas, sino
para el estudio epidemiolégico de las enfermedades y el desarrollo de productos bioi(’)gicos
que ofrezcan mayor seguridad y eficacia en la prevencién de enfermedades de alto costo,

como es el caso de la brucelosis en México.




JUSTIFICACION

Debido a las elevadas pérdidas econémicas se han implementado esquemas de
erradicacion que involucran la combinacién de programas de vacunacidn, pruebas
diagnosticas y sacrificio. Los programas de vacunacién han sido instituidos para prevenir la
enfermedad (Mancera et al.,1992). En el ganado vacuno se usa la cepa RB51, mientras que
las cabras son vacunadas con Revl de B. melitensis y los animales desarrollan una
respuesta inmune a la cepa vacunal. Las pruebas seroldgicas convencionales como la de
Tarjeta 4cida, la prueba de anillo en leche, la fijacién de complemento y la aglutinacién con
suero no diferencian entre el suero de animales infectados y vacunados, porque en estas

pruebas el LPS-L es el antigeno inmunodominante.

Los métodos alternativos de diagnéstico se han propuesto basados en antigenos que
permitan la diferenciacién entre animales vacunados e infectados, tales como la ELISA
competitiva. En este estudio se propone la extraccién de PME y su purificacion como
estrategia de caracterizacion para evaluar la similitud de estas proteinas en las diferentes
cepas e identificar la relacién antigénica entre PME mediante la confrontacién con sueros
homdlogos y heterélogos; pues se ha visto que el uso de un antigeno o la mezcla de ellos
sin LPS-L podria tener ventajas para el diagnéstico, ya que pueden prevenirse reacciones
cruzadas porque las proteinas internas no tienen antigenos comunes con el LPS-L de las
bacterias que cruzan, lo cual ya ha sido demostrado en pacientes enfermos de brucelosis.

Las proteinas estructurales pueden inducir una respuesta inmune util para el
diagndstico (Verstreate, 1984), sobre todo en casos de brucelosis crénica, pues es necesario
implementar pruebas diagndsticas con un bajo limite de deteccion de anticuerpos..-La
caracterizacién de las proteinas de B. melitensis y de la relacion antigénica entre porinas y
grupos de proteinas podria usarse en la distincidn de cepas de B. melitensis, (Verstreate et

al.,1982) pues aun no existe la prueba diagndstica ideal .




HIPOTESIS

El analisis de los perfiles electroforéticos e inmunoelectrotransferencia de las
proteinas de membrana externa de diferentes cepas de B. melitensis con sueros positivos
permitird establecer si existen diferencias y similitudes entre proteinas de membrana

externa .

OBJETIVOS

Caracterizar las proteinas de membrana externa de B. melitensis por medio de

electroforesis en geles de poliacrilamida para definir su perfil de proteinas.

Analizar por inmunoelectrotransferencia los perfiles de proteina para establecer la

relacién antigénica entre las cepas estudiadas.

Determinar el indice de similitud de los antigenos proteinicos en las cepas de B.

melitensis para establecer su grado de conservacion.



REVISION DE LA LITERATURA:
MARCO TEORICO

Brucelosis

La brucelosis es una enfermedad causada por especies del género Brucella que
presenta una distribucién mundial, aunque ya ha sido erradicada en algunos paises como el
Reino Unido, Noruega, Suecia, Finlandia, Dinamarca, Checoslovaquia y Canada
(Salman,1995). Afecta a diferentes especies de animales domésticos y silvestres,
principalmente bovinos, cabras, cerdos y también ha sido aislada de mamiferos acudticos
(Ross et al.,1996 y Jahans et al.,1997). ).

La Brucelosis animal es de gran importancia no solo por tratarse de una zoonosis de
amplia distribucién, sino también por sus implicaciones e impacto directo en la produccién
pecuaria y por constituir actualmente una barrera para el comercio ¢ intercambio nacional e
internacional de animales y productos de origen animal (FAO, 1997).

En todos los paises de Centroamérica han sido identificadas B. abortus y B. suis
,mientras que B. meliensis ha sido reportada en Guatemala. La prevalencia de la brucelosis
ovina se estima entre el 4 y 8 %, y es adn mayor en los hatos lecheros. Para enfrentar esta
problematica, se han establecido programas nacionales de control, basados en. la
vacunacion de terneras y remocion de animales reactores (Moreno, 2002). En Paraguay,
después de aproximadamente 20 afios, el porcentaje de grupos positivos(3-4%), se redujo,
posiblementé debido a la vacunacién y las mejoras en las practicas de manejo (Baumgarten,
2002).

Situacion actual de la brucelosis en México

La brucelosis en México es una enfermedad endémica y es la principal zoonosis
bacteriana por su distribucién en todo el territorio nacional y de gran importancia
econémica para la industria ganadera. La mayor incidencia de brucelosis se encuentra en el

ganado estabulado y se localiza en dreas de alta densidad animal. El afio de 1996, Luna




reportd para algunas regiones una prevalencia estimada entre el 0.02% y 28%. En el ganado
vacuno la prevalencia fluctuaba entre 4 y 11% y las pérdidas econémicas para la industria

lactea fueron de aproximadamente $2,400,000 pesos mexicanos cada afio (Guerrero y
Monroy 1997).

Para el ano 2000, las acciones implementadas por la Comisién Nacional de
Erradicacién de la Tuberculosis y Brucelosis Bovina, estas cifras se habian reducido a
$2,000,000 de pesos por afio (Luna-Martinez, 2002). De ahi la importancia de ejercer un
programa nacjonal de erradicacién y control efectivo de la brucelosis con base en el
diagnéstico seroldgico, la eliminacién de animales positivos y la vacunacién (CANETB-
SAGARPA, 2000).

Situacion de la brucelosis caprina

La brucelosis caprina tiene una amplia distribucién en el territorio nacional. Las
entidades federativas donde se reporta con mayor frecuencia son los estados de Coahuila,
Chihuahua, Nuevo Leén, Tamaulipas, Guanajuato, Michoacdn, Estado de México,
Querétaro y San Luis Potosi (UNAM, CANTFARMA, SARH 1988).

El Consejo Técnico Consultivo Nacional de Sanidad Animal (CONASA), en 1996
reporté que el 87% de la poblacidén caprina se explota en condiciones de nula tecnificacion,
en rebafios pequefios de menos de 100 animales los cuales tienen un manejo comin; como
es el pastoreo, el préstamo de sementales, el empadre y la reposicion de animales y solo el
13% restante se explota bajo condiciones tecnificadas. Esta situacion para el ano 2000,
segin datos de la Cambaﬁa Nacional de Erradicacion de la Brucelosis no ha cambiado
significativamente para los caprinos, pues sus practicas de manejo en el ceniro del pais
incluyen el recorrido de grandes distancias; de hasta 20 km desde su lugar de origen y la
convivencia nocturna y a la intemperie con otros animales domésticos, por lo que solo el
15% de los caprinos se cria en buenas condiciones. - »

La prevalencia de la brucelosis caprina en 1994, fluctuaba del 0.75% al 5.8% en los
estados del Norte del pafs, y alcanzaba hasta un 20.35% a 40% en los estados de Puebla,

Veracruz y Oaxaca. Por otra parte la SAGAR calculaba en ese mismo afio, pérdidas anuales




de cuatro millones de pesos por abortos, ya que la prevalencia era del 12.94%. (NOM-022-
SSA2-1994) (DGSA) aunque estos datos corresponden a muestreos dirigidos en zonas
problema.

La CONETB-SAGAR, FEDMVZ en 1996 reporté vacunaciones en el 11.3% de las
hembras del inventario nacional y la intensificacién de las acciones para la prevencién y
control de la enfermedad, principalmente en los estados fronterizos del Norte del pais, con

la finalidad de reducir su presencia y no obstaculizar el comercio con el pais vecino. -

Situacion de la brucelosis humana

La brucelosis humana es una enfermedad presente en todo el territorio nacional,
pero gracias a las acciones de prevencién y control de la enfermedad en el ganado, los
reportes de casos anuales han disminuido en forma importante, de 5,332 casos en el periodo
1984-93 a 3,202 en ¢l periodo de 1994 a 97. Estas cifras deben sin embargo tomarse con
reserva, dada la subnotificacion de casos. (Gurria 1998).

En estudios realizados en 1974 y 1975 por Mufioz y colaboradores en el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), se dio a conocer que la enfermedad se distribuia en
tres zonas de mayor prevalencia: la del Golfo de México, con 3.6 %; la del Noroeste, con
2.6% y la del Norte con 2.4%, con una media para el pafs del 1.6%. Datos de Lépez-Merino
et al., 1992, sefialan una incidencia en 1974 del 0.82 %y de 7.62 % en 1988. |

De 1987 a 1992 se registraron los promedios de mortalidad por cada 100 mil
habitantes, en Guanajuato este era del 0.17% y del 0.11% en Zacatecas, Sonora y Tlaxcala.
La morbilidad de la enfermedad es més alta en los estados de Guanajuato, Coahuila,'Nuevo
Le6n, Querétaro y Sonora (NOM-022-SSA2-1994)

Lopez—Merino y Migrafias en 1992, reportaron una seroprevalencia general de
3.42%, las entidades federativas con prevalencia mas alta eran el Estado de México con
13.5% y en orden descendente Guanajuato 10.66%, Sinaloa 9.05%, Jalisco 8.12% y Sonora
7.23 %. Los estados con menor presencia eran Colima 0.59%, Chiapas 0.53% y 0.24% para
el Estado de Morelos.

La frecuencia de anticuerpos fue entonces mayor para individuos varones en edad



productiva, siguiendo las mujeres y nifios: esto se explica porque son ellas las encargadas
de realizar la compra y seleccién de los alimentos para la familia, ademds de atender junto
con los nifios la ordedia de los animales en las exp[otaéiones de traspatio y la elaboracién
del queso.

Mediante estudios bacterioldgicos realizados en México, se conoce la existencia de
las biovariedades 1, 4, 5 y 6 de Brucella resultando el biovar | el més frecuente y el biovar
4 el mas virulento para el hombre (Lépez-Merino, 2002).

Por otra parte, B. melitensis es la especie que mdas se notifica como causa de
enfermedad en los humanos: casi en unt 90% de los casos, situacién sumamente grave ya
que se trata del tipo mds virulento y causante de una enfermedad aguda muy severa. En el
territorio nacional el biovar 1 es el més frecuente, aunque en algunos casos se ha aislado el
3 y el 2. Desafortunadamente, desde hace ya varios anos la brucelosis se presenta tanto en
la poblacion rural como urbana de ambos sexos y econémiucamente activa, entre 20 y 45
aflos de edad. El mayor nimero de casos se presenta en mujeres y los nifios de
aproximadamente 10 afios son actualmente una poblacién en riesgo creciente (Lépez-
Merino, 2002). Esta situacidén se presenta debido a que en México, aproximadamente el
35% de la leche de vaca que se produce se consume sin pasteurizar, ya sea como leche
cruda o quesos frescos.

Una cuestién todavia més grave es el consumo del 85% de la produccién de leche
de cabra en forma de quesos sin pasteurizar y sin supervisién sanitaria. De ahf la relacidn
directa que existe entre casos de brucelosis humana y el consumo de subproductos de la
leche no pasteurizados. Datos de la Secretaria de Salud 2001, indican que un 98% de los
casos humanos son debidos a la ingestion de productos contaminados y son todavia las
mujeres y los varones entre los 25 y 64 afios los grupos de mayor riesgo de infeccién. Esta
situacion se presenta también en el Noreste del pafs, ya que se reporta un 70 % de mujeres
afectadas y un 30% en pacientes varones. Todos ellos en etapa productiva que va desde los
18 hasta los 39 afios; con una moda de 32 afios, una mediana de 33 aflos y una media de
38.5 aflos (Serrano-Trejo y Rodriguez Verdugo,2004).

Sin embargo, la Secretaria de Salud (SSA) l‘CngtI'O una disminucién en el nimero de

casos humanos desde hace 8 afios, pues en 1998 se presentaron 3550 pacientes, en 1999 se




detectaron 2719 casos, para el aiio 2000 se observaron 2089 y en el afio 20'01 se conocieron
2107 casos (Luna-Martinez- Mejia Terdn, 2002).

En casos estudiados, se sabe que el 93% de los humanos se infecta con B. melitensis
de origen caprino, el 5% con B. melitensis de origen bovino, 1.5% con B. abortus de origen

bovino, y un 0.5% con B. suis de origen bovino (Luna-Martinez- Mejia Terdn, 2002).

El género Brucella

El género Brucella estd formado por bacterias Gram negativas que miden de 0.5 a
1.5 em y de 0.5- 0.7 em de didmetro, de forma cocobacilar, son inméviles y sin capsula, no
forman esporas, son positivas a la reaccién de catalasa y oxidasa. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 37° C y crecen mejor a un pH de 6.8. Son microorganismos aerobios, sin
embargo, algunas especies necesitan de una atmdésfera enriquecida con 5-10 % de CO,
(Alton et al._, 1975a, 1975b). Como microorganismos intracelulares causan bacteremia y la

desaparicion de titulos en huéspedes con la infeccién latente (Moriyén 1997).

