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RESUMEN

IDENTIFICACION DE MUTANTES NO PATOGENAS DE Brucella melitensis

CON EL SISTEMA DE SELECCION NEGATIVA.

Daniel Martinez Gémez.
Tutor Principal: Dr. Antonio Verdugo Rodriguez

Con el fin de identificar genes de virulencia en Brucella melitensis se utilizo la
técnica de la Seleccion Negativa, modificandola para su empleo con
microorganismos de este género. Se identificaron 12 mutantes de Brucella
melitensis, las cuales no tienen la capacidad de infectar cuyes. Las mutantes
identificadas fueron caracterizadas parcialmente a través de las pruebas
bioquimicas convencionales empleadas con especies del género Brucella, asi
como a través de ensayos de adhesion a células HelLa y Hep2, crecimiento en
medios con pH acido y ensayos de adhesién a componentes de la matriz
extracelular (fibronectina, vitronectina y colagena). Los resultados obtenidos
muestran que las doce mutantes identificadas, tuvieron un comportamiento
homogéneo en las pruebas bioquimicas, excepto la mutante A20, la cual debido a
su crecimiento limitado, dificultd la interpretacién de estas pruebas. Las mutantes
A11 y A14 mostraron el mismo patréon de adherencia a células Hela y Hep2, en
comparacion con la cepa silvestre de B melitenis 133, sin embargo en los ensayos
de adhesién a componentes de la matriz extracelular, las mutantes A11 y A14
mostraron una menor capacidad de unién. Por otra parte la mutante A14 no fue
capaz de crecer en medios con pH de 5.5y 5.0. Este trabajo demuestra la utilidad
de esta metodologia en la identificacion de mutantes no patégenas del género
Brucella, las cuales mostraron “in vitro” su deficiencias en algunos aspectos

involucrados con la sobrevivencia dentro del hospedador.

Este proyecto estuvo financiado por los proyectos PAPPIT IN205701 y SEP-
CONACYT 2003 C02-45271.
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SUMMARY
Identification of Brucella melitensis non-pathogenic mutants by signature-
tagged mutagenesis
Daniel Martinez Gémez.

Thesis Director: Dr. Antonio Verdugo Rodriguez

In order to identify virulence genes in Brucella melitensis the Negative Selection
technique was used, which was modified for its use with microorganisms of this
genus. Twelve mutants of Brucella melitensis were identified, which did not have
the capability to infect guinea pigs. These mutants were characterized partly
through conventional biochemical tests used with members of the genus Brucella,
HelLa and Hep2 cell adhesion assays, growth assays in media with acid pH and
binding assays to extracellular matrix components (fibronectin, vitronectin and
collagen). The results obtained show that all the mutants had a homogeneous
behavior in the biochemical tests, except mutant A20 that had a anormal growth.
Mutant A14 was not able to grow in media pH 5.5 and 5.0. Mutants A11 and A14
showed the same adherence pattern on HelLa and Hep2 cells with respect to wild
type; however showed a significant reduction (P 20.05) in binding to collagen. This
work revealed the usefulness of this methodology to identify non pathogenic
mutants of the genus Brucella, These mutants showed in vitro deficiencies in some
aspects that could be related to their capacity to survive and replicate inside the
host.

This work was financed by PAPPIT IN205701 y SEP- CONACYT 2003 CO2-
45271.
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INTRODUCCION

Aspectos epidemioldgicos

La Brucelosis, segun datos de la FAO (Food and Agriculture Organization), OMS
(Organizacién Mundial de la Salud) y de la OIE (Office International des Epizooties),
es una de las zoonosis bacterianas de mayor importancia en el mundo. Esta
enfermedad es causada por microorganismos del género Brucella, que comprende
varias especies: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis;
asi como varios aislamientos de mamiferos marinos, a partir de los cuales se han
propuesto dos especies nuevas dentro de este género, B. pinnipediae y B. cetaceae.
Recientemente, basandose en resultados de estudios en genética molecular, se ha
sugerido que B. melitensis sea considerada especie Unica de este genero, dejando
las especies restantes como biovariedades con preferencia hacia hospederos
especificos. Sin embargo, esta clasificacién no contempla las nuevas especies, por lo
que la nomenclatura anterior continua utilizandose (1, 2, 3, 4). El género Brucella
estd comprendido dentro de la subdivisién Alfa-2 de las Proteobacterias, junto con
ofras bacterias que se asocian a eucariontes, ya sea como patégenos o como

simbiontes (5).

Para varios paises la Brucelosis representa un problema serio de salud pablica y un
factor importante de pérdidas econdmicas por los problemas de infertilidad y/o
abortos que origina en los animales domésticos. En Brasil, por ejemplo, la Brucelosis
en ganado bovino tuvo una prevalencia del 4-5% en 1998, mientras que para
porcinos la incidencia fue mas baja alcanzando solo el 0.34%; curiosamente en ese

pais no se han reportado aislamientos de B. melitensis. Para el caso de los seres



humanos, en Brasil se ha reportado una incidencia de 0.28% (6). En el caso de otros
paises en América del sur, se encuentran datos distintos. En Venezuela se reporta
una incidencia de 1.2% en bovinos; sin embargo existen regiones donde esta
enfermedad alcanza porcentajes de 10.5% (7). En Chile la Brucelosis alcanza
valores de 19.7% de seropositividad en hatos lecheros (8); en el caso de Paraguay
para el ganado bovino se reporta una incidencia de 3-4%, no obstante, también se
reportan regiones libres de Brucella spp. En Paraguay la incidencia en seres
humanos fue de 508 individuos en los afios 1980 a 1386 (9). En el caso de América
Central no se cuenta con informacion, pero estimaciones hechas en los Ultimos diez
afios sugieren una prevalencia de 4-8%. En estas regiones la prevalencia de la
enfermedad en seres humanos alcanza valores muy altos. Un estudio llevado a cabo
en Costa Rica con 384 individuos de una poblacion de alto riesgo compuesta por

personas que trabajan en la industria pecuaria mostro una prevalencia del 45% (10).

En México algunos estados como Guanajuato reportan una prevalencia de 5.68% en
ganado bovino. En el caso de ganado caprino el valor alcanzado para algunos
estados es del 63.7% de hatos positivos. El nimero de casos humanos reportados
en el 2005, en la semana 44 fue de 1 921 casos, en el afio 2004 se reportaron 2347,
aunque se considera que estos datos podrian encontrarse por debajo de la

incidencia real de la enfermedad en nuestro pais (11).

En México, como en otros paises, las pérdidas econdémicas producidas por la
brucelosis, han llevado a que se instauren programas permanentes de control y

erradicacion. Estos programas contemplan acciones concretas tendientes a reducir la



presencia de la Brucelosis en las explotaciones pecuarias. En México, la Campana
Nacional para la erradicacién de la Brucelosis fue reinstaurada en el afio 1994 . Por lo
general en todos estos programas se contempla como accién en contra de la
brucelosis, la vacunacion, la identificaciéon de reactores positivos y su eliminacion del
hato si las condiciones econdémicas lo permiten. Todas estas acciones llevadas a
cabo de manera continua y ordenada han logrado que el indice de la Brucelosis en

algunos paises se reduzca (11).

La aparicion de enfermedades infecciosas es el resultado de la virulencia del
microorganismo, su modo de transmisién y la susceptibilidad del hospedero. Aunque
existen avances significativos en algunas de estas areas, estos no han sido
suficientes en el control de enfermedades producidas por agentes infecciosos como
la Brucelosis. Incluso, recientemente, se reporta el resurgimiento o reaparicion de

algunos agentes infecciosos como Mycobacterium tuberculosis (12).

Todo el conocimiento basico que se genera en diversas areas permite sugerir nuevas
estrategias para el control de las enfermedades que afectan al hombre y a los
animales. Un ejemplo son las vacunas de ADN, o las vacunas recombinantes,
recientemente creadas, las cuales poseen un gran potencial para el control de
patdégenos importantes. En opinién de W. lvan Morrison, director adjunto del Institute
of Animal Health, Immunology and Pathology y consultor del IFPRI (Grupo Consultivo
sobre Investigaciones Agricolas Internacionales) “Las oportunidades que presentan
los adelantos en biotecnologia solamente pueden explotarse debidamente si se

entienden las caracteristicas biolégicas de los agentes patbégenos seleccionados



como objetivo y las enfermedades que causan” (12). De aqui la importancia de
estudiar todos los mecanismos moleculares en la patogénesis de la Brucelosis, ya

gue solamente comprendiendo estos eventos se podran disefiar estrategias efectivas

para su control pemmanente.

