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RESUMEN

La brucelosis es una zoonosis causada por bacterias del género Brucella,
sin embargo, B. melitensis es una de las especies mas virulentas. Su poder
patdgeno es activado en respuesta a la expresion organizada y coordinada en
tiempo y espacio de factores de virulencia que participan en el encendido y
apagado de Quorum Sensing (QS), que contribuyen al establecimiento de la
enfermedad. Por lo que en este trabajo se identificd el patron de expresion de
MRNA de los genes VjbR, virB2, fliC, fliF, aibP, omp31, rbsB (SP29) y ugpB
(SP41) y en B. melitensis aislada de humano (H18) y B. melitensis 16M durante la
fase de crecimiento exponencial. Con este fin, se establecieron las curvas de
crecimiento de ambas cepas en caldo BrucellaBUAP, 37 °C / 20 h. La expresion
de mRNA se evalu6é mediante RT-PCR a las 2, 6, 8 y 12 h (fase exponencial). Los
amplicones obtenidos en cada punto de la curva fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. La densitometria para cada mRNA fue
normalizada con mRNA BMEIO861 y analizada con el software Digitl.2. Los
resultados demostraron diferencias en la expresion de genes vjbR y aibP, y genes
gue codifican para factores de virulencia como virB2, fliF y fliC, asi como, para el
componente de membrana externa ugpB, en B. melitensis M16 y B. melitensis
(H18) entre las fases temprana y tardia logaritmica, y una mayor expresion de la

cepa aislada de humano en comparacion con la cepa de referencia.

Los resultados obtenidos sugieren que los cambios que se presentan en el
medio de cultivo a lo largo de la fase logaritmica pueden modular la expresion de
genes involucrados en la virulencia y en el sistema QS. La fase logaritmica
temprana se caracterizé por el incremento de factores de virulencia a diferencia
del final de la fase logaritmica en la cual se identificé un efecto opuesto, marcado
por el incremento de la expresion del gen aibP, que esta relacionado con la
disminucion de la expresion de los genes VvjbR, virB2, fliF y fliC. Asi también, es
posible que la cepa humana tenga una mayor capacidad para sobre-regular la
expresion de estos genes, en comparacion con la cepa de referencia, lo que

podria influir en sus capacidades virulentas.



1. INTRODUCCION

Brucella melitensis es una bacteria patdgena intracelular, Gram-negativa,
perteneciente al género Brucella, responsable de la brucelosis, es el principal
agente causal de la brucelosis humana, cominmente es de origen zoongtico, y
afecta a animales de vida silvestre y domésticos [1,2]. La virulencia de esta
bacteria se basa en su extraordinaria capacidad para adaptarse a diversos
ambientes estresantes y modular la respuesta inmune innata del huésped [3,4].

Brucella cuenta con sistemas reguladores como el quorum sensing (QS)
gue le permiten activar una regulacion fina de la expresion genética en tiempo y
espacio especificos para responder a los desafios del medio ambiente [5]. El QS
es un sistema regulador que permite una reprogramacion genética en respuesta a
la sefalizacion de pequefias moléculas difusibles denominados autoinductores
(Al) que son producidas Yy liberadas por las bacterias, en Brucella se ha
identificado a la molécula autoinductora N-acil-homoseril-lactona (AHL), aunque se
desconoce a la AHL-sintasa que la produce, se ha documentado en bacterias
gram negativas a N-dodecanoil homoserina lactona (C12-HSL), la cual al alcanzar
un nivel umbral de su concentracion, durante el crecimiento in vitro, su efecto
puede ser difundido mediante su unién a un regulador transcripcional de tipo LuxR

como VbR que forma parte del QS [6].

V|bR juega un papel importante en el desarrollo de los mecanismos de
patogenicidad activados por Brucella para regular la respuesta al estrés, asi como
el metabolismo y la virulencia. Estos efectos pueden modularse mediante la
transcripcion de factores de virulencia como el operon virB, que codifica para el
sistema de secrecidn de tipo cuatro (T4SS), cuya expresion es fundamental para
la maduracion de la vacuola que contienen Brucella (BCV) a su nicho replicativo

[3].

El regulador VjbR ha sido estudiado in vitro e in vivo, principalmente en
cepas de referencia, y se ha demostrado que de igual manera controla la
expresion de genes flagelares como fliF y fliC en puntos especificos de la curva



de crecimiento principalmente en la fase logaritmica temprana y se ha descrito

estan relacionados con el proceso cronico de la infeccion [7].

VjbR también influye en la modificacion de los componentes de la
membrana externa como Omp31, Omp25 y Ompl0 [8]. Omp31l destaca como
potente factor de virulencia al prevenir la liberacion del TNFa de macréfagos [9] vy
se ha mostrado que esta involucrada en el exporte de polisacaridos durante la
conformacion de biopeliculas en la parte final de la etapa estacionaria [7] mientras

gue su expresion en la fase logaritmica es constante.

De igual manera las proteinas de superficie SP41 (ugpB) y SP29 (rbsB)
asociadas a la adherencia e invasion a células eucariontes [10] son considerados
factores de virulencia en Brucella. Los antecedentes sugieren que SP29 esta
unida a membrana externa, también se ha encontrado como componente de
vesicula de membrana externa (OMV’s) liberadas por B. melitensis [11], estos
hallazgos pueden relacionarse con la expresion constante del gen rbsB

identificada en la fase logaritmica.