El género Brucella esta taxondmicamente ubicado en Ja ot—2 subdivisién de la Clase
Proteobacteria dentro de la familia Rhizobiaceae (Cloeckaert, et al 1999). Esta familia
incluye a especies patégenas para plantas y animales respectivamente: Agrobacterium,
Rhizobium, Bartonella y Brucella, todas estas capaces de interactuar con células eucario_tas

en forma intercelular o intracelular (Moreno et al., 1990 y Lopez—Merino 1992).

A pesar de que el género Brucella es un grupo muy homogéneo, las caracteristicas
de la envoltura celular y su predileccién por Ja especie hospedera, la clasifican en 6
especies: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomaé, B. ovis y B. canis . (Sudrez 1995,
Moriy6n 1997). Se han realizado algunos hallazgos que ponen en duda esta clasificacién,
debido al aislamiento Brucella en mamiferos marinos. Los primeros reportes al respecto
surgieron de las costas de Escocia a partir de aislamientos en tejidos de lobos marinos y
delfines. (Ross H M. et al., 1996). Estas cepas se han aislado a partir de una amplia

variedad de lobos marinos, leones marinos, delfines y ballenas en las costas de diferentes



continentes, por lo que han sido denominadas B. cetaceae y B. pinnipediae, en este grupo
se distinguen las cepas provenientes de cetdceos de las aisladas de focas (Lopez-Merino,
2002). Aunado a lo mencionado anteriormente se han realizado estudios de hibridizacién de
ADN sugieren que estas especies son parte de un género monoespecifico y se recomienda

que sean agrupadas en biovares de una sola especie B. melitensis.(Cheville N F, 2000).

En 1968, Hoyer y Mc Cullough analizaron el genoma de varias especies, utilizando
la hibridacién de ADN-ADN, estableciendo que las 4 especies lisas (B. melitensis, B.
abortus, B. suis, B. neolomae) tienen un alto porcentaje de homologia eo su secuencia de
polinucledtidos, con un porcentaje de moles G + C de 56 a 58. Existen 2 antigenos en las
cepas lisas, el antigeno A y el M, los cuales estan formados por poli-hidroxi-amino presente

en el lipopolisacédrido (LPS) de las especies lisas.

Las cepas de B. abortus bv.1 tienen al epitopo A como dominante que consiste en
un polfmero de cinco perosaminas unidas por ligadura o 1,2 y con una cierta proporcién de
unidades ligadas por unién o 1,3; mientras que B. melitensis bvl por tener epitopo M
dominante, presenta unidades repetidas de un pentasacdrido constituido por perosamina
unida a la ligadura ¢ 1-3 y cuatro unidades ligadas a o 1-2. Estas ligaduras influyen en la
forma del epitopo del LPS, el epitopo A dominante tiene forma de barra, mientras que el de
tipo M tiene aspecto rizado o retorcido. La B. melitensis puede tener antigeno M (biotipol)
¢ antigeno A (biotipo 2) como dominantes, o ambos A-M en e] biotipo 3. Se sabe que la

proporcion de antigenos A-M en B. melitensis es de 1: 20 (Sudrez, 1995).

Caracteristicas estructurales del género Brucella

La envoltura celular de Brucella es una estructura de tres ldminas; la interna es la
membrana citoplasmética (MC), después hay un espacio peripldsmico y por ultimo la

membrana externa (ME). (Verger ef al 1985.)



Membrana externa

La composicion de la ME de Brucella es semejante a la de E. coli. La regién apolar
hidrofébica de la membrana tiene un grosor de 4.5 num y forma una barrera funcional y
estructural enire el periplasma y el exterior de la célula. La membrana constituye una
barrera fisica y funcional entre el interior de la célula bacteriana y su medio, ademas de ser
la primera estructura que entra en contacto con las células del sistema inmunolégico del
huésped. Contiene LPS, proteinas y fosfolipidos, el peptido-glicano (PG) estd fuertemente
asociado a ella a través de moléculas de lipoproteinas unidas por enlaces covalentes que le

proporcionan estabilidad (Lépez —Merino, 2002).

El LPS es el componente de la ME mas estudiado, pues es el mds externo,
abundante y antigénico, se le conoce también como endotoxina, aunque sus propiedades
bioldgicas y bioquimicas son diferentes a las del resto de bacterias Gram negativas,
especialmente en cuanto al contenido de 4cidos grasos del lipido A, no obstante conserva

sus propiedades inmunolégicas (Lopez-Merno, 2002).

Las cepas lisas poseen LPS-L, el cual estd constituido por el lipido A, formado por
diferentes 4cidos grasos; una region central constituida por el 4cido 2-ceto 3-
desoxiooctulosénico, glucosa, manosa y quinovosamina; y una cadena O que se proyecta

hacia e] exterior de la ME que estd constituida por perosamina (Forestier et al., 1999).

La estructura del LPS de cepas rugosas (LPS-R) es similar al LPS-L, excepto por la
cadena O, que estd ausente o reducida a unos pocos residuos; por lo que la especificidad del

LPS-R esta determinada por el polisacdrido del nicleo (Lépez-Merino, 1992).

La pared celular (PC) estd conformada por PG, que posee proteinas solubles ¢
insolubles asociadas; hay también antigenos proteinicos que se encuentran tanto en
fracciones solubles como insolubles de extractos de células (Nielsen, 1990).. La
composicién lipidica de la MC mantiene un fuerte efecto hidrofébico con implicaciones

estructurales (Moriydn, 1997).

El PG de las brucelas es mds resistente a la desintegracion fisica que el de E. coli lo

que se explica por diferencias cuantitativas y cualitativas de aspecto y tamafio en la



estructura del mismo. Estudios detallados de microscopia electrnica muestran que el PG
presenta una interaccién con la ME mucho mas firme que la que se observa en E. coli.
Ademis se ha demostrado que durante la inactivacién por calor de la célula se causa el
colapso de la MC en B. abortus, pero la ME mantiene su apariencia morfolégica a pesar de
la importante liberacién de LPS y otros materiales de la ME. Esto sugiere que la interaccién
ME-PG podria resultar en una ME mucho més rigida en Brucella que en otros Gram
negativos. Esta interaccién se explica por la firme asociacidén de algunas proteinas de ME

con el PG (Moriyén, 1997).

Los extractos proteinicos de B. abortus solubilizados con Dodecil-sulfato de sodio
(SDS) contienen 3 antigenos de superficie (a,b,x). El antigeno x ha sido de utilidad para
diferenciar apimales infectados de vacunados por medio de hemaglutinacién pasiva
(Verstreate y Winter, 1984). Las principales proteinas de membrana externa (PME) de
Brucella son porinas del grupo 2 (35-40 kDa), proteinas de grupo 3 (25-30 kDa) y una
lipoprotcfnalde 8 kDa, covalentemente ligada al PG (Nielser, 1990). Poco se conoce acerca
de la accién y las propiedades de las proteinas del grupo 1 (88 - 94 kDa), se ha demostrado
que las del grupo 2 (35 - 40 kDa) son proteinas de la matriz con actividad de porinas y las
del grupo 3 son semejantes al complemento de las PME de E. coli. A pesar de estas
similitudesl, el LPS originalmente descrito en E. coli no es similar al descrito en Brucella

spp (G6mez 1986, Moriyén 1997).

Existen pequeifias variaciones en los didmetros de los canales de las porinas entre las
especies de Brucella y por ello la diferencia en sensibilidad a los colorantes. La
hidrofobicidad de la fucsina bdsica y la tionina son diferentes, la tionina tiene un drdmetro
minimo de (0.7 m), mucho mds pequefio que el de la fucsina basica, por lo que el paso de’
la molécula soluble depende del didmetro de las porinas. Las cepas de B. melitensis son
usualmente resistentes a este colorante y se ha encontrado una cepa que tiene un poro mas
angosto que las otras especies, por lo que esta caracteristica s¢ usa ampliamente para la

clasificacién por especie y biotipos de Brucella, junto con la sensibilidad a antibidticos

(Douglas 1984).
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Los agentes antimicrobianos tales como los B-lactdmicos, tetraciclinas y
aminoglicésidos, penetran la ME a través de la bicapa lipidica. La permeabilidad de ésta
bicapa se debe a la estructura de la ME y a las propiedades del LPS. En contraste con las
enterobacterias, el LPS de Brucella es muy diferente en cuanto a su estructura hidrofébica y
a la porcién del lipido A. Se ha reportado que ¢l LPS de Brucella contiene proteinas
fuertemente unidas, las cuales no pueden ser removidas por los tratamientos que afectan a
las protefnas del LPS en enterobacterias. De ahi que las cepas de Brucella se caractericen

ademas por su moderada sensibilidad a numerosos antibidticos (Douglas 1984).

Componentes solubles

Se han detectado 2 umportantes enzimas de detoxificacion en el periplasma de B.
abortus, una la Cw/Zn superéxido dismutasa y fa catalasa. Ademds de los 1,2-o glucanos

presentes en extractos acuosos peripldsmicos (Moriyon ,1997).

Proteinas de membrana externa

Durante la dltima década se han publicado extensos trabajos sobre las proteinas de
membrana externa (PME) de las bacterias Gram negativas. En la familia
Enterobacteriaceae se han detectado una serie de proteinas con pesos moleculares de
aproximadamente 40 kDa estrechamente asociadas con el PG. A estas proteinas se les
refiece como proteinas de la matriz, y constituyen poros de difusién a través de los cuales
las sustancias hidrofilicas de bajo peso molecular penetran fa ME. Ademas son proteinas

esenciales para su ensamblaje.

Las PME en E. coli, tienen un papel importante en la estabilidad de la ME. Otras

protefnas anélogas han sido descritas en bacterias Gram negativas (Moriyén ,1983).

Las proteinas mayoritarias de Brucella spp fueron identificadas por primera vez en
1980, por extraccién con detergentes de las envolturas celulares y fueron clasificadas por su

peso molecular en grupos (Winter 1983) Gpo.l (94 o 88 kDa), Gpo.2 de (36-38 kDa) y



Gpo.3 (31-34 kDA y 25-27 kDa). Se ha visto que las del grupo 2 son porinas y tienen una
fuerte interaccién con el LPS y con el PG. Los genes de proteinas del grupo 2 y 3 as{ como
de varias PME minoritarias han sido caracterizadas. Ademds, epitopos de estas PME han
mostrado estar expuestos a la superficie celular. También se sugiere que las lipoproteinas

de Brucella podrian estar expuestas a la superficie y ancladas por un lipido (Moriyén,
1983).

Las PME también conocidas internacionalmente como “OMPs”, generan gran
interés porque las han relacionado con la proteccién. Primero se descubrieron las protefnas
mayores de 25-27, de 31-34 y de 36 —38 kDa; y posteriormente formaron los grupos 3 (25-
27) y 2 (38-38). Las proteinas del grupo 2 fueron identificadas como porinas; a las del
grupo 3 se les considerd equivalentes a Jas Omp A de E.coli, con base en la similitud en la
composicién de sus aminodcidos y a su relacién antigénica. El grupo 1 lo formaron
proteinas con pesos moleculares de 88 a 94 kDa, cuya concentracién fue menor a la de los
otros grupos. En la actualidad como consecuencia de la clonacion y secuenciacién de los
genes que codifican para estas PME, se les ha asignando otra nomenclatura: Omp 25, Omp

31 y Omp2b (Ficht et al., 1990 y 1996).

Otras PME han sido, posteriormente identificadas por anticuerpos monoclohales y
por ser menos abundantes se les ha denominado proteinas menores y tienen masas
moleculareslde 10, 16.5, 19 y 89 kDa. Gracias a la realizacién de estudios genéticos y de
secuencia de aminoacidos, las de 10, 16.5 y 19 kDa, se han identificado como lipoproteinas
de membrana externa, denominadas Omp10, Omp 16 y Omp 19, respectivamente (Lopez-
Merino, 1992). La Omp 16, pertenece a la familia de lipoproteinas asociadas al
peptidoglicano presente en bacterias Gram negativas. Aparentemente existen proteinas
homdlogas a las Omp 10 y Omp 19 en Ochrobactrum anthrropi y otras bacterias

relacionadas genéticamente a Brucella (Velazco et al., 1997).

La Omp 1 de 89 kDa se encuentra expuesta en la superficie de la c€lula; finalmente,
se ha puesto de manifiesto la existencia de acuaporinas en la ME, que son proteinas
transmembranales con canales para agua que pertenecen a la familia de las proteinas

intrinsecas mayores. Las Omp mayores o principales estdn expuestas en la superficie de la



ME, sin embargo estarian menos evidentes en las cepas lisas a diferencia de las cepas
rugosas, debido al impedimento estérico que causan las largas y abundantes cadenas O del

LPS en las cepas lisas (Lépez-Merino, 1992).

A través de microscopia electrénica y marcado inmunoldgico con oro se ha
demostrado que la mayoria de las PME tienen epitopos en la superficie de la membrana de
la célula lisa y que esta exposicién se incrementa en células rugosas. También notaron que
PME de 89 kDa y de 31-34 kDa no son accesibles en B. aborius lisa mientras que si estdn
expuestas en células rugosas y también en células lisas de B. melitensis (Gamazo, 1989).
Con estos hallazgos se han demostrado las diferencias entre células lisas y rugosas en
bacterias Gram negativas, ademés de la exposicién de PME de células lisas que son

sugestivas a diferencias entre especies.

Se han observado 3 grupos de PME que contienen cantidades sustanciales de LPS
fuertemente adherido, el cual puede ser reducido pero no eliminado totalmente por

extraccion dg: células con 4cido tricloroacético (Verstreate, 1982).