Caracteristicas bioguimicas del género Brucella,

El género Brucella esta conformado por cocobacilos Gram negativos, no méviles, no
esporulados, sin capsula. Son microorganismos aerobios aunque algunas especies
crecen mejor con bajas tensiones de CO,. Su metabolismo es de tipo oxidativo,
tienen oxidasa, catalasa, ureasa y reducen los nitratos a nitritos. Debido a que no
fermentan azlcares las pruebas de identificacién bioquimica tradicionales no son
utles en su caracterizacién. Las pruebas empleadas en la identificacion de
microorganismos de este género son la fagotipificacién, el crecimiento en medios con
diferentes concentraciones de tionina y fucsina, la produccioén de la enzima ureasa y

la produccién de H,S (13).

Cabe aclarar en este punto que considerar a Brucella spp como un microorganismo
aerobio se debe basicamente a los primeros ensayos desarrollados para conocer la
biologia de este microorganismo. Actualmente se sabe que esta bacteria es capaz de
utilizar nitratos y oxigeno como aceptores finales de electrones en la cadena
respiratoria, caracteristica que permite que estos microorganismos sobrevivan dentro
de células eucariontes o en medios carentes de oxigeno (14). Robertson y col (15)
han descrito que el sistema de transporte de electrones de B. abortus esta

conformado por deshidrogenasas, flavoproteinas, citocromos o, @3, b, ¢ y o. En este



trabajo los autores muestran también que el sistema de transporte de electrones es

particularmente resistente a varios inhibidores como el dicumarol, NaN3 y KCN.

Por otra parte, el catabolismo de la glucosa en Brucella spp se lleva al cabo por la via
de las hexosas-monofosfato acoplada al ciclo de los acidos tricarboxilicos. Bacterias
de este género no llevan al cabo la glucdlisis, porque carecen de la enzima fructosa 6
fosfato cinasa. La utilizacién de la glucosa es estimulada por la presencia de
oxigeno, por lo tanto se puede suponer gue esta via es mas comun cuando la
bacteria es cultivada en medios artificiales, en condiciones aerobias, sin embargo, en
condiciones anaerobias la situacién cambia. A pesar de gue los microorganismos del
género Brucella. Son capaces de emplear distintos carbohidratos, adonitol, ribosa,
maltosa, manosa, ramnosa y trehalosa, como fuentes de energia y carbono, sélo uno
de ellos parece ser importante durante la patogénesis de la brucelosis, el eritritol.
Este azdcar inhibe la utilizacion de glucosa y a partir de que se describié su
presencia en el tracto reproductivo de rumiantes, diversas investigaciones se han
realizado para conocer como se lieva a cabo su catabolismo en Brucella spp.
Actualmente se tiene descrita la ruta de utilizacion del eritritol hasta fosfato de
dihidroxiacetona y después hasta el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (16). Sangari y
col (17) han identificado el operén ery, el cual contiene 4 genes. Tres de ellos (eryA,
B y C) codifican enzimas directamente involucradas en el catabolismo de este
azucar. El cuarto gen, eryD, codifica para el represor sensible a la presencia de
eritritol. Ademas de la regulacion del operdn por este represor se ha descrito también
una regién con una alta homologia para activadores transcripcionales del tipo IHF de

Escherichia coli. En un inicio Sangari y col. reportaron que las mutaciones en el gen



eryB no afectaban la sobrevivencia intracelular de B. abortus en macroéfagos,
explicando con esto que el limitado crecimiento de la cepa 19 de B. abortus en el
tejido del aparato reproductivo de los rumiantes, se debia principalmente a su
incapacidad para metabolizar este aztcar, dejandolo como un producto toxico para si
misma (18). Recientemente, Burkhardt y col. (19) han reportado que mutaciones en
el gen eryC si afectan la sobrevivencia de B. suis dentro de macréfagos e incluso
sugieren la presencia de pequerias cantidades de eritritol dentro de las vacuolas que
albergan a B. suis, cambiando con esto la concepcidn que se tenfa sobre el papel del
eritritol en la patogenesis de la Brucelosis. Ahora se sugiere que el eritritol es un
compuesto toxico para los microorganismos del género Brucella, quienes deben de

tener la capacidad de transformarla con el fin de evitar su toxicidad.

No obstante que los microorganismos del género Brucella no llevan a cabo la
glucdlisis, como ya se ha mencionado, se ha descrito en B. abortus |la presencia del
gen pgm, que codifica para una Glucosa 6 Fosfato Mutasa, la cual transforma
glucosa-6-fosfato a glucosa-1-fosfato. Este Gltimo compuesto puede ser
transformado a UDP-glucosa y participar activamente en la formacion del
lipopolisacarido (LPS), una de las estructuras de patogenicidad mas importantes en
los microorganismos del género Brucella, ya que mutantes en este gen pierden la

capacidad de sobrevivir en ratones (20).

Contrario a lo anterior, mutaciones en el gen galE, que codifica para una UDP-
galactosa epimerasa, no tuvieron efecto alguno tanto en la formacion del LPS como

en la virulencia de B. abortus y B. melitensis. Este dato sugiere que en los



microorganismos del género Brucella, la galactosa es utilizada por la via de Delay-

Dodoroff y que, ademas, este azlcar no participa en la formacién del LPS bacteriano

(14).

Por otra parte, se ha descrito en B. abortus la presencia de un sistema de alta
afinidad para la captacion de zinc, pero no se ha encontrado un sistema de baja
afinidad, como en el caso de E. coli. Este elemento es un cofactor importante de
varias enzimas Yy necesario para la sobrevivencia de la bacteria dentro de
macrofagos y células HelLa, como se muestra en las bacterias mutantes en el gen
znuA. En este caso la invasién de la mutante no se afecto, pero si su sobrevivencia
intracelular, incluso varias vacuolas conteniendo a B. abortus znuA™ colocalizaron con
el marcador lisosomal Lamp1 y Catepsina D, lo que indica que hubo fusion con los

lisosomas (21).

En Brucella suis se ha identificado el operén nik, el cual estd conformado por seis
genes (nikABCDE y nikR), que forman un sistema de captaciéon de niquel, el cual es
necesario como nlcleo en las enzimas con actividad de ureasa. Bacterias con
mutaciones polares en el gen nikA, mostraron deficiente actividad de ureasa, aunque
contrario a lo que se esperaba, no mostraron deficiencia en ensayos de

sobrevivencia intracelular en macréfagos THP1 (22).

Un hecho que ha llamado la atencién en lo que se refiere a genes det metabolismo,
en la virulencia de Brucella, es el papel que juegan nirK'y nirV, los cuales participan

en procesos de desnitrificacion. En una investigacion realizada por Seung-Hun y col.



(23) se complementaron los genes nirK y nirV en B. neotomae, la cual de forma
natural tiene incompletos. Se emplearon los genes de B suis para esta
complementacioén y contrario a lo que se esperaba, esta cepa perdid virulencia
cuando se evalu6 en ratones IRF1 negativos (incapaces de producir interferdn), lo
que hace reconsiderar el papel de estos genes en la patogénesis de algunos

microorganismos del género Brucella (24).

A pesar de que varios de estos genes intervienen en la sobrevivencia del
microorganismo dentro del hospedador y que han sido identificados por sistemas
para la identificacién de genes de virulencia, muchos de ellos no codifican para
factores de virulencia, es decir, para la mayorfa de los patégenos la virulencia es el
resultado de un proceso multifactorial que requiere por lo menos de dos
componentes genéticos generales. El primero de ellos codifica para aquellos
elementos necesarios en los procesos fisioldgicos requeridos para el metabolismo y
la sobrevivencia del microorganismo; estos componentes se encuentran en todas las
bacterias, patbégenas y no patdgenas. El segundo componente contiene genes de
virulencia de bacterias patégenas, que codifican para toxinas, adhesinas, invasinas y
algunos otros factores. Lo anterior explica porque en ocasiones algunos genes para
la sobrevivencia, aparecen como genes importantes en la virulencia de los
microorganismos, sin embargo cuando las secuencias son analizadas se les asigna
la verdadera importancia en la patogénesis. En el caso de Brucella, la participacion
de algunos genes en la virulencia es dificil de esclarecer, ya que no se conocen los
mecanismos de patogenicidad y los factores de virulencia clasicos, no existen en

esta bacteria (25).



Caracteristicas gendmicas en el género Brucella.

El estudio del genoma de Brucella comenzé en la década de los sesenta, cuando la
homologia en el ADN fue utilizada como método para demostrar ta relacion entre
diferentes microorganismos causantes de aborto (26). Esta homologia, cercana al
90%, encontrada entre los microorganismos del género Brucella llevaria después a la
conclusion de que este género es mono-especifico, considerandose a B. melitensis
como Unica especie (27). A pesar de que esta nomenclatura fue sido adoptada por el

GenBank, aun se emplea la nomenclatura clasica en algunos textos.