Las proteinas del grupo 3 se observan entre los 30 kDa electroforesis en geles de
poliacrilamida, a pesar de que bandas adicionales se observaron frecueniemente en esta
region. El grupo 2 y 3 fue antigénicamente distinto entre ellos, pero el grupo 3 mayoritario
compartié antigenos entre todas las cepas. La mayoria de las proteinas del grupo 1 son

componentes minoritarios fisicamente asociados con los del 3.

Las proteinas del grupo 2 son aparentemente trimeros en su estado nativo con pesos

de 43 a 41 kDa despu€s de su completa desnaturalizacién con SDS.

El grupo 1 produjo una banda mayoritaria de 94 kDa y presenté modificaciones con
calor (Moriyén, 1997).

Clasificacion de las proteinas de membrana externa

Existe diversidad entre los genes de PME por especies, biovar y a nivel de cepas
que son de interés taxonémico y epidemioldgico, y que han aportado una nueva visién

dentro de la evolucién del género Brucella.
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En el grupo 2 Ficht et al., 1989 demostré que 2 genes ligados muy cercanos (Omp2a
y Omp2b) codifican para porinas y poseen un alto grado de homologfa. El locus de OMP2
estd presente en todas las brucelas. Sin embargo, solamente Omp2b se manifiesta durante el
crecimiento de B. abortus en el laboratorio (Ficht, 1989 y Mobasheri ,1997).

La comparacién de porinas entre las diferentes cepas de Brucella muestra pequefias
pero significativas diferencias en el tamaiio aparente del poro de diferentes organismos. Al
parecer B. canis, B. abortus 19 y B. abortus 1119.3 producen poros relativamente grandes
en contraste con B. melitensis B115 y B. abortus 4520, productoras de los poros mds
pequerios (Douglas, 1984).

En el grupo 3, dos genes (omp25 y omp31) codifican para las PME del grupo 3 con
5010 un 34% de identidad para la secuencia de aminoécidos. La PME de 25 kDa tiepe poca
identidad con OmpA de E. coli la cual previamente se habfa sugerido como equivalente a la
del grupo 3. El Omp A interactiia con el LPS y establece la conformacién nativa de la
proteina. A pesar de que otras PME de Brucella también sostienen una fuerte unién entre
LPS y lipidos, la interaccién del LPS es més marcada en el Omp25. Aunque se ha reportado
la actividad de porina en la OmpA, esta interactia con el PG, otras PME y el LPS, su papel
en la estructura se manifiesta por la marcada inestabilidad de la ME y defectos en el cultivo

de mutantes deficientes en OmpA.(Ficht ef al., 1989).

Otras proteinas de membrana externa (PME)

Varias lipoprotefnas de bajo peso molecular han sido identificadas como PME
minoritarias en B. abortus (Ompl9, Ompl6 y Ompl0). La topologia de estas proteinas es
ain desconocida, pero de acuerdo a su secuencia de aminodcidos son bidrofilicas, y por ello
podrian estar en el espacio peripldsmico y tener alguna funcién en la viabilidad de Brucella.
Numerosas PME, internas, citopldsmicas y peripldsmicas han sido caracterizadas. Algunas
son reconocidas por el sistema inmune durante la infeccién y solo se han reportado en
Brucella, por lo que seria de gran utilidad en futuras pruebas diagnésticas o para ser

consideradas en las nuevas vacunas (Lépez-Merino 1992).
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Lipopolisacarido liso y polisacéaridos relacionados

Por métodos diversos se ha detectado la presencia de lipopolisacérido liso (LPS-L)
en la superficie de brucelas lisas. También se sugiere la presencia de un segundo
polisacdrido en las envolturas celulares conocido como hapteno nativo (HN)
antigénicamente relacionado con el LPS-L. Aunque es conocido que estas moléculas portan
determinantes serolégicamente dominantes en la superficie celular, su caracterizacién no

estd completa ain (Verger 1985)

Lipido A

A pesar de que la composicion del esqueleto del carbohidrato parece constante, hay
una heterogénicidad del lipido A, la cual posiblemente se relaciona con el grado de
fosforilacién y sustitucién del acil. La etanolamina y arabinosamina, presentes
frecuentemente en el lipido A de las enterobacterias no han sido encontradas. En cuanto al
esqueleto de oligosacarido, se ha reportado su heterogenicidad en algunas cepas mutantes
espontdneas rugosas. La ausencia de fosfato es notable porque el 2 ceto-deoxi-octuloronico
(KDO) frecuentemente porta grupos fosfato que contribuyen a la carga negativa de Ja
region del esqueleto del lipido A. La frecuencia relativa de ligaduras ¢- 1,2 y o~ 1,3 explica

la estructura del epitopo de la cadena O.

La mayoria de los autores aceptan la modificacién de Douglas y Palmer 1988 de la
estructura antigénica A+M de Wilson y Miles 1932, de acuerdo a esto, la cadena O del
biotipo 1 cie B. abortus y B. melitensis portan exclusivamente epitopos A o M,
respectivamente, ademds de un epitopo C comdn, responsable de la reactividad cruzada. El
biotipo 1 de B. melitensis y biotipos serolégicamente intermedios también tienen una
ligadura en «-1,3 pero en proporciones reducidas. En consecuencia, es comin con B.
abortus con biotipo 1, la cadena O de estos biotipos tiene extensiones de mds de 5 azticares

continuameﬁte ligados en o~ 1-2 (Diaz EA ef al., 2001).
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Hapteno nativo (HN)

Los polisacdridos fueron originalmente definidos por inmunoprecipitacién de
extractos de brucelas lisas, y un componente seroldégicamente relacionado presente
solamente en cepas mutantes rugosas de B. melitensis. Originalmente fue 1lamado
polisacarido B. El HN y el polisacdrido B han sido teina de controversia, algunos autores
han identificado al polisacdrido B como glucanos ciclicos peripldsmicos en B. melitensis
16M y ofras brucelas lisas, y el HN como un esqueleto de la cadena O del polisacarido
resultado de la hidrélisis hipotética ocurrida durante la extraccién del LPS. El HN de B.
melitensis 16M y B. abortus 2308 estan cerca de sus respectivas cadenas O, tanto en
tamafio como en composicion quimica. La existencia de la cadena O como polisacdridos no
ligados a la ME de varias bacterias Gram negativas es cominmente aceptado, y sucede
como resulfado de las variaciones en el polimero estdndar. Estructuralmente existe
evidencia de que el HN libre estd entrelazado con e] LPS, la cadena O y anclado en la ME

por interacciones polisacarido - polisacérido. (Diaz EA et al 2001).

Lipidos libres

La composicién de los lipidos depende del medio y de la edad del cultivo. Es bien
conocido que los fosfolipidos mayoritarios en B. abortus y B. melitensis es la
fosfotidilcolina (FC), la cual ocupa el 37% de los fosfolipidos totales; otros son la
fosfatidiletanolamina (33%) cardiolipina (20%) y fosfétidilglicerol (10%). Hay evidencia
de que FC es enriquecida en la ME de Brucella y tiene propiedades estructurales diferentes
de la fosfatidiletanolamina, el fosfolipido mayoritario en muchos Gram negativos. Ademads,
B. abortus y B. melitensis contienen lipidos neutros de los cuales los lipidos de ornitina son
los més notables. La localizacién de estos en {a envoltura celular es desconocida pero son
contaminantes frecuentes en extractos de LPS al pal'eéer es posible su Jocalizacién en la
superficie de la ME. Finalmente, las brucelas también contienen algunos materiales

parecidos a la cera poco caracterizados. (Diaz EA et al., 2001).



Propiedades generales con significancia funcional

Via hidrofilica: La penetracién de pequefias moléculas hidrofilicas a través de las porinas
de Brucella fue mostrado por Douglas en 1984. En proteoliposomas de fosfatidilcolina,
OmpF de E. coli y porinas de Brucella tienen aparentemente un didmetro interno similar
(1.2 nm) con pequeitas diferencias entre especies y cepas. Se sabe que las porinas de B.

abortus 19 eran ligeramente més grandes que aquellas de cepas rugosas de B. abortus 45/20

y B. melitensis 115.

Desde que se usa ]a tionina en la biotipificacién de brucelas, se sabe que tiene una
excepcional baja hidrofobicidad entre los colorantes, se sugiridé que las diferencias entre
especies estaban relacionadas con la sensibilidad a la tionina para diferenciar propiedades
funcionales de sus porinas (Douglas, 1984). Estos resultados actualmente se at.ribujen ala
Omp2b porque la Omp2a no se expreso in vitro. Cuando la Omp2a fue clonada en E. coli se
incrementé la permeabilidad a las maltodextrinas, y se ha sugerido que esta porina se

manifiesta solamente durante el crecimiento intracelular o bajo otras condiciones del medio

ambiente asociadas a la patogenicidad de Brucella. (Diaz EA et al., 2001).

Via hidrofobica: Actualmente se ha demostrado que sustratos bidrofébicos pueden
penetrar a la brucela directamente a través de la bicapa lipidica, lo cual contrasta con la
mayorfa de las bacterias Gram negativas. Se demostré que el incremento en la
permeabilidad celular es principalmente, debido a Jas propiedades del LPS. Se conoce que
existen variaciones entre especies y biotipos por su sensibilidad variable a la fucsina basica,
un coloranté muy hidrofébico usado para la biotipificacién de Brucella. Finalmente, las
PME se observa en B. abortus bajo condiciones en Jas cuales se manifiesta en E. coli. (Diaz

EA eral, 2001).

Interaccion con policationes: Muchos policationes, incluidos varios péptidos de
lisosomas y fluidos corporales tienen una potente actividad bactericida. Esta actividad es

caracteristica de su misma interaccion.



Métodos de extraccién de proteinas

Como ya se ha demostrado en la envoitura celular se encuentran proteinas
mayoritarias, de las cuales las PME del grupo 2 se caracterizan por estar fuertemente
ligadas al PG, de modo que para lograr una extraccién eficiente con detergentes se necesita
de una digestién del mismo con lisozima (Douglas, 1984).Por otra parte hay una especial
dificultad en la extraccién de cantidades significativas de proteinas de Brucella en el
espacio peripldsmico. Sin embargo, un método que ofrece ventajas de la sensibilidad de la
ME de Brucella es el empleo de detergentes como el Zwittergent (Moriyon, 1987).

Se ha visto en comparacién con E. coli que los detergentes no i6nicos son menos
eficientes para extraer las PME de Brucella, y éstas pueden ser extraidas con SDS, aun sin

el uso de lisozima (Towbin et al., 1979).

Dubray y Bezard han aislado 3 proteinas de 37, 25 y 15 kDa por electroforésis en
geles de poliacrilamida (Nielsen, 1990). Algo muy trascendente, considerando la posible
utilizacion de los perfiles de las porinas en SDS-PAGE para distinguir B. abortus y B.

melitensis de B. canis y B. ovis.

Existe un grupo de proteinas de 4} - 43 kDa, antigénicamente similar entre todas las
cepas de B. abortus y han mostrado parecido en la composicién de aminoécidos entre ellas
y una similitud general con las PME de E. coli. Existen diferencias antigénicas entre
algunos grupos de PME, asi como en su composicién de aminodcidos, sin embargo,
también hay antigenos que se comparten entre las B. abortus estudiadas (Verstreate, 1982).
Se ha observado un antigeno compartido entre las proteinas - porinas y otros 3 fueron
compartidos entre el grupo 3 de proteinas (25 y 30 kDa). Estos resultados sugieren que
puede ser posible la inclusién de PME de B. abortus en una vacuna que Inmunice contra
varias especies de Brucella. Existen reportes del uso de PME de B. abortus que confieren
proteccién activa. Sin embargo la inclusion de PME en la vacuna necesita del
entendimiento de la diversidad antigénica de estas proteinas entre especies (Verstreate,

1984).
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Inmunologia de la brucelosis

Las especies de Brucella son patdgenos intracelulares facultativos y su virulencia
estd relacionada con la capacidad que tienen, para resistir el efecto bactericida de los
componentes del suero normal y adherirse, penetrar y multiplicarse en una gran variedad de
células, tanto fagociticas como no fagociticas. Su localizacién intracelular las mantiene
protegidas de los antibidticos y de factores bactericidas del plasma como el complemento y
los anticuerpos, lo que determina la naturaleza crénica de la infeccién (Lopez-Merino,
1992). '

En los linfocitos humanos, Brucella se une a la MC a través de moléculas
semejantes a lectinas, y en otras c€lulas se sospecha de la existencia de un receptor ain no
caracterizado. Cuando las bacterias son fagocitadas por células polimorfonucleares (PMN),
o por células fagociticas mononucleares, éstas se multiplican en el interior de los
fagosomas, aqui despliegan mecanismos que bloquean o suprimen la respuesta bactericida
de estas células.

Por otro lado, se sabe que B. abortus se libra de su destruccion dentro de los PMN,
gracias a la produccién de guanosina 5, monofosfato (GMP) y adenina que actiian
inhibiendo la fusién del fagosoma-lisosoma, la degranulacidn y la activacién del sisterna
mieloperoxidasa y la produccién del factor de necrosis tumoral, ademas de producir Cu-Zn
superoxido dismutasa, que participa probablemente en Jas fases tempranas de la infeccion
intracelular. (Lépez-Merino,1992).

Una vez dentro de] macréfago, la bacteria se enfrenta a condiciones adversas como
el pH, la falta de nutrientes y la presencia de intermediarios reactivos del oxfgeno para
establecerse.en el fagosoma, y su supervivencia se ha asociado a la sintesis de enzimas
antioxidantes (KatE y SodC) y proteinas de variados pesos moleculares: 17, 24, 28, 60 y 62
kDa. Esta dltima corresponde a la proteina GroEl de choque térmico; las de 24 y de 60 kDa
se inducen en medio 4cido y su produccién se relaciona con su supervivencia en
condiciones 4cidas. Las proteinas de 17 y 28 kDa se han relacionado con la supervivencia
intracelular, mientras que la proteina HtrA, inducida por el estrés, participa en Ja induccion

de una respuesta granulomatosa temprana hacia B. abortus en el raton.
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Las células del huésped ante una infeccién por bacterias Gram negativas se
enfrentan a dos tipos de antigenos, el LPS y las proteinas, los cuales ejercen diferentes
formas de activacion del sistema inmune. La protefnas bacterianas antigénicas inducen una
respuesta inmune especifica, tanto celular como humoral con células de memoria
funcionales.

Una vez ingerida [a bacteria, los antigenos proteinicos extrafios se localizan en
compartimentos intracelulares dentro de las células presentadoras de antigeno y se procesan
hasta pequefios péptidos de 8 a 12 residuos que estin listos para asociarse con moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MCPHC) de clase II. Estas moléculas
presentadoras se traslocan desde el reticulo endopldsmico al aparato de Golgi, antes de
alcanzar la via endocitica a través de la cual son presentados en la superficie de la célula y
de esta forma reconocidos por los linfocitos T (Lépez-Merino, 1992).

El LPS es una molécula T independiente, capaz-de activar linfocitos B que inducen
la produccién de anticuerpos sin la aparente participacién de las células T. Los antigenos
proteinicos presentados a las células T cooperadoras (Tc) con fenotipo CD4+, sin embargo,
algunos antigenos de Brucella se manifiestan como MCPHC de clase 1, que provoca la
activacion de células T citotéxicas con fenotipo CD8+.

Las subpoblaciones de las células Tc se distinguen por que las Tcl controlan la
respuesta de tipo celular, por medio de ciertas citocinas, en cambio las Tc 2 controlan la
respuesta de anticuerpos por el mismo mecanismo. Las células Tcl participan en forma
directa en la proteccién hacia patdgenos intracelulares, ya que producen interferén y (IFN-
v) inductor de la activacién de los macréfagos con mayor capacidad bactericida. Ambas
subpoblaciones regulan la produccién de los diferentes isotipos de anticuerpos en forma
selectiva al productr distintas citocinas.

Las células Tcl, producen citosina IFN-y, que activa eficientemente a los
macréfagos y se desencadena la respuesta celular de tipo 1, que controla la infeccién y
elimina a la bacteria, se cree que esto sucede por un incremento en la produccién de
reactivos intermediarios del oxigeno en los macréfagos activados por el IFN-Y. B. gbortus
es un fuerte inductor de inmunidad celular de tipo I debido a su capacidad de estimular la

produccién de interleucina (IL)12, en macréfagos. La interaccién del LPS con el receptor
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CD14 induce la produccién de IL-12, que estimula células NK y T CD4 para que secreten
IFN-y, de esta manera influye en el desarrollo de células del tipo Tcl (Ldpez-Merino,
1992).

Las células T CD8 ademds de que podrfan participar en la produccién de IFN-y,
lisan los macréfagos infectados con Brucellas y asi matan a las bacterias intracelulares por
medio de la granulocina o bien las exponen a los macré6fagos activados con el IFN-y .

En los pacientes brucelosos se ha visto que los anticuerpos de la clase Ig M
aparecen en general después de una semana de controlada la infeccién. En seguida en
forma progresiva se presentan los de la clase Ig G e Ig A. Sin embargo, los anticuerpos no
solo se encuentran en el transcurso de la enfermedad y la convalecencia, sino también en el
suero de individuos aparentemente sanos que pudieron cursar con la enfermedad inaparente
o subclinica. (Lopez-Merino, 1992).

Por otra parte, la semejanza estructural entre los epitopos A y M tiene gran
importancia practica, ya que al inocular una cepa. de B. abortus, en un animal en
experimentacion, el antisuero obtenido, reaccionara principalmente con cepas A dominante,
con A /M y en menor grado con cepas M doininantes, Jo que significa que reaccionard en
diferente magnitud, con todas las especies de Brucella en fase lisa, a menos que el antisuero
sea absorbido con suspensiones de B. melitensis para eliminar los epitopos M y obtener un

suero A monoespecifico.

Diagnéstico de la brucelosis

Para la adecuada interpretacién y comparacién de las pruebas inmunoldgicas debe
hacerse usando los criterios de: limite de detecciéh mads bajo, exactitud, precision,
sensibilidad, especificidad y valor predictivo. Las pruebas bien estandarizadas son la
fijacion de complemento (FC), rosa de bengala (RB) y anillo en leche (AL) en las cuales se
usan suspensiones de Brucella en fase lisa ya que comparten ambos antigenos A y M
(Verger, 1985). Pero al realizar el diagndstico siempre existe la posibilidad de tener falsos

positivos y falsos negativos. El primer caso se puede presentar cuando una vaca presenta
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reaccién cruzada a brucelosis con RB, pero en realidad es portadora de Yersinia
enterocolitica. Los falsos negativos pueden presentarse en un establo infectado con
brucelosis al practicar la prueba de AL ésta da un resultado negativo por interferencia de la
aplicacién de antibiéticos (Guerrero, 1986).

Las pruebas seroldgicas convencionales como RB, AL y la aglutinacién del suero
no diferencian entre el suero de animales infectados y vacunados, porque en estas pruebas
el LPS-L es el antigeno inmunodominante (Douglas ef al., 1984)

Es necesario desarrollar pruebas con mayor sensibilidad y especificidad que apoyen
en forma eficiente los programas de control y erradicacién y con la capacidad de diferenciar
animales vacunados de infectados. Por otra parte, es importante desarroliar huevos
inmunégenos, basados en subunidades celulares mediante la incorporaciéon de los

determinantes antigénicos que estimulen a células T y sean capaces de inducir proteccidn a

cepas virulentas.

La respuesta humoral a Brucella ha sido estudiada por técnicas seroldgicas,
precipitacién en agar-gel y ELISA, sin embargo, estas pruebas no pueden diferenciar la
respuesta inmune a cada uno de los antigenos que tiene [a célula y que pueden participar en
diferentes estadios de la enfermedad. La inmunoelectrotransferencia después de la
separacién del complejo de antigenos por electroforesis puede en cambio analizar
respuestas hacia antigenos individuales (Mikolon et al, 1995). Se ha observado que los
anticuerpos se elevan primero contra el LPS-L, y después contra el polisacdrido B y por
Ultimo contra proteinas de superficie o internas. Por tanto, la respuesta humoral del huésped
a Brucella esté dirigida contra el LPS-L y otros antigenos de superficie o internos (poli-B y

antigeno 2) que han sido usados para el diagnéstico (Mikolon et al.,1995).

Vacunas de Brucella

La vacuna Rev | es la vacuna oficial en México para caprinos y ovinos y se
caracteriza por multiplicarse en el hospedador, causdndole una infeccién activa, pero con
una baja persistencia en los tejidos, (Alton, 1966) razén por la cual se considera de baja

virulencia y no revierte a patégena, ain en pases continuos (Alton, 1967).
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Al administrarse a través del método estandar (1-2 x10° UFC, via subcuténea) éste es capaz
de inducir una prolongada respuesta serolégica y causar aborto en los animales gestantes,
(Zundel ez al., 1992 y Smith, 1994) pero la concentracién a 5 X 10* UFC, no causa aborto,
ni se excreta en leche. Tampoco interfiere en las pruebas seroldgicas realizadas
posvacunacion, (Alton, 1970). Mancera demostré en 1992, que su uso en dosis reducidas

produce bajos titulos de anticuerpos de poca duracidn.

Esta vacuna tiene la capacidad de inducir un alto grado de inmunidad a una dosis de
1.5 X 10° UEC en los 30 meses siguientes a la vacunacién sin producir efectos indeseables
como la interferencia prolongada con las pruebas seroldgicas o su excrecion (Alton, 1966).

En la actualidad se puede considerar a Revl como la mejor vacuna para la
prevencién de la brucelosis en los pequefios rumiantes (Blasco, 1996). Al aplicarla en
borregas gestantes debe considerarse la posibilidad de que cause aborto cuando se inyecta
via subcutdnea en dosis normal, (Jiménez, 1989). Sin embargo, al aplicarla en borregas
gestantes a dosis de 5 X 108 UFC no tiene efectos adversos y puede detener un brote con
abortos en borregas (Blasco et al.,1984).

En su aplicacién préctica, se ha comprobado que produce tftulos persistentes por
periodos indefinidos en adultos, siendo esta una desventaja (Alton 1970, Nicoletti 1994).
Esto ocasiona que al realizarse muestreos después de varios ailos de vacunacién y con fines
de erradicacion para el sacrificio del ganado, estos interfieran en el diagndstico serolégico.
La principal desventaja de esta vacuna es su patogenicidad para el humano, (Blasco y Diaz
1993) lo que hace necesaria la bisqueda y disefio de otras vacunas (Festerbank et al.,
1982).

Ante esta necesidad y después de afios de estudio surge la vacuna RB51, que es una
cepa mutante que se origind de la cepa virulenta 2308 de B. abortus, la cual al parecer,
carece del homopolimero de perosamina de la cadena "O" que se encuentra en su
lipopolisacérido, (Schuring ef al ., 1994) o tiene una menor cantidad de esta molécula que
resulta insuficiente para inducir la produccién de anticuerpos en animales inmunizados,
(Schuring et al.,1994 y Diaz 1991) ya que la mayor proporcién de la respuesta inmune
humoral estd dirigida contra este antfgeno, permitiendo usar pruebas convencionales de

diagndéstico por estar basadas exclusivamente en la deteccién de anticuerpos especificos
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para el lado de la cadena "0", (Dfaz et al.,1981, Chevillé etal., 1992 y Cheville et al.,1993)
lo que hace que esta vacuna permita diferenciar animales infectados de vacunados usando
pruebas serologicas estandarizadas.

La vacuna RBS51 surgi6é a partir de tres pases de B. abortus 2308 en agar soya
tripticasa adicionada con diferentes concentraciones de rifampicina y penicilina,
produciéndose una cepa con morfologia rugosa, después de otros pases en varias
concentraciones de rifampicina y penicilina result6 un clon llamado RB 19, el cual no tiene
la capacidad de adsorber a Bru38, un anticuerpo monoclonal especifico para el
homopolimero de perosamina de la cadena "O" de los LPS de B. abortus, confirmando la

estabilidad de Ja morfologfa rugosa (Schuring et al., 1994).

Es posible el desarrollo de una vacuna subcelular efectiva desprovista de LPS que
pudiera resolver los obstdculos para la erradicacién, como son la deteccion de animales
infectados o latentes. Por otra parte, una prueba diagnéstica que no estd basada en la
deteccidn de los anticuerpos contra LPS puede considerarse como una buena alternativa
para la distincién de animales vacupados de infectados. Actualmente se pueden distinguir
titulos de anticuerpos vacunales de titulos por infeccién, por el decremento en la dosis
vacunal y por la observacién de que la mayoria del ganado infectado responde al HN de

LPS no detectable en animales infectados (Verstreate ef al.,1982).

A pesar de que las proteinas que estin bajo investigacion son constituyentes
estructurales de la célula y por eso es poco probable su funcién primaria como factor de
virulencia, pueden inducir la respuesta inmune dtil en el diagndstico y conferir la
proteccién. Las PME han sido usadas en otros géneros para la clasificacién serolégica y

como vacunas (Verstreate ef al., 1982 , Zygmunt et al.,1992).
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MARCO REFERENCIAL
Introduccion a la clasificacion de los microorganismos

Todos los seres procariotas estdn colocados en el reino Procaryotae, .en su rango
formal el orden es subsecuente y jerdrquico. de modo que los niveles taxonémicos no se
empalman, éstos deben de ser usados para indicar los niveles de relacion entre las varias
clases de bacterias. Dichos niveles son denotados conforme a las reglas de la nomenclatura
con nombres latinizados mediante sufijos, para indicar las divisiones (—es), clases (-aceae),
6rdenes (-ales), familias (-aceae), géneros y especies. La primera publicacion valida de los
nombres y descripcion de cada una de las especies bacterianas validadas fue el International

Journal of Systematic Bacteriology (1JSB).

El Comité Internacional de Bacteriologia Sistemética (CIBS) es el organismo
encargado de asignar la nomenclatura formal a estos microorganismos, se encargan de
llevar a cabo revisiones periédicas que son publicadas en las ediciones del Manual Bergey
de Bacteriologia Sistemdtica, las cuales no son consideradas oficiales ya que tienden a
modificar el arreglo y filiacién de taxa superiores, no obstante es una referencia
mundialmente usada. (Collier L, Balows A y Sussman M. 1998)

Este manual reconoce cuatro divisiones del reino Procaryotae:

I Gracilicutes; para las bacterias Gram negativas,
IT Firmicutes ; para las bacterias Gram positivas,
III Tenericutes; para las bacterias que carecen de pared celular y

IV Mendosicutes para las Arqueobacterias.