El primer mapa del genoma de microorganismos del género Brucella, fue obtenido en
B. melitensis por Allardent- Servent y col. mediante ensayos de hibridacion de
distintos fragmentos, separados por electroforesis de pulsos en campos (28).
Previamente se habia intentado realizar un mapa del cromosoma de B. abortus S18,
sin embargo el primer reporte de un mapa circular, en Brucella, fue realizado por
Allardent- Servent y col en 1991. En este primer reporte estos investigadores
mencionaron la existencia de un solo cromosoma en esta bacteria y dos afos mas
adelante corrigieron este error y demostraron la existencia de dos cromosomas

independientes en B. melitensis (29).

Junto con el desarrollo de mapas de los cromosomas, otro aspecto que generd
interés en el género Brucella, fue identificar diferencias entre especies, asi como con
otros géneros. El andlisis de secuencias repetidas o secuencias de insercién aportd

avances en este punto. Para Brucella spp se han descrito varios de estos elementos,



un ejemplo son las secuencias repetidas Bru-RS1 y Bru-RS2, palindromes
relacionados con la secuencia de insercién 1S711, sefialados como posibles sitios de
alta frecuencia de recombinaciéon. El nimero total de copias de las secuencias Bru-
RS entre las especies de Brucelfa es muy similar, no asi para 1S711, que ha sido util

para diferenciar las especies del género (30,31).

Actualmente se cuenta con la secuencia completa de ios genomas de B. melitensis,
B. suis y B. abortus. En el caso de B. melitensis el tamafio del genoma es de
3,295,5574 pares de bases (pb), divididos en dos cromosomas circulares de
2,117,787 y 1,177,787 pb. El contenido de GC es de 57% y esta especie no contiene
plasmidos. A partir de esta secuencia se ha podido predecir la existencia de 3198
marcos abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en inglés), distribuidos en ambos
cromosomas, 2060 en el cromosoma | y 1138 en el Il (32). El genoma de B.
melitensis contiene tres operones de RNAr, dos de ellos ubicados en el cromosoma |
separados por 200 kpb, el tercero se encuentra en el cromosoma I (33). También se
reporta la presencia de 54 genes para ARN de transferencia (32). En el caso de B.
suis biovariedad 1 se sabe que tiene dos cromosomas de 2.1 Mpb y 1.15 Mpb al
igual que las otras especies de Brucella (B. melitensis, B. abortus, B. ovis y B.
neotomae). En caso de las biovariedades 2 y 4 de Brucella suis se sabe tambien que
tienen dos cromosomas, pero con un tamafio de 1.85 Mpb y 1.35 Mpb, mientras que
un solo cromosoma fue encontrado en B. suis biovariedad 3 con un tamafio de 3.1

Mpb (34).
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Ademas de la secuencia del genoma, otros trabajos han descrito una gran variedad
de genes, gue confirman la estrecha relacién de este organismo con otras
proteobacterias como Agrobacterium. Jeong A Kim y col. describieron en 1997 dos
genes de B. abortus, una ciclodesaminasa de ornitina y una arginasa que tienen una

alta similitud, 65 y 72%, respectivamente, con los del plasmido Ti de Agrobacterium

(35).

La secuenciacidén del genoma de Brucella esta permitiendo vislumbrar un panorama
general de su proteoma y posibilita asociar estos productos con familias de proteinas
altamente conservadas. Sanchez y col. (36) obtuvieron secuencias de fragmentos del
genoma de B. abortus generados al azar, un total de 633.5 kb; (~20% del genoma en
1899 clonas) y determinaron que el 37% de ellas no muestra homologia con
secuencias de la base de datos del GenBank, lo que representa secuencias
codificantes nuevas o especificas de B. abortus. El resto de las clonas es homdlogo
a secuencias de microorganismos del género Brucella spp. (3.9%), otras alfa 2
proteobacterias (14%) y de otros organismos (45.2%). Un hallazgo relevante en este
trabajo fue la identificacién de secuencias en B. abortus con homologia con shdA de
Salmonella enterica sv. Typhimurium, aidA-1 de E. coli enteropatégena, virG de
Shigella spp. (patégenos de mamiferos), asi como con genes del aparato flagelar, los
cuales en un inicio se pensé que correspondian a un Sistema de Secrecion Tipo Il
Esta hipétesis ya ha sido descartada y ahora se reporta la presencia de un flagelo en
B. melitensis invofucrado en la patogénesis en un modelo de ratén, este punto sera

tratado mas ampliamente en el apartado de patogénesis de la Brucelosis (37).
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De la comparacion de los genomas disponibles de B. suis y B. melitensis se ha
podido destacar que estas bacterias difieren en sdlo 74 genes, para el resto de las

secuencias existe una alta similitud (38).

Respuesta inmune en la Brucelosis.

Los microorganismos patégenos han desarrollado diferentes estrategias para
sobrevivir y multiplicarse dentro de los hospedadores, entre ellas la habilidad para
evadir la respuesta inmune. Brucella no es la excepcion, diversas investigaciones se
han llevado ha cabo para descifrar los eventos inmunologicos ocurridos durante la
Brucelosis. Domand y col (39) trabajando con macréfagos humanos describieron
varios eventos que resaltan una falla en los mecanismos de defensa del sistema
inmune. Trabajando con B. suis describieron gue monocitos y macréfagos humanos
no entran en apoptosis, como resultado de la infeccién por este microorganismo,
también describieron que estas células no secretan factor de necrosis tumoral atfa
(TNFo), como resultado de la infeccion por B. suis, curiosamente, esta interleucina es
secretada por macréfagos murinos, los cuales tienen la capacidad de eliminar las
infecciones por Brucella spp. La falla en la secrecién de TNFo, se ha asociado a la
expresién de una proteina de la membrana externa, Omp25, ya que bacterias

mutantes en esta proteina, indujeron la secrecion de esta interleucina.

Por otra parte, Ottones y col (40) han descrito el papel de linfocitos gamma-delta en
el control de la infeccibn por Brucella, en este caso, estas células participan
secretando interferon gamma, favoreciendo con ello la respuesta inmune celular.

Esta interleucina ha sido descrita como un factor importante en resistencia a la
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infeccion por Brucella, descrita en el ratén, y se ha asociado a la interleucina 10

como factor que contribuye a la susceptibilidad (41).

Patogénesis de la Brucelosis.

Un aspecto importante en la patogénesis de la Brucelosis es la capacidad de los
microorganismos del género Brucella para invadir y sobrevivir dentro de células
fagociticas profesionales y no profesionales; sin embargo, la informacién al respecto
es limitada y no siempre homogénea. Harricane y col. (42), en experimentos con
macréfagos infectados con Brucella, reportaron que fagosomas conteniendo Brucella
viva carecen de anexina | y que también otras funciones en el macréfago se ven
afectadas, como la produccién de IFN gamma. En otro trabajo, Kusumawati y col.
(43), ensayando con macréfagos murinos, confirman el mismo fenémeno y agregan
que solo las bacterias opsonizadas son fagocitadas, asociando este evento a
cambios en la membrana del macréfago, como la acumulaciéon de actina. Sin
embargo, a la fecha se reporta que tanto microorganismos opsonizados como no
opsonizados son fagocitados y que la via de entrada no afecta la capacidad de
microorganismos virulentos de B. abortus de evitar la fusién fagosoma-lisosoma (44,

45),

Pizarro-Cerda y col. (46) trabajando en el mismo rubro con células Hel a, reportaron
la colocalizacién de microorganismos patégenos de B. abortus con el marcador
endosomal tempran EEA1, asi como con el marcador del reticulo endoplasmico (RE)
sec61 beta. Los microorganismos no patégenos de B. abortus no colocalizaron con

este Ultimo y siempre se asociaron a la presencia del marcador lisosomal catepsina

13



D. Ademas de este marcaje especial (sec 61 beta) los microorganismos patégenos
de B. abortus se ubicaron en una regién perinuclear y colocalizaron con el marcador
autofagosomal monodansil-cadaverina. En resumen se establecen en un nicho
asociado al RE, favorable para su replicacién. Este evento ha sido estudiado
recientemente por Celli y col. (47) quienes reportaron el mismo comportamiento con
microorganismos patdgenos de B. abortus, en macréfagos derivados de la médula
osea de ratones C57 BL/6, contrario a lo reportado por Arenas con macréfagos
murinos de la linea J774 (48). Estos investigadores también mostraron el papel que
juega el sistema de secrecién tipo IV encontrado en B. abortus, B. suis, y B.
melitenis, el cual le sirve a las bacterias de estas especies, para formar el nicho de
replicacion antes descrito. Cabe aclarar en este punto que esta localizacion cercana
al RE ya habia sido reportada por Anderson y Cheville (49), al estudiar trofoblastos

de placentas de caprinos infectados por B. abortus.