El Manual Bergey es considerado un documento taxonémico conservador, ya que
utiliza un término provisional y neutral “Seccién” para indicar grupos de bacterias similares
sin interferir con las relaciones filogenéticas dentro de cada seccién,( con excepcion de los
casos en los que se dispone de evidencia genética) o entre secciones. Mds aun, el Manual

Bergey no acepta el status de reino de las Eubacterias, arqueobacterias y eucaryotes que fue
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sugerido por bi6logos moleculares en base a estudios de secuenciacién de ARN.

Esta clasificacién es de mucha utilidad para los microbiélogos, pero se considera
trivial por carecer de mecanismos de definicién y regulacién que estdn implicitos para
cualquier nomenclatura, razén por la que estan expuestos al uso inapropiado y a la fuerte
tendencia del uso restringido a ramas especificas de la microbiologia, como son la
bacteriologia aplicada y especializada, ya sea médica, veterinaria o industrial. Por lo que se
ocupan de ramas especificas en las que interactian con diversas bacterias cuyas
necesidades de nutrientes, temperatura, pH y potencial de oxido-reduccién para su

crecimiento o sobrevivencia y su tolerancia a agentes quimicos, es muy diferente.

Sistematica microbiana

La sistemadtica considera el estudio de la diversidad, similaridad e interrelaciénes de
los microbios con fines de taxonomia. Esta tdltima incluye la clasificacién, nomenclatura e
identificacién de los microorganismos. La clasificacion, por su parte, usa €l conocimiento
de los microorganismos para ordenarlos en grupos similares o relacionados conocidos
como taxa. La nomenclatura es el sistema de asignar un nombre a los grupos taxonomicos
de acuerdo a los c6digos y reglas internacionales. La identificacion es el proceso de asignar

a un organismo en el grupo taxonémico que pertenece (Joklik Willet.1992).

La clasificaciéon podria estar basada en la evolucién o lineas filogenéticas de
descendencia, lo cual es muy posible en plantas y animales; pero no en el mundo de las
bacterias, donde la morfologia es muy similar y la sexualidad es muy limitada, ya que solo
pocas bacterias se conjugan y donde no hay registros de fésiles. Obviamente, es necesario
trabajar con las bacterias tal y como estdn hoy en dia, incluyendo estudios de ADN, ARN,
proteinas y otra informacién que pudiera contenerse en las macromoléculas de las c€lulas,
asi como sus patrones de regulacién y de otras estructuras celulares, sistemas 'y
componentes metabolicos. Y proponer el ofrecimiento hacia el mejor camino para
desarrollar las evidencias de la descendencia en la evolucién y una verdadera clasificacién

filogenética. (Joklik Willet.1992).

28



La clasificacion e identificacidon de las bacterias

Las especies bacterianas son definidas fenotipicamente: Esto significa que cada
tipo de bacteria puede ser considerada una especie, tipificada como una coleccién dé cepas
que comparten muchas caracteristicas y difieren considerablemente de otras cepas. Una
cepa es la progenie de los subcultivos de una sola colonia, aislada de un cultivo puro. Las
especies bacterianas son definidas por estudios estructurales de su forma, tamafio, forma de
movimiento, estado de latencia. La reacciéon a la tincidn de Gram y su crecimiento
macroscépico, ensayos bioquimicos y nutricionales, productos terminales e informacién
bioquimica de los componentes celulares y metabolitos, ensayos fisiolégicos relativos al
oxigeno, temperatura, pH, y la respuesta a agentes antibacterianos, ensayos ecologicos y a

la composicién del ADN, homologia y ensayos genéticos(Joklik Willet.1992).

Los biovares o biotipos de especies. En las colecciones de especies bacterianas de
cepas interrelacionadas, hay algunos microorganisrhos que difieren del grupo. La
descripcién de la especie incluye las principales caracteristicas dentro de la coleccion.
Hacia el interior de cada coleccién de especies o grupo se escoge una arbitrariamente, la
que mejor represente a esa especie. Esta cepa es conocida como biotipo o biovar de esa
especie, y sus caracteristicas serdn utilizadas en adelante para describir a esa especie en
particular. Las cepas biotipo son usadas como cepas de referencia y estén disponibles en
las colecciones de la “American Type Culture Collection” (ATCC) . Muchas de las cepas
biotipo pueden exhibir todas las caracteristicas de las cepas dentro de la coleccion, por lo
tanto se han designado con el nombre de serovar o serotipo, patovar o patotipo, morfotipos
o morfovares o fagotipos o fagovares para indicar una particularidad de la variacion de la

cepa (Joklik Willet. 1992).

El concepto de especie

En la préctica, la identificacién y la mayoria del trabajo de clasificacién en biologia
general todavia descansa exclusivamente en la comparacién de caracteres fenotipicos. Los

bacteriélogos tienen, probablemente, avances en el concepto de especie, y podria llegarse a
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esto bajo un consenso razonablemente préctico y aplicado, mas que arbitrario, y sobretodo
basado en la hibridizacién del ADN. (Wiley EO, 1981). Sin embargo, este consenso ha sido
confundido con la adopcién de una serie de términos que fragmentan el concepto de especie
en variantes. Los términos que fueron propuestos son los de genoespecies, que abarcan
organismos interfértiles, especies sin nombre. Estdn también los organismos similares a las
cepas tipo y las taxoespecies que comprenden grupos que comparten una alta proporcion de

propiedades comunes. (Wiley EO, 1981)

Asi, el término de especies gendmicas rapidamente se confundi6 con el de

genoespecies, abarcando organismos que mostraban una alta secuencia de similitud en el

ADN.

El concepto de especie que parece universalmente mds aceptado en la practica es el
de taxoespecie: que estd formado por un grupo de organismos que muestra una alta
similitud en un amplio rango de acercamientos de caracterizacion y estdn delimitados por
otros organismos por un area de combinaciones de caracteres que son rara vez encontrados

en la naturaleza.

Esta definicion estd implicita en la taxonomia numérica y naturalmente entrafia el concepto

de la taxonomia polifdsica. (Wiley EO, 1981)

Taxonomia numeérica

Debido a las diferencias en la construccién de una clasificacién basada tnicamente
en bases filogenéticas y sostenida en caracteristicas que pueden reflejar las relaciones de
evolucidn, la descripcién taxondémica y la clasificacion de muchas especies, ha sido
revisada desde los aflos cincuentas en forma de comparaciones numéricas computarizadas

de gran numero de ensayos fenotipicos. (Sneath PHA, Sokal RR, 1973)

El primer legado fue realizado por Michael Adanson en el siglo XVIII, este sistema
da igual peso o valor a todos los ensayos para su comparacién. El argumento es que si 50 6
varios cientos de ensayos fenotipicos son examinados la ocurrencia de unas pocas

variaciones en los ensayos es minimizada y los resultados de las comparaciones son mads
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objetivos. La taxonomia numérica entonces revela similitudes y diferencias en los atributos

de las bacterias tal y como existen hoy en dfa, sin referirse al origen genético. (Sneath PHA,
Sokal RR, 1973)

La comparacién de ensayos entre bacterias de la taxonomia numérica puede ser
expresada por el coeficiente de similitud de Jaccard (SJ) o como un simple coeficiente de
apareamientos (CA). El SJ incluye solamente caracteristicas positivas, mientras que el CA,
incluye tanto positivos como negativos. Sin embargo otros coeficientes pueden ser utiles
para propdsitos especiales. Estos coeficientes expresan el porcentaje de ensayos que se
tienen en comiin entre organismos. Las designaciones de grupos conocidos como phenons
0 taxa (taxoespecies o taxogenus) son hechos con base a los rangos o grados de similitud.
Las taxospecies son grupos de cepas con una alta similitud fenotipica entre ellas, puede o

no incluir genoespecies que son capaces de tener cambios en sus genes. (Sneath PHA,

Sokal RR, 1973)

La bacteriologia tiende a la caracterizacién fisiolégica y bioquimica, ante la escasez
de pruebas de caracterizacion morfolégica y la falta de materiales fésiles necesarios para la
filogenia, lo que contrasta con la tendencia prioritaria de la morfologia en la macrobiologia.

Y en seguida se hace mencién de algunas de estas pruebas de caracterizacion.

La Quimiotaxonomia

La qﬁimiotaxonomfa se desarrolla gracias al interés en las bases quimicas de las
pruebas inmunolégicas y en el mecanismo de accién de los antibidticos B-lactdmicos. A
partir de estos estudios se entendié con mayor detalle la estructura quimica de la PC, y los
hallazgos de la correlacién de otras propiedades con la notable diversidad de estructuras fue
critico para la agrupaciéon de géneros en familias. (Collier L, Balows A y Sussman M,
1998). Sus métodos incluyen la comparacién de la estructura macromolecular de las
envolturas celulares, particularmente las uniones de polipéptidos de mureina, 4cidos
teicoicos y teicurénicos, lipidos polares y no polares, asi como el mecanismo de transporte

de electrones del metabolismo oxidativo y fotosintético, etc. Sin embargo, estos métodos
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tienen como desventaja: su costo, lentitud y bajo rendimiento, ya que requieren de personal
con amplia experiencia, aunque proveen informacién quimica detallada y relevante para la

clasificacion de las especies, géneros y en niveles supragenéricos (Sneath PHA, Sokal RR,
1973).

Impresién de huellas digitales o Fingerprinting

El Fingerprinting se considera una tecnologia de la quimiotaxonomia, sus métodos
incluyen el andlisis de proteinas en geles de poliacrilamida, espectrometria de masas, y
otras menos conocidas. Sus resultados reflejan la composicién quimica de la célula, pero
en términos comparativos, mejores que los producidos por elucidacién de detalles de la
estructura q'ul’mica. Estos métodos utilizan la separacidén fisicoquimica rdpida de las
moléculas que producen perfiles que pueden ser comparados para detectar similitudes entre
cepas. Los perfiles son a menudo complejos, y la notable diferencia en la naturaleza no
puede ser deducida solamente mediante el uso exclusivo de estos métodos. Estas
tecnologias se caracterizan por su alto costo de instrumentacion, pero los datos producidos
se consideran pertinentes para niveles taxonémicos de subespecies y supragéneros. (Collier

L, Balows A y Sussman M, 1998).

Genética molecular

Los primeros avances dentro de la base de la clasificacién en ADN, se dieron con
los ensayos de la proporcién de pares de Guanina- citosina y de adenina- timidina. La
proporcién del contenido de G+C varia ampliamente entre los géneros, pero menos atin
dentro de los géneros. Esta se considera una herramienta til para detectar homogeneidad
dentro del género. A pesar de que diferencias significativas claramente indican
disimilaridad, existe cierta parecido en el contenido de G+C, que no necesariamente indica
similitud con otras propiedades. Es decir, a pesar de que la proporcién de pares de bases
puede ser similar, la secuencia de ADN puede diferir ampliamente, y codificar para un

patrén metabdlico distinto (Collier L, Balows A y Sussman M, 1998).
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Posteriormente, las técnicas de hibridizacion ADN-ADN permitieron la
comparacion de la compatibilidad de secuencias de bases entre cepas. Esta técnica es
reconocida como la prueba definitiva para la similitud a nivel de especies. Las cepas que
muestran un porcentaje de unién mayor al 70-75% con una diferencia menor al 5% entre
las uniones bajo condiciones astringentes y no astringentes, se considera que pertenecen a
una misma especie. La unién a este nivel indica una secuencia de identidad del 96%. Sin
embargo, hay antecedentes de anomalias entre resultados de hibridizacién y clasificacién
bioquimica en el caso de Xanthomonas y Pseudomonas que pertenecen a las

Enterobacterias. (Collier L., Balows A y Sussman M, 1998).

Otra tecnologia de aplicacién es la comparacion de las secuencias de bases para

genes especificos, es la codificacion para el 16S rARN de la pequefia subunidad ribosomal.

Taxonomia polifasica

Cada una de estas técnicas es de utilidad dentro de la investigacion taxondmica para
la clasificacién e identificacién, aun considerando sus ventajas y desventajas, y juntas con
sus resultados pueden robustecer la clasificaciéon general. Las deficiencias de bajo
rendimiento; métodos costosos pueden ser compensados probando los miembros tipicos de
los grupos detectados en alto rendimiento, por técnicas de bajo costo. Las técnicas de alto
rendimiento son propias para la busqueda de largas colecciones de cepas de nuevas

especies potenciales. (Sneath PHA, Sokal RR, 1973)

Taxa que son distintas y cohesivas en el vasto rango de técnicas corrientes debieran
estar la prueba del tiempo. Colwell, en 1970, sugiere esta aproximacion polifdsica, pues los
reportes basados en una sola técnica aparecen continuamente, pero con frecuencia son
desprestigiados posteriormente. Esta creciente inestabilidad de la nomenclatura a nivel del
género en algunas dreas de la clasificacion pueden bien reflejar las fallas para implementar
la taxonomia polifasica. Los taxonomistas deberfan reconocer que cada uno de los
acercamientos a la caracterizacion tiene un uso apropiado en forma individual para la

construccion de las clasificaciones (Sneath PHA, Sokal RR, 1973).



Visualizacion de los resultados de un estudio clasificatorio

La presentacién de los resultados es uno de los grandes problemas en la taxonomia.
Muchos autores escogen esquemas o diagramas como los dendrogramas, o los drboles, con
0 sin raiz y ocasionalmente los diagramas bi y tridimensionales. Cada uno tiene sus

ventajas y desventajas, pero ninguno puede representar totalmente la complejidad de los

datos.

Las representaciones tabulares en matrices completa y parcialmente sombreadas
muestran la totalidad de los datos, pero son inmanejables y dificiles de interpretar. Muchos
microbiblogos précticos no tienen el conocimiento para interpretar las sutilezas de estos
diagramas y varios de los que usan estos programas son taxénomos que generan diagramas
de cajas negras, en ignorancia de los principios y deficiencias de los calculos involucrados.

(Sneath PHA, Sokal RR, 1973)

El dendrograma

El dendograma es una forma de representacion que tiene un solo eje que indica similitud
entre cepas o entre grupos. La estructura parecida a un 4rbol representa las fusiones entre
cepas o grupos, estrechdndose desde los multiples tipos, cada representacion de una sola

cepa, de la raiz, una sola linea representa la fusién de todas las cepas en un solo grupo.

Cada punto de la rama en el dendrograma representa la formacion de un grupo con
un nivel de similitud, intragrupo indicado por la posicién de la unién en relacién al eje.
Donde la unién esta entre dos cepas, la similitud se representa sin ninguna distorsién, pero
las fusiones entre grupos de cepas llegan a ser sucesivamente menos representativas. de

similitudes entre cepas de individuos en los grupos.

Sneath and Sokal 1973, desarrollaron un método para construir estas figuras, el
grupo principal de propiedades es comparado a estas fusiones de grupo; los grupos
formados a bajos niveles de similitud pueden contener tal diversidad de organismos que el
grupo principal de propiedades tiene poca relevancia hacia las propiedades de los miembros

individuales.
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Matrices de similitud, matrices ordenadas y sombreadas de similitud.

Estas matrices representan la similitud entre cepas como nimeros o grado de
sombreado en una forma tabular. Las tablas sombreadas son particularmente ttiles para
destacar los entremezclados al t€rmino de los grupos y similitudes entre grupos que no
pueden ser aparentes en la topologia de un dendrograma. Debiera ser notado, sin embargo,

que el orden de las cepas influye marcadamente la claridad de estas matrices.

La Nomenclatura

El CIBS tiene un rol esencial en la guia del desarrollo de la sistemdtica bacteriana.
Es muy importante la comunicacién entre los taxonomistas y bacteri6logos para la
aceptacion de una nomenclatura bacteriana internacional, ya que é€sta debe ser
convincentemente expuesta a una mayoria que ha decidido preservar la nomenclatura

formal que le fue ensefiada muchos afios atras.

Estos problemas de comunicacién pueden ser atendidos mediante las comunicaciones
computarizadas de los cambios y de opiniones en la internet. Un avance mayor es la

disponibilidad de una lista de todos los nombres validados (Sneath PHA, Sokal RR, 1973).

Un problema asociado es la creciente brecha entre los métodos de caracterizacién
usados por los taxonomistas y los disponibles para la identificacién en la rutina de
laboratorio, pues las determinaciones de porcentajes de bases, hibridizacion de ADN-ADN,
la determinacién de la secuencia 16Sr ARN y los métodos de quimiotaxonomia no estdn
disponibles para la mayoria de los laboratorios de rutina, ya que ademds son métodos muy
especializados, tortuosos y lentos para su uso comin de identificacién en la rutina
bacteriol6gica. Seria de gran interés el trabajo conjunto de taxonomistas y microbidlogos
aplicados para buscar métodos de caracterizacién que cumplan con las necesidades de

ambas investigaciones y rutinas de trabajo.

Muchos de los cambios en la nomenclatura pueden ser de ayuda al incrementar la
capacidad de predecir propiedades importantes para la identificacién de rutina. La

introduccién de la taxonomia numeérica, marca una gran ruptura con la influencia botdnica,
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permitiendo el reconocimiento de la verdadera naturaleza de la variacién entre especies
bacterianas y disponiendo del bagaje de grupos monotéticos € invariables caracteres de

diagndstico. (Sneath PHA, Sokal RR, 1973)

Actualmente, las pruebas de caracterizacién permiten la comparaciéon de otros
hechos més alld de los fisiolégicos y nutricionales con el medio ambiente. Juntos han
fortalecido la exploracién de la diversidad de las bacterias, las cuales pueden producir

descubrimientos inesperados de importancia econémica.
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MATERIAL Y METODOS
Obtencion de las cepas de Brucella melitensis

El estudio se realizé con veintitrés aislamientos de diferentes regiones del pais y tres
cepas de referencia. De estos aislamientos trece eran de origen animal y diez de origen

humano. Ver Cuadro 1 y 2.

Cuadro 1
CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE B. melitensis POR SU PROCEDENCIA
Zona | No.de  Zona Centro No de Zona Sur No .de Cepas
Norte Cepas Cepas
B.C. Norte 2 D.F. 1 Campeche 1
Coahuila 4 Guanajuato 2 - Guerrero 1
Durango 1 Jalisco 1 Michoacén 1
Sonora 2 Querétaro 1 Puebla 3
Zacatecas 2 Tlaxcala 1
Cepas de referencia: Rev 1 (PRONABIVE)
Rev 1 (INRA) Fran.
16M
Cuadro 2
CLASIFICACION DE LAS CEPAS POR SU ORIGEN
Origen Norte Centro Sur TOTAL
Humano 6 2 5 13
Animal 5 : 3 2 10
TOTAL 11 5 7 23
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Veinte cepas fueron donadas por el Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégica (INDRE) de la Secretaria de Salud, tres cepas de origen animal fueron
donadas por el CENID - Microbiologia INIFAP-SAGAR vy las cepas de referencia fueron
donadas por el Depto. de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ UNAM.

Las éepas obtenidas de la coleccién del INDRE estaban conservadas a menos 70° C
en leche descremada o polivinilpirrolidona. Estas cepas al ser recuperadas se encontraban

en fase rugosa, lo cual se aprecié por su morfologia colonial y la aglutinacién colonial en
acriflavina 1:1000.

Inoculacién de cuyes con cepas rugosas

Con la finalidad de inducir la conversién de las bacterias de fase rugosa a lisa, se
utilizaron cuyes de 12 semanas de edad, los cuales fueron inoculados por via intratesticular
con 1 ml de una suspensién de B. melitensis con 1 X 10° ufc/ml. A los cuyes se les practicé
la eutanasia entre los 18-20 dias posinoculacién y sus érganos (higado, testiculo, pulmén,
bazo) fueron macerados con solucidn salina fisiolégica para sembrar una muestra de cada

organo por duplicado en medio de Farrel (Alton et al.,1975).

Aislamiento, identificacion y biotipificacion

Una vez obtenido el crecimiento de colonias morfoldégicamente semejantes a
Brucella en fase lisa, se procedié a su identificacion siguiendo los métodos estandar (Alton
et al.,1975). Cada una de las cepas lisas se aisld en agar tripticaseina de soya y se
identificaron mediante el uso de pruebas bioquimicas, crecimiento en colorantes, resistencia

a penicilina y estreptomicina y la microaglutinacién frente a antigenos A 'y M.2
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Cinética bacteriana

Con la finalidad de determinar el momento Gptimo para cosechar el cultivo, se
realizo la cinética bacteriana de la cepa 16 M y de una cepa de campo de B. melitensis. Esto
se llevo a cabo en botellas de Roux con medio sélido, usando TSA con 10% de agar-agar.
Las botellas se inocularon con 5 ml de una suspension de B. melitensis, a una concentracion
de 17 x 10° ufc/ml determinada por el método de Miles y Misra correspondiente a una
absorbancia de 0.82, a una longitud de onda de 590 nm. Las botellas se incubaron en

atmosfera aerdbica a 37° C.

Las fases de crecimiento se determinaron al cosechar el cultivo con 25 ml de
solucidn salina estéril y con lecturas a las 8, 16, 24, 32, 40 y 48 horas (Alton et al.,1975,
Gomez y Moriyén 1986 y Sambrook er al., 1989).

Obtencion de biomasa

Las botellas de Roux se incubaron en atmésfera aerébica a 37° C durante 36 horas.
El cultivo se cosechd con solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2 y una gota de esta
suspensién de bacterias se sembré en placas de TSA para verificar su pureza.
Posteriormente se inactivaron en bafio Maria a 70° C durante 60 min. y se verifico este
proceso mediante la siembra de una placa de TSA en donde no se obtuvo crecimiento
alguno. La suspensién de bacterias se centrifugé a 7000 x g por 15 minutos a 4° C para
obtener la biomasa, la cual se observé en forma de pastilla. Esta pastilla fue lavada dos
veces con solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2 a 7000 x g, 30 min. a 4° C, para
eliminar residuos del medio de cultivo y se almacend hasta su extraccién a menos 70° C
(Gémez y Moriy6n 1986, Sambrook et al 1989, Towbin et al.,1979, Verger y Plommet
1985).

39



Métodos de ruptura celular y extracciéon de proteinas de membrana externa
(PME).

Se ensayaron varios protocolos de extraccion de PME con la finalidad de
seleccionar el que diera mayor nitidez y cantidad de proteinas para realizar posteriormente

su purificacién por electroforesis en geles de poliacrilamida.
Extraccién con SDS 4% a 60 C por 60 minutos con lisozima

El paquete celular inactivado fue resuspendido en una solucién de lisis (PBS O.1M,
SDS 4%, pH 7.2). La ruptura celular se realizé mediante la congelacion en nitrégeno
liquido durante 1 minuto y descongelacién en bafio Maria a 60° C. La extraccion se realiz6
con la solucién de lisis a 60° C durante 60 minutos. Este paso se repiti6 en cinco ocasiones
consecutivas, removiendo en cada paso el sobrenadante centrifugado a 16500 x g 15
minutos. El sobrenadante obtenido en cada paso fue alicuotado e identificado. Al sedimento
se le agregé SDS al 40% a 60° C y se hizo una digestiéon con lisozima (Img/60 mg de

biomasa) a 37° C durante doce horas.
Extraccién mediante sonicacion y Zwittergent al 10%

El paquete celular inactivado se suspendié en una solucién de lisis (50 mM Tris pH
8.0,5 mM EDTA pH 8.0,5 mM lodoacetamide, 1 mM PMSF, 0.1 mM TLCK) y en estas
condiciones fue almacenado a -70° C para su posterior extraccién. La ruptura celular se
realiz6 por congelacién en nitrégeno lfquido y descongelacién en bafio Maria a 37.5° C
durante cinco veces consecutivas. El sedimento fue también sonicado 30 veces durante
treinta segundos con periodos de descanso de 1.5 minutos para evitar el calentamiento de la

muestra. La extraccién se realizé con una solucién de TBS (10 mM Tris pH 8, 150 mM
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NaCI) ,(Zwittergent'BM' 10%, 1 mM PMSF, 0.1 mM TLCK) incubando en hielo durante
20-30 minutos.

Extraccion con sonicacion, SDS al 4% y Zwittergent al 0.2%

El paquete celular inactivado fue suspendido en una solucién de Tris 50 mM, 0.15
M NaCl y sonicado 30 veces durante 30 segundos con periodos de descanso de 1.5
minutos. Se hizo una primera extraccién con SDS 4% durante 60 minutos a 60° C. También
se practico una digestion con lisozima (10 mg/ml) a 37° C durante 24 horas y una segunda
extraccion con solucién de lisis Tris 0.15 M NaCl, Zwittergent 0.2% incubdndose en hielo
por treinta minutos. El sobrenadante se obtuvo por centrifugacién a 111400 x g 30 minutos

a 4° Cy fue conservado a -70° C hasta su corrimiento electroforético.
Extraccion con sonicacion y 0.5% de Triton X-100

La ruptura celular se hizo a base de congelacién-descongelacién en nitrégeno
liquido y bafio Marfa a 37° C asi como sonicacién en 15 ciclos de 30 segundos a 12
micrones. La extraccion se hizo con una solucién de lisis (300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI
pH 7.6, 1 mM PMSF, 0.1 mM TLCK, 0.5% Triton X-100" y se incub6 en hielo durante
sesenta minutos. Se centrifugd a 3220 x g 15 minutos y se obtuvo el sobrenadante, el cual
se centrifugd por segunda ocasion a 29200 x g 30 minutos. La pastilla de proteinas obtenida

se almacené con los inhibidores de proteasas antes mencionados a -20° C.