Porte y col. (50) estudiaron el pH del fagosoma que contiene a Brucella y
describieron que el ambiente se acidifica rapidamente después de la infeccion, lo
cual es esencial para la replicacion de la bacteria dentro de macréfagos J774.
Previamente Detilleux y col. (51) habfan reportado el papel de algunos inhibidores del
metabolismo sobre el desarrollo de B. abortus en células Vero. En este trabajo se
muestra que inhibidores del citoesqueleto y de la acidificacion endosomal reducen la

infeccion de B. abortus en estas células.

La participacion del citoesqueleto en la infeccion de Brucella spp en células

epiteliales es corroborada por los trabajos de Guzman-Verri y col. (62) y Chavez y
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col. (53), los cuales demostraron la participacion de GTPasas pequefias de la familia
de Rho y Rab en la internalizacion de B. abortus e incluso se observé la activacion
especifica de Cdc 42 con cepas patdégenas de B. abortus (53). Guzman-Verri
también reporta que inhibidores de la Tirosina cinasa y MAP cinasa bloquean la
invasién de B. abortus, datos similares habian sido reportados por Detilleux y col (51,

52).

En todos los trabajos mencionados anteriormente en este capitulo se plantea que los
microorganismos patogenos del género Brucella tienen la capacidad de evadir la
fusion fagolisosomal, lo cual es dependiente de la viabilidad de la bacteria. Esto
sugiere la existencia de mecanismos involucrados en este proceso, como los
sistemas de secrecion descritos en otras bacterias, como Salmonella enterica,
Yersinia spp, Shigella spp, etc (54). Al respecto, Halling (55) describid tres genes
homdlogos a los del flagelo y uno al gen gue codifica para LcrD (regulador del
sistema de secrecion tipo lll, en Yersinia spp) en B. abortus. Este mismo autor
sugiere Ja existencia del sistema de secrecion tipo Il (descrito en enterobacterias),
que podria estar involucrado en los procesos de invasion y evasion de la fagocitosis,

sin embargo esta hipdtesis ya ha sido desechada.

No obstante lo anterior, actualmente se describe en microorganismos patogenos del
género Brucella, la presencia de un sistema de secrecion tipo |V, importante en la
sobrevivencia intracelular. O'Callaghan y col (56), evaluando mutantes por
transposicion en B. suis, identificaron un sistema de secrecion tipo 1V, y demostraron

que la virulencia de Brucella se atenta al mutar algunos de los componentes. Este
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mismo sistema ha sido identificado en B. abortus por Sieira y col. (57), quienes
reportan diferencias en algunos genes del sistema, en comparacién con B. suis.
Recientemente, con la secuenciaciéon del genoma de B. melitensis se ha descrito

también la presencia de genes para este sistema de secrecion.

A la fecha se desconocen las moléculas efectoras secretadas por este sistema, que
permiten a los microorganismos patégenos del género Brucella, manipular el transito
intracellular (47). En un intento por identificar estas moléculas efectoras, Lavigne y
col. (58) desarrollaron un sistema, utilizando fusiones traduccionales con la toxina
YopP de Y. enterocolitica. Con este sistema han identificado el gen bvfA, que codifica
para una proteina de 11 kDa, este gen no muestra homologia con ninguno de las
genes reportados a la fecha, y su mutacién en B. suis afectd su sobrevivencia
intracelular. A la fecha se contintia con la busqueda de los efectores secretados por

el sistema de secrecién tipo V.

Por otra parte, Sola-Landa y col (59) identificaron un sistema de dos componentes en
B. abortus, homdlogo al de Rhizobium meliloti y A. tumefaciens. Este sistema es
importante en la regulacién de la infeccion en estos dos patégenos de plantas, e
incluso cepas patégenas de Brucella mutadas en estos genes perdieron la capacidad

de evadir la fusién fagolisosomal.

El LPS del fenotipo liso tiene un papel importante en la sobrevivencia de la bacteria,
como lo muestran las vacunas de mutantes rugosas avirulentas. Se sugiere que la

cadena O del LPS es determinante en la patogenicidad y que, junto con alguna
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proteina de la membrana externa, es responsable del bloqueo de la actividad
bactericida del suero y de fagocitos. Lo anterior permite a la bacteria sobrevivir
dentro de fagocitos mononucleares y polimorfonucleares. Sin embargo, aunque el
LPS de Brucelfa muestra propiedades comunes a las de endotoxinas de otras
bacterias Gram negativas, su actividad es menos téxica que la del LPS de las
enterobacterias (60). Esta molécula tiene una participacion muy activa en la
patogénesis de la Brucelosis, primero en la alteracién de rutas de sefalizacién de las
células evitando la liberacién de IL6 y TNFa (61) y evitando que las células a las que
infecta entren a apoptosis (62). Segundo interactuando con las moléculas del MHC I,
en la membrana de la célula, evitando con ello la presentacién de antigenos en
linfocitos B (63) y macréfagos peritoneales murinos (64,65). Incluso se podria pensar
que esta interaccién LPS membrana celular puede determinar el sitio de entrada de
Brucella spp, en zonas conocidas como "lipid rafts", sin embargo también existen
evidencias que apuntan a la presencia de receptores especificos (66, 67, 68, 69, 70),
por lo que no se puede descartar la posibilidad de un receptor que participe en la
invasion de Brucella spp en las células hospedadoras. Dentro de toda esta discusidn
sobre el papel del LPS vy, particularmente, los polisacaridos en la patogenia de
Brucella spp, recientemente Arellano y col (71) han descrito el papel de los glucanos
ciclicos en la sobrevivencia intracelular, mostrando que estos compuestos tienen la
capacidad de integrarse en la membrana del fagosoma que contiene a Brucella spp,
justamente en los "lipid rafts", lo anterior abre nuevas expectativas sobre los
mecanismos empleados por microorganismos patégenos para evadir la fusion del

fagosoma con los lisosomas (72).
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Por otra parte, la sobrevivencia de Brucefla spp dentro de macréfagos también se ha
asociado con la sintesis de proteinas de 17, 24, 28, 60 y 62 kDa. La proteina de 62
kDa corresponde a un homdlogo de GroEL (Hsp82), y la proteina de 60 kDa es una
variante de la misma. La expresion de la proteina de 24 kDa correlaciona con la
sobrevivencia de la bacteria en condiciones acidas (pH menor a 4). Las proteinas de
17 y 28 kDa aparentemente son inducidas en macréfagos y su expresion también se

correlaciona con la supervivencia intracelular (73).

Algunas bacterias contienen enzimas destoxificantes que neutralizan los
mecanismos bactericidas de los macréfagos, los cuales se basan en la produccion
de metabolitos dependientes de oxigeno, como los radicales superdxido y el peroxido
de hidrégeno. Un ejemplo de enzimas destoxificantes bacterianas es la superoxido
dismutasa (SOD), que participa en la patogénesis de Nocardia asteroides y S.
flexneri. En B. abortus existen dos distintos tipos de SOD, una Cu/Zn y una Mn. La
catalasa también forma parte de este grupo de enzimas de defensa contra los
sistemas dependientes de oxigeno, como lo demuestra la mutante FJS1 de B.
abortus 2308, carente en esta enzima, la cual tuvo una mayor sensibilidad al

peréxido de hidrégeno que la cepa silvestre (73).

En la actualidad, muchas metodologias han sido descritas para la identificacion de
genes de virulencia, la selecciéon de ellas depende del conocimiento que se tenga
acerca de la biologla basica del microorganismo que se quiere estudiar, asi como las
herramientas moleculares disponibles (plasmidos, transposones, fagos, etc). De

acuerdo a estas caracteristicas se selecciont el Sistema de la Seleccidn Negativa
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descrita por Holden y col. (74), como metodologia para la identificacion de genes de
virulencia en el género Brucella sp. Este sistema emplea un transposén Tn5 que se
introduce al azar en e genoma del microorganismo en estudio, generando con esto,
mutaciones en distintos genes. Una de las caracteristicas relevantes de los
transposones empleados, es que se les han insertado secuencias (Nkyp) que marcan
de forma distinta a cada transposon, esta secuencia permite identificar a cada una de
las mutantes (ver figura 1). Las mutantes son evaluadas entonces, en animales para
la experimentacion, es decir se infectan con grupos de 90 mutantes, y dado que se
tienen secuencias que marcan a cada una de las mutantes, se puede conocer la
secuencias con las que se realizd la infeccién y de las que sobrevivieron, por medio
de la técnica de Dot blot. Las mutantes que no sobrevivieron en el animal, no son
identificadas en la técnica de Dot biot, por lo tanto la sefial ausente en un pozo marca
la presencia de una mutante incapaz de sobrevivir dentro de los animales inoculados.
Estas mutantes son recuperadas del banco original y se identifica y caracteriza el
gen interrumpido por el transposon (ver figura 2). Este sistema permitio la

identificacién de la Isla de patogenicidad Il en Salmonella Typhimurium.