*BM

* Calbiochem
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Sonicacidn hasta clarificacion y 0.5% de Tritén X-100

En este caso se realizaron modificaciones al protocolo anterior: El paquete celular
obtenido una vez inactivado a 70° C durante 60 minutos es dividido en 3 o 4 partes, las
cuales se procesaron por separado. Cada parte fue suspendida en 35 ml de la solucién antes
mencionada adicionada de inhibidores de proteasas y sonicado a 30 micrones por periodos
de un minuto y descansos de 1.5 minutos hasta la clarificacién de la suspensién. La
extraccion se realizo con Tritén X-100 al 0.5% a 37° C en bafio Maria durante 60 minutos.
Posteriormente se centrifugé a 4640 x g 15 minutos y el sobrenadante se ultracentrifugé a
2,060 x g 30 minutos a 4° C. La pastilla de proteinas obfenida se resuspendid en 200-250 pl

de la solucién de lisis sin Triton .
Sonicacion por 40 minutos y 2% de Triton X-100

La pastilla fue resuspendida en una solucién de lisis (10 mM Na, PO4spH 7.2, 5 mM
lodoacetamida, 0.1 mM TLCK, 1 mM PMSF) y las c€lulas se rompieron por sonicacion
durante 40 minutos a 6° C. La fraccidn insoluble fue removida por centrifugacion (300 x g,
por 2 minutos) y el sobrenadante fue centrifugado (300 x g, 30 minutos a 4° C) para
obtener las membranas. Las proteinas fueron solubilizadas con detergente Triton X-100 al
2% (30 minutos a 37I° C). Se centrifugaron (300 x g, 30 minutos a 4° C) para obtener la
membrana celular externa, las cuales fueron resuspendidas en 2 veces su volumen con

solucién de fosfatos pH 7.2
Extraccion de proteinas de membrana externa -

Conforme a la valoracién de los protocolos anteriormente descritos se establecio
que el método por el cual se obtuvieron mejores resultados fue el de sonicado por 40

minutos Tritén X-100 al 2%. Este método se utilizo para la extraccion de proteinas de todos

los aislamientos.
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Cuantificacion de proteinas

La_ concentracién de proteina en los extractos se determiné por el método de
Bradford.” Se utiliz6 una curva estandar de seroalbtimina de bovino con diluciones dobles
una solucién de trabajo de 1 mg/ml, pH 7.4. Se incluyé una solucién blanco de 10 mM
Na2HPO4 utilizada para el proceso de extraccion. Las muestras se colocaron en
microplacas-de fondo plano y se les adicioné el reactivo de Bradford (100 mg de azul de
Coomasie 6250, 50 ml de etanol al 95%, 100 ml de acido fosférico al 85%). Se incubaron
por cinco minutos a temperatura ambiente y la lectura se realizé a 595 nm de longitud de

onda por medio de un lector de ELISA*(Mod. 3550).
Perfiles electroforéticos en SDS-Page

El analisis se realizé en un gel de poliacrilamida al 12% siguiendo el método de
Laemmli 1970. Se usé una soluciéon de muestra con 25 mM Tris, pH 6.8, 2.5% de
2-mercaptoetanol; 2% SDS, 15% glicerol y cristales de azul de bromofenol (Gémez y
Moriy6n 1986, Zygmunt et al.,1990). Las muestras de proteina se ajustaron a 300 ug, y se
suspendieron en la soluciéon de muestra, calentandose a 100° C por 5 minutos. Para la
preparacion de los geles se utilizé un aparato Mini Protean II'*(Mod. 11000/1500).

Los perfiles electroforéticos de las PME obtenidas de las diferentes cepas de B. melitensis,

se visualizaron utilizando la tincién de plata (Ochs et al.,1981).
Estimacion del peso molecular de las proteinas

El peso molecular aproximado de las bandas de proteina en los geles se determiné

comparando su migracién con la de los marcadores de peso molecular para proteina de

amplio rango (BMW) y de bajo peso molecular (LMW).®%°%*

®BioRad
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Produccién de sueros hiperinmunes de cuye contra B. melitensis

Se inocularon cuyes de doce semanas aproximadamente con 1 ml de la suspension
bacteriana de cada cepa a una concentracién de 1 X 10° ufc/ml, via subcutdnea en el
abdomen. Tres semanas después fueron sangrados en blanco y a cada suero se le practicé la

prueba de Rosa de Bengala y Fijacién de Complemento para verificar su seroconversion.
Analisis por inmunoelectrotransferencia

El andlisis inmunoelectroforético se hizo conforme al protocolo descrito por
Towbin, 1979, utilizando geles de poliacrilamida al 12 y membranas de nitrocelulosa
(O.45um)©Millipore y para la transferencia de proteinas, con una solucién de transferencia (25
mM de Tris, 192 mM glicina, 20% v/v alcohol metilico). La electrotransferencia se realiz6
durante 60 minutos a 100 voltios, en un aparato Mini Trans-blot. ®®°R% [ as membranas
fueron bloqueadas con TBST (10 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) con
gelatina* ™ al 3% durante treinta minutos. Después de lavar con TBST, las membranas
fueron cortadas en tiras de aproximadamente 0.5 mm de ancho, y se enfrentaron a sueros de
cuye durante 12 horas en una dilucién 1/1000 adicionados con gelatina al 1% e inhibidores
de proteasas (PMSF 10 mM) con 0.01 % de Timerosal.

El conjugado de Proteina A™'#™

se diluyé a 1/1000 con marcador de peroxidasa. Se
utilizé una solucién de revelado a base de 4cloro-naftol’ y peréxido de hidrégeno (20 ml de
etanol, 60 mg de 4-cloroNaftol, 100 ul de H202, 100 m1 de TBS). Para control de la
transferencia, los geles fueron tefiidos posteriormente con azul de Coomasie (Gomez y

Moriyén 1986, Verstreate et al 1982, Zygmunt et al 1994).

©Millipore
®BioRad
+Difco

*Sigma
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Analisis estadistico

Se efectuaron pruebas de indices de similitud de Dice para los perfiles
electroforétiéos de los aislamientos estudiados utilizando el paquete computacional SAS, se
obtuvo el porcentaje de frecuencias de las bandas de proteinas encontradas por aislamiento.

El andlisis estadistico de los grupos y la obtencién de la matriz sombreada y el

dendrograma se obtuvieron con el paquete computacional S-PLUS.
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RESULTADOS
Cinética de crecimiento bacteriano

Se llevo a cabo la cinética de crecimiento de la cepa 16M vy del aislamiento N6
de B. melitensis con lecturas a partir de las 8 horas de incubacion hasta las 50 horas. Ver
Figura 1. De acuerdo con los datos antes mencionados se determiné que la fase Lag se

presenta aproximadamente a las 8 hrs, la fase Log a las 16 hrs y el inicio de la fase

estacionaria a las 32 hrs.

CINETICA DE CRECIMIENTO

BACTERIANO
2.5
2
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245 —
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e
2 1
<
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8 16 24 32 40 48 50
HORAS

[~ 18M = CAMPO |

Figura 1. Cinética de crecimiento bacteriano de 2cepas de Brucella melitensis,
cepa 16M y una cepa de campo.

En la mayoria de los ensayos se observé mayor nitidez y cantidad del extracto de
proteinas, en los geles de electroforesis que correspondian a las cepas cosechadas a las

32 hrs, razén por la cual todos los aislamientos tuvieron este tiempo de incubacion.

Biotipificacion de las cepas de B. melitensis

Se determiné que los aislamientos de B. melitensis pertenecen a los biotipos 1 y

3; un 64% de los aislamientos de humanos son del biotipo 1, mientras que el 36%

46



corresponden al biotipo 3. En cuanto a los aislamientos de origen animal, un 60%

pertenece al biotipo 3 y el 40% al biotipo 1 (Cuadro 3).

Cuadro 3
BIOTIPIFICACION DE AISLAMIENTOS DE de B. melitensis

Zona Norte Zona Centro Zona Sur

Identificacién Biotipo Identificacién.  Biotipo  Identificacién.  Biotipo

N1 1 Cl 1 S1 3
N2 1 C2 3 S2 NB
N3 3 C3 1 S3 1
N4 NB C4 i S4 3
N5 NB Cs NB S5 1
N6 1 C6 1 S6 1
N7 1 S7 3
N8 NB '

N9 NB

N10 NB

N11 3

NB No pertenecen a estos biotipos.

Métodos de extraccion de proteinas de membrana externa

De los seis diferentes métodos de extraccién, los tres primeros no se
consideraron porque aportaban pequefias cantidades de proteinas y de pobre calidad. En
el cuarto método a base de sonicacién y 0.5% de Tritén X-100 se observé una mejoria
en la calidad, sin embargo, la cantidad de proteina obtenida fue escasa. En el quihto
protocolo donde se sonico hasta clarificar y con 0.5% de Tritén X-100, las proteinas
obtenidas fueron escasas y se degradaban rdpidamente, observando solamente en el
primer corrimiento electroforético la calidad necesaria para su purificacion. En el sexto
método se manej6é Tritébn X-100 al 2%, este iltimo aporté buena calidad y mayor
cantidad de proteinas, por lo que se siguié utilizando para la extraccién de proteinas de

membrana externa de la totalidad de los aislamientos estudiados (Figura 2).
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Figura 2. Estructura celular de una bacteria Gram negativa.

Perfil electroforético de proteinas de membrana externa de B.melitensis

El perfil electroforético observado inciuye 20 bandas que varian desde 15 a 84

kDa, de las cuales las bandas de 17, 34, 45, 58, 66 y 77 kDa son las més prominentes
(Figuras 3-10).
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Figura 3. Perfil electroforético de proteinas de membrana externa de B. melirensis
C3, N7, NI, S2 y C5. La flecha blanca indica una variacién en el pairén de bandas
que corresponden a 40 kDa y 36 kDa de las 4 cepas.
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Figura 4.- Perfil electroforético de proteinas de membrana externa de varias cepas
de B.melitensis.

Figura 5. Perfil electroforético de las proteinas de membrana externa de B.
melitensis N3, N2, C6, Rev Fran y Sl. La flecha blanca indica una modificacién
en la banda de 36 kDa.
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Figura 6. Perfil electroforético de los aislamientos de B. melitensis C1, ST y N9
con marcador de peso molecular. La flecha indica una modificacién en la banda
de 36 kDa.

C 2 C?2
KDa
K3 a | 97
66
66 a5
T 45
31
31
21

Figura 7. Perfil electroforético de proteinas de membrana externa de
B.melitensis en a cepa C2.
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Figura 8.- Perfil electroforético de proteinas de membrana externa de
B.melitensis cepas C4y N8.

Figura 9.- Perfil electroforético de proteinas de membrana externa en varias
cepas de B.melitensis.
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Figura 10.- Perfil electroforético de proteinas de membrana externa de
B.melitensis cepas N11ySS. '
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Se observaron diferencias en la presencia y ausencia de bandas en los diferentes
aislamientos, asi como en la concentracién de algunas bandas, esta comparacién se hizo
tomando como referencia el aislamiento N3 y considerando las bandas entre los rangos

de 45-66 kDa, de 31-45 kDa y de 21-31 kDa.

Cuadro 4
CLASIFICACION POR ZONA GEOGRAFICA DEL NUMERO DE BANDAS EN
LOS PERFILES ELECTROFORETICOS DE LAS PROTEINAS DE MEMBRANA
DE 27 CEPAS DE Brucella melitensis.

Bandas Norte Centro Sur Rev.Mex Rev.Fr 16M
kDa
66 | 1 1 0 1
60-62 5 0 2 0 1 0
55-57 1 1 1 0 0 0
50-53 0 1 1 0 0 0
45-46. 4 ! 3 0 1 0
38-40 9 4 1 1 0 1
36-38 2 3 0 0 0 1
31-34 1 3 02 0 0 0
29-31 4 1 0 0 0 0
26-27 2 0 1 0 0 0
25 0 1 0 0 0 0
20 0 1 0 0 0 0
19 1 1 0 0 0 0
17 | 1 0 0 0 0

1. - En el primer rango (45-66 kDa), el 100% de los aislamientos se observaron bandas
de 59-60 kDa, 48-49 kDa y de 46-47 kDa.

2. - En el segundo rango (31-45 kDa), en el 100% de las cepas, se observaron bandas de
40-41 kDa, 36-37 kDa y de 31-32 kDa. En este rango, un 43.5% de las bandas

presentaron variaciones.
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3. - En el tercer rango (21-31 kDa), el 100% de los aislamientos presentaron bandas de
29-30 kDa, 27-28 kDa y de 21-22 kDa.

Cuadro 5
FRECUENCIA DE LAS BANDAS DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA
EN LAS CEPAS DE B.melitensis DE DIFERENTES REGIONES EN MEXICO

Norte % Centro % Sur % C.Ref %
Ni 94.4 C1 100 Sl 100 Rev Mex  94.44
N2 100 Cc2 77.77 S22 9444 Rev Fr 88.88
N3 100 C3 94.44 S3 94.44 16 M 100
N4 100 Cc4 83.33 S4 100
N5 94.44 C5 55.55 S5 83.33
N6 100 Cé6 94.44 S6 72.22
N7 100 S7 100
N8 100
N9 100

Los aislamientos del biotipo 1 presentaron una mayor variacidén en comparacion
con los otros biotipos de las cepas, pero si se considera el origen de los aislamientos, los

provenientes de humano presentaron la mayor variacion.

Las principales bandas observadas en los aislamientos estudiados son: 45 - 46
kDa, 38-40 kDa, 36 - 38 kDa, 31-34 kDa, 29-31 kDa, 26-27 kDa y 19 kDa. Ver Cuadro
4, 5 y Figuras 3-10.

Las bandas menores que se observaron son: 84-85 kDa, 73-77 kDa, 66 kDa, 60-
62 kDa, 55-57 kDa, 50-53 kDa, 34-36 kDa, 25 kDa, 23 kDa, 20 kDa, 17 kDa y 15-14
kDa. Ver Cuadro 4 y Figura 7-10.
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Produccioén de sueros hiperinmunes de cuye

Los aislamientos bacterianos inoculados a los cuyes, produjeron titulos positivos
a la prueba de Rosa de Bengala a los 18-20 dias pos-inoculacion, pero solo 9 sueros de
27 que se produjeron fueron positivos a la prueba de Fijacion de Complemento con

titulos de 1:4 (1), 1:16 (3), 1:32 (2), 1:64 (3).
Inmunoelectrotransferencia

Los corrimientos electroforéticos de los extractos de PME de las cepas Revl Mx,
16M, NI, N2, C6, S3 y S6 fueron transferidos a membrana e incubados con sueros
homélogos y heterélogos de cuye, observandose la expresion de las siguientes bandas.
(Cuadro 5).