El objetivo de esta trabajo fue identificar genes relacionados con la virulencia de
Brucella melitensis, en especial aquellos relacionados con la supervivencia
intracelular, ya que esta caracteristica es fundamental en el desarrollo de la
infeccién. La identificacién de dichos genes permitira crear el conocimiento basico
para el desarrollo de nuevas herramientas tecnolégicas Gtiles en el control,

diagnostico y profilaxis de la Brucelosis.
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HIPOTESIS

El sistema de la "Seleccién Negativa" permitira la identificaciéon de genes de

virulencia en Brucella melitensis.

OBJETIVO GENERAL

|dentificar y caracterizar genes de virulencia en Brucella melitensis, mediante

distintos métodos moleculares, con fin de tener un conocimiento mas amplio en la

patogénesis molecular de la Brucelosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Construir un banco de transposones necesario para la técnica de Seleccion
Negativa.

Emplear este banco de transposones para generar un banco de mutantes en
Brucella melitensis.

Seleccionar las mutantes no patégenas mediante la técnica de Seleccion
Negativa.

|dentificar las mutantes seleccionadas empleando los criterios utilizados con

microorganismos del género Brucella.

5. Evaluar las mutantes no patbgenas en cultivos celulares.

6. Identificar y caracterizar parcialmente los genes interrumpidos por el

transposon, en las mutantes no patdgenas seleccionadas.
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MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo y bacterias. En este trabajo se utilizd una cepa silvestre de Brucella

melitensis biotipo 1 (cepa de referencia mexicana 133), la cual fue cultivada en agar
o caldo Brucella', TSA? y LB adicionados con kanamicina® (10 ug/ml) y &cido
nalidixico® (12 ug/ml). También se utilizaron las lineas celulares Hela® y Hep26. La
cepa de E. coli S17ipir y los plasmidos empleados, fueron gentilmente donados por
el Dr. David Holden.

Produccion de mutantes. En la generacién de mutantes se siguid la metodologia

reportada como “Signature targeting” descrita por Holden y col (74), con algunas
modificaciones, hechas por nuestro grupo. En esta técnica se utiliza un transposén
Tnb contenido en un plasmido suicida el cual tiene unido en uno de sus extremos la
secuencia: 5-CTAGGTACCTACAACCTCAAGCTT[NK20]JAAGCTTGGTTAGAATGGGTACCATG-3,
donde N=A, C 0 G y K= G o T. Esta secuencia fue amplificada con los iniciadores:
P1-5'CATGGTACCCATTCTAACCAAG-3' y P2- 5CTAGGTACCTACAACCTCAAGC-
3', para generar las sondas empleadas en los ensayos de Dot blot (ver figura 1). Los
plasmidos con los transposones marcados en un extremo fueron transformados en
una cepa de E. coli S17i pir mediante la técnica de electroporaciéon, empleando
protocolos convencionales (75). Se seleccionaron 90 transformantes (por su
capacidad para amplificar sondas que hibridaban a una temperatura de 56°C), para

formar un banco de plasmidos suicidas. Este banco fue utilizado para la generacion
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de mutantes mediante la conjugacién de cada una de las 90 transformantes con B.
melitensis. La conjugacion se realizd siguiendo el procedimiento descrito por Sangari
(76), en este procedimiento, 50 ml de LB fueron inoculados con siete colonias de la
cepa patdgena de B. melitensis empleada en este trabajo y 90 tubos con 10 ml de LB
con 100 ug/ml de kanamicina y 100 ug/ml de ampicilina fueron inoculados cada uno
con una de las 90 transformantes seleccionadas, estos cultivos fueron incubados con
agitacion continua (150 rpm) por 20 horas y 12 horas respectivamente, a 37°C. Al
término de este tiempo se tomaron 500 ul del cultivo de B. melitensis y 500 ul del
cultivo de cada una de las transformantes, se mezclaron y se suspendieron, con
ayuda de un vortex, en 10 ml de una solucién 10 mM MgS04’, dejandose reposar 15
min a temperatura ambiente. Las bacterias fueron recuperadas por filtracion, cada
uno de los filtros fue colocado sobre una placa de agar TSA® e incubado por seis
horas a 37°C. Después las bacterias contenidas en los filtros fueron recuperadas con
lavados de 1 ml de caldo Brucella con 10 ug/ml de kanamicina y 12 ug/ml de acido
nalidixico, e incubadas por 12 horas. Finalmente la seleccidn de mutantes que
pudieran haberse generado se realizd sembrando placas de agar Brucella con 10
ug/ml de kanamicina y 12 ug/ml de acido nalidixico e incubadas a 37°C por 10 dias.

Ensayos con cristal violeta. Individualmente cada una de las mutantes de B.

melitensis fue sembrada en secciones en placas de agar TSA con 10 ug/ml de
kanamicina. Estas placas fueron después incubadas a 37°C por 72 h. Las colonias

obtenidas fueron evaluadas por medio de tincién con cristal violeta (2% cristal violeta,
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20% de etanol®, 0.8% oxalato de amoniom), de acuerdo al protocolo descrito por

Alton (13).

Ensayos con _acriflavina. Para confirmar el fenotipo liso de las mutantes

seleccionadas, 30 ul de acriflavina neutra' al 1% fueron mezclados con una colonia
de Brucella spp crecida en agar TSA, con el fin de observar si existia o no
aglutinacion. Todas las mutantes obtenidas fueron evaluadas mediante tincion con
cristal violeta y aglutinacién con acriflavina (77).

Seleccion Negativa de mutantes no patégenas. Las mutantes lisas obtenidas fueron

inoculadas, en grupos de 90, en cobayos de 500 grs, por via intraperitoneal,
utilizando los criterios de infeccion y aislamiento del CENID-MICROBIOLOGIA-
INIFAP. A las dos semanas los cobayos fueron sacrificados con métodos
humanitarios y las mutantes fueron recuperadas de bazo. De estas mutantes
recuperadas se obtuvo ADN y se construyeron 90 sondas usando la técnica de PCR
con los iniciadores P1 y P2. Al mismo tiempo se tomd una muestra de todas las
mutantes inoculadas y se construyeron sondas utilizando nuevamente los iniciadores
P1 y P2. La identificacion de genes de virulencia se hizo comparando, a través de la
técnica dot blot, los grupos de bacterias recuperadas y el total de mutantes. La sefial
ausente en un pozo indicé que la cepa estaba mutada en genes relacionados con la
supervivencia dentro del cuye, como ya se ha mencionado (ver figura 2).

Extraccion de ADN de B. melitensis. La extraccion de ADN de las mutantes y de la

cepa silvestre se realizdé empleando el protocolo de CTAB'?/NaClI™ (75).
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Construccion de sondas por medio de la PCR. Empleando el ADN obtenido de las

mutantes recuperadas se realiz6 una PCR empleando los iniciadores P1 y P2 antes
descritos. Las condiciones empleadas fueron 30 ciclos a 95°C 1 min, 65°C 1 min y
72°C 45 seg. El producto de esta amplificacion fue visualizado en geles de
poliacrilamida y empleado como molde para una segunda amplificacion en la cual se
introdujo en la mezcla de PCR, citosina marcada con P* en la posicion alfa'* (10
uCu/mMol). El producto de esta amplificacién fue digerido con la enzima Hind 'y

empleado como sonda.

Ensayos de Dot blot. Cada uno de los bancos de 90 mutantes empleados en los

escrutinios con los cuyes, fueron crecidos en placas esterilizables de 96 pozos con
fondo en V'®. Estas placas fueron centrifugadas a 4 000 x g durante 15 min a 4°C. El
sobrenadante fue retirado y las bacterias fueron resuspendidas con 100 ul de TE
10:1 (10 mM Tris'” HCI'® pH 8.0, 1 mM EDTA'® pH 8.0), para la obtencion de ADN
las bacterias fueron lisadas adicionando a cada pozo 3 ul de proteinasa K?® (20
mg/ml) y 5 ul de SDS?' al 10%. Estas placas fueron incubadas a 37°C durante 30
min, Transcurrido este tiempo a cada pozo se agregd 75 ul de una solucion de Fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y la placa se centrifugd a 4000 x g durante 25

min. Empleando un sistema de Dot blot para transferencia con vacio® se transfirieron
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50 ul del sobrenadante de todos los pozos a placas de Nylon?, previo a su
transferencia el ADN fue desnaturalizado agregando 5 ul de una solucion de NaOH
10N a cada pozo. Terminada la transferencia la membrana fue expuesta a luz
Ultavioleta® y lavada con una solucién 6X SSC. Estas membranas fueron incubadas
durante 18 horas con cada una de las sondas segun el caso, lavadas con una
solucion 4X SSC y puestas en contacto con pelicula radiografica durante 96 hrs. Al
término de este tiempo la pelicula fue revelada y conservada para su analisis (75).

Caracterizacion parcial de las bacterias no patbgenas seleccionadas. Las mutantes

seleccionadas en los ensayos de Dot blot, fueron sometidas a una identificacion de
acuerdo a los protocolos descritos por Alton (13). A estas mutantes también se les
realizé un PCR género especifico.

Ensayos de adhesiéon en cultivo celular. Sélo se utilizaron aquellas bacterias

mutantes que fueron escogidas mediante la seleccién negativa. Los ensayos de
infeccion de cultivos se evaluaron mediante tincion con Giemsa. Para realizar esto,
monoestratos de células HelLa y Hep2 con una confluencia del 80% fueron infectados
con 100 ul de una suspension 1x10° UFC/ml de B. melitensis (MOl 200:1)
suspendidas en medio DMEM?® adicionado con 10% de suero fetal bovino. Las
placas fueron incubadas durante 30 min a 37°C con 5% de C02, después fueron
lavadas tres ocasiones con PBS y a cada pozo se le adiciono 300 ul de DMEM. A

diferentes tiempos (2, 4, 8, 12 y 24 horas) los pozos fueron lavados con PBS y las
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células fueron fijadas por 15 min con una solucién de metanol®” al 70% en PBS. Los
pozos fueron tefiidos con Giemsa®® al 10% y observados en un microscopio
invertido®®, para la evaluacion del tipo de adhesion presentada.

Ensayos de adhesion a matriz extracelular. Con el fin de evaluar la adhesion de cada

una de las mutantes a matriz extracelular se utilizé el procedimiento descrito por
Giron y col (70). Para lo cual, colagena®, vitronectina® y fibronectina,® fueron
fijadas en placas de poliestireno de fondo plano para lectura colorimétrica®®, a
concentraciones de 10, 5, 1, 0.1 ug/ml. A cada pozo se le adicionaron100 ul de una
suspension bacteriana (1x10* UFC/ml) y se incubaron por 1.5 h a 37°C. Las placas
fueron lavadas con PBS con 0.05% de Tween 20* y se les adicioné suero inmune de
conejo anti-B. melitensis, a una dilucion de 1/450, dejandose incubar 1.5 hr a 37°C.
Nuevamente las placas fueron lavadas y se adicion6 anti-lgG de conejo marcada con
peroxidasa® a una dilucion de 1/1500, dejandose incubar nuevamente 1.5 hr.
Transcurrido este tiempo las placas fueron lavadas y reveladas con H2O, y ABTS*
en buffer citrato (pH 5.0). Las lecturas de absorbancia a 405 nm fueron realizadas en
un lector de ELISA% a los 25 min.

Ensayos de crecimiento en medios con pH acido. Dado que una de las condiciones a

las cuales se enfrentan los parasitos intracelulares, es la acidificacion de la vacuola
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que los contiene, se evalu6 el crecimiento de las mutantes en medios con pH acido,
para lo cual, cada una de las mutantes fue crecida en 50 ml de caldo Brucella®® hasta
la fase estacionaria (36 h), después se realizaron subcultivos en caldo Brucella con
pH 6.5, 5.5, 5.0, acidificado con acido citrico®®. Estos cultivos se incubaron a 37°C

por 24 horas y después se realizo el conteo de UFC en placas de agar Brucella.
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A SISTEMA DE MUTACION

| 5’-CTAGGTACCTACAACCTCAAGCTT [NK,,] AAGCTTGGTTAGAATGGGI'ACCATG-3'—‘

/

1 2
“me—»-
[NK],,
A g
v

H Resistencia a Kanamicina }—I

K H H K
H = Hind 111 AAGCCT = 5T
K= Kpnl GGTACC E: é\ ’6CT’ 6o

pGP704

19 pb para la insercién del Tn5

Figura 1. Esquema que muestra la composicion de los plasmidos utilizados en la
mutagénesis de B. melitensis. En A se sefala el sitio donde se inserto la secuencia
de marcaje, en uno de los extremos del gen de resistencia a kanamicina. En B se
observa la estructura completa del plasmido, incluyendo origen de replicacion R6K, el
cual es dependiente de la proteina Apir, el sitio RP4 sirve para la transferencia por

conjugacion de este vector.
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Figura 2. Esquema donde se muestra el procedimiento para la seleccion de
mutantes no patogenas. De un banco de mutantes inicial se extrae ADN con el cual
se construyen sondas, las cuales al ser enfrentadas con el banco inicial muestran un
reconocimiento de las 90 mutantes (A). A partir del mismo banco se preparan
inéculos, los cuales son administrados a cuyes, estos animales después son
sacrificados, para la obtencién de érganos de donde son recuperadas bacterias. De
éstas se extrae ADN y se generan nuevamente sondas para hibridacion, las cuales al
ser enfrentadas con el banco inicial no reconocen a las 90 mutantes iniciales
inoculadas (B). La ausencia de una sefial indica la ausencia de una mutante, la cual
no pudo ser recuperada del cobayo ya que portaba una mutacion que limitd su

sobrevivencia, la cual puede ser recuperada del banco original de mutantes.
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RESULTADOS.

Generacion del banco de mutantes de Brucella melitensis cepa 133 e inoculacion en

cuyes. Empleando el banco de 90 plasmidos, seleccionados por sus capacidades de
amplificacion de sondas e hibridacion a la misma temperatura, se generé un banco
de aproximadamente 10 000 mutantes de B. melitensis, las cuales fueron evaluadas
mediante las pruebas de aglutinacion con acriflavina, para seleccionar sélo aquellas
que mostraran un fenotipo liso. De este banco inicial sélo se tomaron 900 mutantes
para generar 10 sub-bancos 90 mutantes cada uno. Cabe aclarar en este punto que
no todas las mutantes fueron evaluadas por su fenotipo liso o rugoso, sélo realizo la
seleccion hasta conseguir 900 mutantes que mostraran un fenotipo liso evidente en
la prueba de aglutinacién con acriflavina. Estos sub-bancos de mutantes fueron
inoculados en cobayos de 500 grs por via intraperitoneal (un cobayo por banco). Los
cobayos fueron sacrificados a las dos semanas y su bazo fue recuperado, macerado
y sembrado en agar Brucella con suero fetal bovino y antibiético. El numero total de
colonias recuperado no fue contabilizado debido a que no era necesario para los
fines de este trabajo; sin embargo, se observaron variaciones en la cantidad de

colonias por caja obtenidas de los distintos cuyes.

Obtencion de ADN de los bancos de mutantes y construccion de sondas. A partir de

cultivos de 50 ml en caldo Brucella se extrajo ADN, a aprtir del cual generaron las
sondas empleadas en los ensayos de Dot blot. Estas sondas fueron primero

visualizadas en geles de poliacrilamida previo a su marcaje radioactivo. Las sondas
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fueron digeridas con la enzima HindD 111*°, para eliminar los segmentos constantes,
dejando solo el segmento intermedio con un tamario de 40 pares de bases, el cual es
diferente en cada transposén (figura 3).

Hibridacion tipo Dot blot con las sondas construidas. Una vez construidas las sondas

con todas las mutantes y con las mutantes recuperadas de cinco cobayos se
procedié a realizar los ensayos de Dot blot. A partir del bazo de uno de los cobayos
no se recuperaron 12 mutantes, las cuales posiblemente no pudieron sobrevivir
dentro del cobayo (figura 4). En los otros animales no fue posible identificar mutantes
no patdégenas debido a que en todos los pozos se observaron sefiales de hibridacion,
algunas muy débiles.