Los 10 sueros hiperinmunes evaluados (Rev 1 Mex, Rev 1 Fr, 16M, NI, N3, N6,
N7, C6, S3 y §6), reaccionaron a la banda de 25 kDa. (Cuadro 5 y Figura 13).

Las extracciones de proteinas de la cepa Rev 1 Mx y el aislamiento S6 no
tuvieron reaccién a las bandas de 17 y 19 kDa, lo cual fue evidente para las otras
extracciones. (Cuadro 6 y Figura 11 y 12).

Las bandas con menor reactividad fueron las de 50 y 36 a 38 kDa, pues solo un
suero hiperinmune reaccioné para cada una de ellas, correspondiendo a N1 y C6

respectivamente. (Cuadro 6 y Figura 11 y 12).
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Figura 11.-Anilisis de inmunoelectrotransferencia, se observa reactividad en la banda correspondiente a
19-20 kDa, 25 kDa, 29-31 kDa de las proteinas de membrana externa de las cepas N1, N2, C6 y S3 de

B.melitensis
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Figura 12.-Andlisis de inmunoelectrotransferencia, se observa reactividad en la banda correspondiente a
19-20 kDa, 25 kDa y 55 kDa de las proteinas de membrana externa de las cepas 16M RevMex y S6 de

B.melitensis
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Cuadro 6

SUEROS CON REACTIVIDAD A INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Bandas Cepas de Brucella melitensis
kDa Rev.Mex 16M N1 N2  C6 S3 S6
66-97 4 6 5
73-77 4 2
66 1 |
55-57 1 1 2 2
50 1
36-38 1
34-36 9 1 3
31-34 1 1
26-27 2 3
25 11 3 4 4 3 2 3
19 7 9 6 5 6
17 8 9 6 5 6

Las bandas de 66 a 99 kDDa mostraron reactividad difusa y solamente en 3 de 7
(42.85%) extracciones de proteinas. (Cuadro 6 y Figura 11y 12

Las bandas de 26 a 27 kDa, de 31 a 34, de 34 a 36, de 55 a 57, de 66 y de 73 a
77 kDa tuvieron reacciones inconstantes para los extractos proteicos probados. (Cuadro

6 y Figurall y 12).
Analisis estadistico

Los perfiles electroforéticos de proteinas se analizaron con base en la presencia
y concordancia de las bandas entre cada uno de los aislamientos, siendo 18 de 20 bandas
las que coinciden en todos Jos casos. Esta concordancia se calcula mediante el indice de
similaridad de Dice. (Figura 13).

El 70.37 % de los aislamientos son muy similares, el 29.62 % tiene diferencias y

enel 11.11 % estas son muy marcadas.
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Figura 13.- Matriz sombreada de similitud de proteinas de membrana externa de 27 cepas de B.melitensis
procedentes de diferentes zonas geogrificas de México.
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Figura 14.- Dendrograma de similitud de proteinas de membrana externa de 27 cepas de B.melitensis
procedentes de diferentes regiones de México.
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DISCUSION

La caracterizacién de las proteinas de membrana externa de B. melitensis
obtenidas de diferente origen y procedencia geografica, revel$ un perfil electroforético
con un 70.37% de similitud entre ellas; para lograr la caracterizacién de las cepas se

realizaron algunos procedimientos que se describen a continuacion.
Biotipificacion de las cepas de B. melitensis

En este estudio, los aislamientos de B. melitensis de origen humano fueron en su
mayoria del biotipo 1. Mientras que en los aislamientos de origen animal predominé el
biotipo 3. Sin embargo, el Centro Panamericano de Zoonosis reporta al biotipo 1 de B.

melitensis como el més frecuente en México y en el Continente Americano.
Cinética bacteriana

La cinética bacteriana y la obtencién del paquete celular se llevd a cabo en
botellas de Roux con Agar tripticasa soya. La cuantificacién de proteina del paquete
celular determiné que se obtuvo dos veces mas proteina bacteriana en botellas de Roux
con Agar Tripticasa soya en comparacién con lo obtenido en Caldo Tripticasa soya con
agitacion. Esto contrasta con lo observado por Verstreate et al.,1982; asi como lo
seflalado por Moriyén y Berman en 1983; quienes utilizaron caldos Albimi y Tripticasa
soya con agitacién respectivamente paia estudiar el paquete celular de Brucella.

De acuerdo con los resultados aportados por la curva de crecimiento bacteriano .
de la cepa de referencia y de una cepa de campo en este estudio se determiné que a las
32 horas después de la inoculacion se presenta el inicio de la fase exponencial tardia, en
la cual se obtuvieron extractos de proteina con mayor nitidez y cantidad.

Santos et al.,1984 determinaron las fases de crecimiento para B. abortus 4520 a
partir de caldo y estimaron la fase media log a las 16 horas, la fase exponencial-tardia a
las 24 horas y la fase estacionaria a las 48 horas. La fase exponencial-tardia para este
estudio se presenté ocho horas después, esto pudiera atribuirse a la permanencia de las

cepas en congelacién a —20° C durante mucho tiempo. Como lo demuestran Mills CK y
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Gherna RL,1988 al observar una pérdida de la viabilidad posterior a la criopreservacién
de 6.5 log por congelacién y almacenamiento a — 65°C durante 2 afios. Cabe resaltar
que esta pérdida de la viabilidad se presenté independientemente del crioprotector que
usaron (glicerol y caldo Brucella Albimi).

Para incrementar la viabilidad y recuperar la fase lisa de las cepas de Brucella,
donadas para el estudio, fue necesaria su posterior reconversién a la fase lisa por
inoculacién en cuyes, sucesos que afectaron las fases de crecimiento de las cepas.

Gamazo et al., 1993, menciona que para B. melitensis y B. ovis en la fase de
crecimiento exponencial se liberan espontdneamente vesiculas de ME ricas en PME del
grupo 3. Douglas er al.,1984 realizé la extraccién de proteinas a partir de B. abortus
cepa 19 en caldo Albimi en agitacién durante la fase exponencial tardia. Sin embargo,
Schurig et al., 1981 llevé a cabo la extraccién de antigenos a las 72 horas de crecimiento
de B. abortus a partir de caldo tripticasa soya adicionado de un 2% de agar. Por otra
parte Garin ef al.,1990; y Bowden er al.,1995 usan extractos celulares de 48 horas,
crecidos en agar base sangre con 5% de sangre normal de equino y agar tripticasa soya

con extracto de levadura y 5% de suero de equino normal.

Evaluacion de los métodos de extraccion de proteinas de membrana

externa

Extraccion con SDS 4% a 60 C por 60 minutos con lisozima.

La ruptura celular por congelacién y descongelacién seguida de la extraccién con SDS
al 4% y lisozima, no dio resultados satisfactorios pues se obtenfa poco sobrenadante y
una pastilla de proteinas muy pequefia.(Res 1*) Mediante esta técnica el autor reporta
PME de los grupos 1, 2 y 3 asi como una banda adicional de 48 kDa. En el grupo 2 se

observa una banda difusa que es més obvia en las cepas lisas.

Extraccion mediante sonicacion y Zwittergent al 10%
La congelacién y descongelacién de la cepa en una solucién de lisis con EDTA, TRIS e

inhibidores de proteasas aunados a la sonicacién y la extraccién con Zwittergent
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produjo una ligera mejoria en el tamafio de la pastilla obtenida, sin embargo, se
observaron reacciones indefinidas o difusas a lo largo del corrimiento electroforético,
sin la apreciacién de alguna banda nitida. Nielsen 1990 menciona que, la ME de
Brucella no es afectada por EDTA por lo tanto se excluye la posibilidad de producir

esferoplastos con lisozima para separar la MI de la ME.

Extraccion con sonicacion, SDS al 4% y Zwittergent al 0.2%

En el caso de la sonicacién y extraccién con SDS 4% y Zwittergent 0.2% no se
observaron resultados favorables, pues se encontraron reacciones indefinidas a lo largo
del corrimiento electroforético. Nielsen 1990 sefiala que el uso de detergentes no
16nicos en la extraccién de PME de Brucella es menos eficiente en comparacién con E.
coli. Ademds, los detergentes aniénicos como el SDS tienen poca accién en sus
envolturas celulares. Se sabe que las PME del grupo 2 detienen mds 4cidos grasos que
el OmpC o la PME equivalente de E. coli cuando se usan los mismos métodos de

purificacion.

Extraccion con sonicacion y 0.5% de Triton X-100

A través de la congelaciéon y descongelacién, aunado a la sonicacién y
extraccién con TriténX-100 al 0.5%, se obtuvieron pastillas de proteinas de mayor
volumen y se observaron bandas en SDS-PAGE que no tenfan calidad aceptable. No
obstante que el Triton es un detergente no idnico, tiene un menor efecto
desnaturalizador que solubiliza las proteinas de membrana y mantiene las interacciones
de proteina a proteina. En este estudio persiste la aparicién de reacciones indefinidas o

manchones atribuidos posiblemente a la presencia de LPS y degradacion de proteinas.

Sonicacion hasta clarificacion y 0.5% de Triton X-100

El protocolo anterior se modificé aplicando ultracentrifugacion, en este caso se
observé una notable mejoria en la calidad de las proteinas obtenidas, sin embargo, el
volumen de proteina obtenida fue muy escaso, por lo que no se aplicé en los diferentes
aislamientos. Riezu-Boj et al.,1990 extrajeron PME de B. ovis mediante
ultracentrifugacién (100,000 X g X 5 horas) y Sarcosyl con Zwittergent , de esta forma

obtuvieron proteinas de 67, 22.4, 21.5, 19.5 y 18 kDa. Sin embargo, reporta la presencia
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de LPS en extractos de detergentes, los cuales pueden interferir en la deteccién de

anticuerpos contra el grupo 3 de PME.

Sonicacion por 40 minutos y 2% de Tritén X-100

La ruptura celular por sonicacién hasta clarificar y el uso de TriténX-100 al 2%
aportaron corrimientos electroforéticos de buena calidad y con un volumen apropiado
de proteinas para realizar varios ensayos a diferentes concentraciones. En 1990,
Cloeckaert et al. extrajeron PME de B. melitensis, mediante ultracentrifugacién (53,000
x g X 1.5 horas) con TriténX-100 al 1% y obtuvieron miiltiples bandas en dobletes o
tripletes por SDS-PAGE usando anticuerpos monoclonales versus 25-27, 31-34 y 36-38
kDa. También se revelaron bandas menos tefidas y mds difusas de peso molecular
inferior a 31 kDa. Este método resulté ser el més adecuado, por lo que se utilizé con una

concentracion de proteinas de 300 g/ml para la electroforesis en gel de poliacrilamida.

Perfil electroforético de proteinas

Mediante la metodologia previamente descrita se observé un perfil
electroforético de 15 a 84 kDa, las bandas de 17, 34, 45, 58, 66 y 77 kDa son las més
prominentes. Cloeckaert er al.,1992, reporta un perfil que va de 10 a 89 kDa para B.
abortus y el mismo autor en 1994 menciona a las proteinas de 25-27 kDa, 31-34 kDa y
36-38 kDa como mayoritarias para B. melitensis. En el presente estudio tales bandas son
mayoritarias, asi como también lo son las de 45-46 kDa, 38-40 kDa y 19 kDa. (Figura
3-12). En cuanto a esta 1iltima banda, el mismo autor con otros colaboradores la reporta
como minoritaria para B. melitensis en 1994, lo cual no coincide en este estudio. De
igual forma, la banda de 45-46 kDa que Zygmunt et al.,1992 reporta como minoritaria

para B. melitensis, en este estudio fue una banda mayoritaria.
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Inmunoelectrotransferencia

Cloeckaert et al.,1992 reporta la reactividad positiva para las bandas
mayoritarias de 25 a 27 kDa, 36 a 38 kDa, las consideradas minoritarias de 10, 16.5, 19
y 89 kDa y el reconocimiento de las de 40 y 80 kDa por suero de bovinos infectados. En
este estudio, la banda de 25 kDa presenta una fuerte reaccion, contraria a la reaccién
débil, reportada en bovinos con B. abortus (Figura 13). Esta banda fue aparente tanto
para sueros heterologos como homdlogos. Mientras que la de 34 a 36 kDa presenta
reaccién positiva entre las cepas de referencia y los aislamientos de campo. Se observa a
su vez reaccion para las bandas de 17 y 19 kDa lo cual coincide con lo reportado por el
autor antes mencionado. En la zona de 66 a 97 kDa en varios casos se observé una

reaccion difusa.(Figura 13).

Analisis estadistico

El indice de similitud de Dice es ampliamente utilizado por la taxonomia
numérica en la clasificacién de los microorganismos, pues es posible detectar con éste
los parecidos y diferencias entre cepas para la definicion de las fronteras de las taxa y la
asignacién de la nomenclatura oficial por género y especie a las cepas en estudio. En
este caso, al confrontarse los perfiles electroforéticos de las 27 cepas bacterianas
estudiadas, se encontré un 70.37% de similitud entre ellas con base en la concordancia

de las bandas de proteina de membrana externa.
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