Caracterizacién parcial de las mutantes seleccionadas. Las 12 mutantes

seleccionadas fueron sometidas a las bioquimicas, TSI, urea, SIM, produccién de
H2S en TSA y oxidasa. Todas las mutantes mostraron los resultados caracteristicos
del género Brucella spp, con excepcion de la mutante A20, la cual mostro una
actividad de ureasa débil al igual que una produccion de H,S, probablemente debido
al lento crecimiento mostrado por esta mutante. Todas las mutantes fueron
analizadas mediante las pruebas de crecimiento en fucsina y tionina, no mostrando
resultados diferentes a la cepa silvestre empleada en este trabajo. Por otra parte,
todas las mutantes fueron sometidas a analisis mediante la técnica de PCR para la
amplificacion de un segmento de 300 pb del gen que codifica a la proteina Omp31,
especifica del género Brucella spp. Los resultados obtenidos en esta parte mostraron

amplificacion positiva en todas las mutantes. Las mutantes A11 y A14 fueron
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empleadas para amplificar el gen que confiere resistencia a kanamicina, los
resultados obtenidos muestran una amplificacion positiva en ambos casos.

Ensayos de crecimiento a pH acido. Con el fin de evaluar la capacidad de seis

mutantes no patégenas obtenidas (A11, A14, A20, A24, A32 y A40), de crecer bajo
condiciones de pH &cido, se decidio realizar una prueba de tolerancia a pH de 6, 5.5
y 5.0. Los resultados obtenidos mostraron que sélo la mutante A14 no fue capaz de
crecer a pH 5.5 y 5.0. Las mutantes A11, A20, A24, A32 y A40 si tuvieron la
capacidad de crecer en los medios acidos. Las UFC obtenidas para cada mutante
fueron variables, superando en todos los casos 1 x 10’ UFC/ml. En el caso de la
mutante A20 el crecimiento fue nulo, solo que no fue considerado dada la capacidad
limitada de crecimiento mostrado por esta mutante en medio normal.

Ensayos de sobrevivencia intracelular. Junto con los ensayos de adhesion a células

HelLa se realizaron ensayos de sobrevivencia intracelular. Los resultados mostraron
que las dos mutantes evaluadas A11 y A14 no tuvieron la capacidad de sobrevivir y
replicarse dentro de estas células (ver figura 5).

Ensayos de adhesion en células Hela y Hep2. Previamente Giron y col. (70) habian

mostrado que la adhesion de B. abortus a estas células muestra un comportamiento
localizado. Con el fin de verificar algin cambio en el patrén de adhesion, las
mutantes A11 y A14 fueron empleadas en ensayos de adhesion con células HelLa y
Hep2. Los resultados obtenidos muestran, para la mayor parte de las células, un
patrén de adherencia difuso para B melitensis cepa 133; distinto a la adhesion difusa
en B. abortus, reportada por Girdon y col (70). Es necesario aclarar en este punto que
en algunas células se observé un patron de adherencia localizado. En el caso de las

mutantes A11 y A14, el patron observado correspondié a adhesion difusa. Este
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evento fue apreciado desde las dos primeras horas de infeccion y permanecio a lo
largo del ensayo, aln a las 36 horas donde el nUmero de células desprendidas era
alto (figura 6).

Ensayos de adhesién a matriz_extracelular. Solo se realizaron los ensayos de

adhesion a matriz extracelular con las mutantes A11 y A14. Las lecturas de densidad
Optica obtenidas a los 15 min, con la cepa 133 y las mutantes muestran que no
existen diferencias significativas para el caso de vitronectina y fibronectina. Sin
embargo, en el caso de la coldagena ambas mutantes mostraron una deficiencia en la
adhesién la cual se observé en las tres concentraciones empleadas en este trabajo
(figura 7), esta diferencia fue estadisticamente significativa en ambos casos (P 20.05).
Este comportamiento no se vio afectado por el tiempo en el cual se realizo la lectura,
conservandose la tendencia hasta los 30 min.

Avances en la obtencion de secuencias de los genes interrumpidos por el

transposén. Se extrajo ADN de cada una de las mutantes seleccionadas. Este ADN
fue digerido con la enzima EcoRl, la cual no corta el gen de kanamicina insertado en
cada una de las mutantes. El ADN digerido fue visualizado y purificado de geles de
agarosa. En la purificacion en ADN digerido fue dividido en segmentos de 2-4, 4-6 y
>6 Kbp. Cada uno de los segmentos fue evaluado, mediante PCR, para ver si
contenian el gene de resistencia a kanamicina, los segmentos positivos fueron
clonados en el vector pUC18. Las transformantes fueron sembradas en agar LB con
ampicilina y kanamicina a 50 y 25 ug/ml respectivamente. En un primer ensayo no
fue posible clonar ninguno de los fragmentos que contienen el gen de resistencia a
kanamicina. En un segundo ensayo se tiene pensado utilizar mayores cantidades de

ADN, con el fin de aumentar las probabilidades de clonar el fragmento deseado.
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1 2 3 4 5

Control + Sondas generadas a partir del ADN de
4 sub-bancos, evaluados en cobayos

Sonda
completa

30 pb

Sonda
digerida

Marcador de peso
molecular 10 pb

Figura 3. Foto de un gel de poliacrilamida tefiido con bromuro de etidio, donde se
muestra, la sonda completa sin digerir de 80 pb; el producto de la digestion de 4
sondas generadas a partir del ADN extraido de las bacterias recuperadas en el bazo
de distintos cobayos, se aprecia el producto de 40 pb, y marcador de peso molecular

100 pb (Invitrogene).
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Membrana 1 Control Membrana 2 Control
negativo negativo

Banco total Mutante seleccionada  Mutantes recuperadas
negativamente del bazo

Figura 4. Foto del Dot blot, donde se observan los resultados obtenidos cuando se
evaluaron los dos grupos distintos de sondas. En la membrana 1 (izquierda) se
muestra una hibridacion de todos los pozos, obtenida cuando se emplea en la
generacion de las sondas el ADN de todas las mutantes. En la membrana 2
(derecha) se aprecia la hibridacién de la mayor parte de los pozos, obtenida cuando
se emplea en la construccion de las sondas el ADN de las mutantes recuperadas del
bazo del cobayo. Los pozos carentes de sefial sefialan la ausencia de esa mutante

en los tejidos recuperados del cuye.

35



Ensayos en células HeLa
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Figura 5. Grafica donde se muestra el crecimiento intracelular de las mutantes A11 y
A14 en células Hel.a. Como se aprecia en la figura ninguna de las dos mutantes tuvo

la capacidad de crecer en estas células.
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B melitensis 133. Mutante A11 ' Mutante A14

Figura 6. Ensayos de adhesién a células Hela, donde se observaron distintos
patrones de adhesion. A) B. melitensis cepa 133, B) mutante A11 y; C) mutante A14.
Notese que los patrones no varian considerablemente, excepto por el patrén de
adherencia localizado (fechas) observado en algunas células con B. melitensis cepa

133. Este patron no fue visto con ninguna de las mutantes evaluadas.
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Ensayo de adhesién a colagena
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Figura 7. Ensayos de adhesién a matriz extracelular. Las graficas muestran los
valores de absorbancia (Asps) obtenidos con colagena, vitronectina y fibronectina.
Notese que en el caso de colagena, ambas mutantes mostraron lecturas menores
que la cepa silvestre (P0.05). En el caso de vitronectina y fibronectina no existio

diferencia estadistica.
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DISCUSION.

En este trabajo se presenta una primer evaluacién de 900 mutantes, que conservan
el fenotipo liso. Los resultados obtenidos muestran que el sistema empleado en este
trabajo, es util en la identificacion de mutantes no patdégenas y, con las
modificaciones propuestas en este trabajo, es mucho mas facil de realizar. Las doce
mutantes obteniidas de esta primera seleccion han mostrado su deficiencia en
algunos aspectos relacionados con la sobrevivencia dentro del hospedador, como
crecimiento en medio con pH acido o multiplicacion en células HelLa. Es importante
mencionar que en nuestro ensayo las mutantes fueron seleccionadas por conservar
un fenotipo liso (detectable por la prueba de aglutinacidbn con acriflavina y
corroborado con la prueba de tincidn con cristal violeta). La idea de esta preseleccion
de mutantes fue, basicamente, intentar identificar genes no relacionados con la
formacion del LPS, dado que para Brucella spp, es ya conocido el hecho de que las
mutantes rugosas de variedades lisas tienen disminuida su virulencia. Cabe aclarar
en este punto que las 900 mutantes evaluadas no eran todas con fenotipo liso de las
10 000 mutantes del banco inicial. El empleo de 900 mutantes obedecié mas bien a
cuestiones de espacio disponible para el alojamiento de animales en los ensayos

biologicos.

En la comprensién de la patogénesis a nivel molecular de las infecciones bacterianas
y virales, cada vez es mas necesaria la identificacion de los genes que codifican para
las proteinas responsables de la virulencia de los microorganismos de interés. Esta
situacion ha cambiado incluso el enfoque de estudio tradicional de las enfermedades

infecciosas y actualmente se habla de los postulados moleculares de Koch (78). En
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el presente trabajo se adaptd una metodologia, descrita para Salmonella entérica,
para la identificacion de genes de virulencia en el género Brucella spp. Esta
metodologia permitié la identificacion de una islas de patogenicidad en Salmonella
enterica serovar Typhimurium. Su empleo en B. melitensis, realizado en este trabajo,
ha permitido la identificacion de 12 mutantes no patdgenas, como ya se ha
mencionado. En la adaptacién se han propuesto dos modificaciones sustanciales que
permiten que este sistema sea mucho mas eficiente. La primera de ellas consistié en
hacer una seleccion de un banco de 90 plasmidos, para la generacion de mutantes,
con base en su capacidad de hibridar bajo las mismas condiciones. Este evento
incluybé el hecho de que las regiones variables contenidas en cada uno de los
plasmidos fuera amplificada eficientemente. Es decir, dado que en la construccion de
las sondas se utilizo ADN obtenido de los 90 plasmidos en conjunto, en los casos en
los cuales una de las regiones variables no hubiese sido amplificada en la PCR, su
ausencia seria evidente con los resultados obtenidos en los ensayos de Dot blot. De
esta forma se pudo tener un banco de plasmidos, con el cual la amplificacion de
todas las regiones variables era constante y, como ya se menciond, las condiciones
de hibridaciéon muy similares. La construccién de este banco de plasmidos fue crucial
en la identificacion de las mutantes no patdégenas, dado que en este momento se
tenia la certeza que las sefiales ausentes se debian a que estas mutantes no se
encontraban en los tejidos del cobayo infectado experimentalmente, y no a fallas al
momento de la hibridacién o la amplificacién. La segunda modificacion propuesta
consiste en la utilizacion de iniciadores que amplifican la region variable, para la

generacion de las sondas, que tienen una temperatura de alineamiento (TM) mas
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alta que la reportada por Holden (74), lo que permite que la inespecificidad, sea

eliminada y que no existan amplificaciones inespecificas con el ADN de Brucella spp.

Con estas dos modificaciones, este sistema fue empleado para la generaciéon de
mutantes en B. melitensis cepa 133, las cuales fueron inoculadas en cuyes. Este
modelo animal ya ha sido usado previamente como modelo experimental en la
brucelosis. En la infeccién se empled una dosis de 1 x 10° UFC/ml, que aunque alta
en comparacion con la empleada en ratones (1 x 10* UFC/ml), fue necesaria dado
que el in6culo era una mezcla de bacterias mutantes y se debia de tener la certeza
de que la ausencia de crecimiento dentro de hospedero no fuera resultado de una
dosis no infectante. Con esta dosis los cobayos enfermaron y se pudo lograr de ellos
el aislamiento de varias mutantes del bazo. El aislamiento de las mutantes fue
facilitado por el hecho de que cada una ellas tiene resistencia a kanamicina y 4cido
naladixico. Aunque las placas de agar brucella, donde se sembraron las muestras de
bazo, mostraron crecimiento de una variedad de colonias blancas pequefias. Sin
embargo, esto no representd un problema, ya que aun en presencia de
contaminantes los iniciadores disefiados en este trabajo, solo amplifican la region

variable de la secuencia que marca a cada una de las mutantes.

El hecho de saber que todas las mutantes fueran lisas fue util en la seleccion de
pruebas que se aplicarian a aqguellas mutantes seleccionadas en los ensayos con los
cuyes. Es decir no se evaluo la sensibilidad a péptidos catiénicos y la resistencia al
complemento ya que estas caracteristicas no se asocian a la presencia de LPS, y

todas nuestras mutantes lo tenian. En su lugar se decidié evaluar la capacidad de
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crecimiento a pH 4cido, la capacidad de adhesion a células epiteliales y la capacidad
de adhesion a componentes de la matriz extracelular. Mas pruebas para su
evaluacion seran necesarias como crecimiento en macréfagos murinos y humanos.
De igual forma se necesitard cada una de las secuencias de los genes interrumpidos
con el transposon TnY, en la obtencién de estas secuencias también se han hecho

modificaciones que facilitaran la obtencion de las mismas.

Las 12 mutantes fueron caracterizadas con las pruebas bioquimicas descritas para
este género, los resultados obtenidos en esta parte nos permitieron identificar una
mutante cuyo crecimiento estaba reducido en medios de cultivo. La ausencia de esta
cepa en los tejidos del cobayo se debe basicamente a su lento crecimiento, mas que
a la ausencia de gen relacionado con su virulencia, aunque se debe de considerar
que la virulencia es el resultado de dos condiciones: la capacidad del
microorganismo para crecer bajo las condiciones del hospedero y factores de
virulencia que existan en el microorganismo estudiado. En el caso de la mutante A20,
la hipotesis seria, que si no tenia la capacidad de crecer en medios especificos para
Brucella, mucho menos lo podria hacer bajo las condiciones adversas encontradas
dentro del hospedero. Para el resto de las mutantes ésta no fue una limitante ya que

todos crecian de forma muy similar a la cepa silvestre en agar y caldo Brucella.

Otra de las mutantes, la identificada como A14, perdié su capacidad de crecimiento
en medio con pH acido, una condicién que es encontrada dentro de los macrofagos.
Reportes previos sobre este aspecto han mostrado, por una parte, la capacidad de B.

melitensis y B. abortus para crecer a pH de hasta 5.5 y, por otra, la induccion
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diferencial de proteinas bajo estas condiciones. Algunas de estas proteinas con
expresion diferente son DnaK (79) y HdeA (80). En el caso de DnaK se ha mostrado
que su expresion es aumentada bajo condiciones de estrés no solamente acido, sino
oxidativo, incluso cuando este gen fue mutado en B. abortus la virulencia se redujo.
Por otra parte, recientemente se ha descrito que B. abortus carente de HdeA muestra
una sensibilidad mayor a pH é&cido; sin embargo el comportamiento de esta cepa en
ratones no muestra diferencias en comparacion con la cepas patdgenas. En nuestro
caso debemos de considerar que la mutante sensible a pH acido no tuvo la
capacidad de crecer dentro del hos_pedero. Otras de las mutaciones que pueden
llegar a afectar la sobrevivencia de Brucella spp a pH acido son aquellas que afectan
los activadores transcripcionales directamente involucrados con la respuesta al

estrés en estos microorganismos, tal es el caso del factor hfq.

En lo que respecta a los ensayos de adhesion, las dos mutantes evaluadas no
mostraron diferencias evidentes con la cepa silvestre de B. melitensis 133. Sin
embargo no se observd el patrén de adherencia localizada reportada por Giron y col,
en B. abortus. El patron de adherencia para el caso de la cepa silvestre fue difuso,
con algunas células con adhesién localizada. Esta diferencia en los patrones de
adhesion podria deberse a la forma en la cual se interpretan los resultados dado que
para algunas células es dificil establecer el tipo de adhesion que se esta observando.
Este comportamiento no fue igual cuando se evaluo, la capacidad de adherirse a
matriz extracelular. En este caso ambas mutantes mostraron una capacidad reducida
de adherirse a colagena, a diferencia de la cepa silvestre. La importancia de este

evento en la patogénesis de la Brucelosis no se conoce aun. Recientemente, Giron y
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col. han reportado la capacidad de adhesién de B. abortus a diferentes componentes
de la matriz extracelular. La importancia que tiene este evento en la patogénesis de
microorganismos intracelulares, se ve ejemplificada por N. gonorrhoeae donde la
adhesion a vitronectina permite la invasion a células Hela (81). Por lo tanto, se
asume que la adhesion de Brucella spp a componentes de la matriz extracelular
pudiera ser importante en la diseminacién y colonizacién del microorganismo a
diferentes o6rganos vy tejidos, sin embargo se requieren de mas trabajos para

comprobar esta hipotesis.

Finalmente, se debe de considerar que la virulencia es el resultado de la expresion
coordinada de varios genes, el resultado de que uno de ellos no esté puede afectar
la capacidad de replicaciéon y por lo tanto da lugar a la eliminacion del

microorganismo del hospedador.
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CONCLUSIONES

El sistema de Seleccion Negativa, es una metodologia util en la identificacion de

mutantes no patdégenas en Brucella melitensis, con las modificaciones sugeridas en

este trabajo.

La adhesion a matriz extracelular podria estar relacionada con la patogenia de

Brucella melitensis dentro del hospedador.
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