Adicionalmente, se ha descrito que la actividad transcripcional de VjbR es
modificada por C12-HSL, el cual es capaz de reprimir la transcripcion del operon
virB y de genes flagelares como fliF. In vitro, la regulacion del QS también es
debido a la expresion de aibP, que codifica una proteina homéloga a las AHL-
acilasas de varias especies bacterianas. Por lo tanto se propone que Brucella
melitensis también es capaz de un auto " apagado de quorum" [6]. AibP al tener
un papel de regulador negativo de la virulencia se expresa mas en la etapa final de
la fase logaritmica de crecimiento con un aumento casi exponencial en su

expresion.



2. JUSTIFICACION

Bacterias del género Brucella son los agentes etiolégicos de la brucelosis,
una enfermedad cronica que afecta a mamiferos marinos y terrestres, que
potencialmente pueden transmitirla al humano. Aunque aln se desconocen
detalles del ciclo biolégico de este patdgeno, asi como los mecanismos mediante
los cuales sobrevive ante un medio ambiente adverso, se sabe que Brucella
desarrolla estrategias importantes que involucran la expresion de factores de
virulencia y la activacion del sistema quorum sensing, en condiciones especificas
gue se han descrito en cepas de referencia. De este modo, diversos reportes han
evidenciado el papel de importantes moléculas como C12-HSL, VjbR, proteinas
del sistema de secrecion tipo IV y la expresion de genes flagelares durante el
establecimiento y persistencia del proceso infeccioso. Sin embargo, debido a que
la adaptacion y establecimiento de Brucella requiere una compleja regulacion y
modificacion de la expresion de factores de virulencia y sistemas de censado del
medio en tiempo y espacio especificos, en este trabajo analizaremos los patrones
de expresion del mMRNA de estas proteinas en una cepa aislada de humano de B.

melitensis contra una cepa de referencia.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar los patrones de expresion del mRNA de genes relacionados con
factores de virulencia y quorum sensing en la bacteria Brucella melitensis aislada

de humano y compararlos con la cepa de referencia B. melitensis 16M.

3.2 Objetivos particulares

e Realizar el aislamiento de B. melitensis de humano, corroborando su
identificacién especie-especifica mediante analisis microbiolégico (tincion
de Gram, Tincion Ziehl-Neelsen, pruebas bioquimicas y crecimiento en
medios con colorante) y por PCR multiple Brucella-ladder v2.0.

o Establecer las curvas de crecimiento de las cepas de referencia y aislada
de humano en caldo BrucellaBUAP, identificando las distintas fases
mediante espectrofotometria y estableciendo las unidades formadoras de

colonias (UFC) a lo largo de la curva.

e Evaluar la expresion de los genes vjbR, virB2, fliC, fliF, aibP, omp31, ugpB
(SP41) y rbsB (SP29), en la fase de crecimiento exponencial para la cepa

de referencia B. melitensis 16M y B. melitensis aislada de humano.

e Comparar los patrones de expresion del mRNA de los genes referidos
previamente bajo las mismas condiciones de cultivo establecidas para
ambas cepas (B. melitensis 16M y B. melitensis aislada de humano),

durante la fase exponencial de crecimiento.



4. MARCO TEORICO

4.1 Brucelosis

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa causada por especies
del género Brucella, conocida también como fiebre de Malta, fiebre ondulante,
fiebre del Rio Grande y fiebre del Mediterraneo. Esta enfermedad afecta a
animales mamiferos salvajes y domeésticos, causandoles aborto y esterilidad, lo
gue produce enormes pérdidas econOmicas, ademas de ser una de las

enfermedades zoonoticas bacterianas mas comunes en todo el mundo [12-14].

El género esta conformado por 11 especies reconocidas que infectan a
diferentes tipos de animales estas son B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis,
B. ovis, B. neotomae, B. pinnipedialis, B. ceti, B. microti, B. inopinata y B. papionis,
[15,16]. Sin embargo, las primeras tres son las que se han identificado como

principales causantes de la brucelosis humana.
4.2 Manifestaciones clinicas

Los sintomas clinicos de la brucelosis son inespecificos, sin embargo,
comunmente incluyen fiebre ondulante, cansancio, sudoracion nocturna, dolores
de cabeza, escalofrios, malestar general, dolor de cabeza y debilidad. En algunas
ocasiones se pueden presentar alteraciones gastrointestinales, nerviosas,
hiperplasia de los ganglios linfaticos, bazo e higado. Es importante considerar que
se debe sospechar de brucelosis humana en aquellos individuos que sean
originarios de zonas endémicas o hayan permanecido un tiempo en ellas, haber
ingerido productos lacteos no pasteurizados, o hayan estado en contacto con

animales portadores [2,17].

4.3 Epidemiologia

La amplia distribucion de las bacterias del género Brucella alrededor del
mundo, se debe a su gran capacidad de adaptacion a diferentes ambientes. Se

estima que ocasiona mas de 500,000 nuevos casos humanos reportados por afo



sin embargo, prevalece principalmente en los paises en vias de desarrollo de
Latino América, Medio Oriente, Africa y Oeste de Asia; afectando mas a Siria y
Mongolia [18,19].

En México la brucelosis es un padecimiento sujeto a vigilancia
epidemioldgica y de notificacion obligatoria. En los ultimos afios se han registrado
12,200 casos de brucelosis con un promedio anual de 2,400 casos [20]. Sin
embargo, Godfroid en el 2005 sefiala que estas cifras no reflejan el verdadero
panorama de la enfermedad y se calcula que en muchos paises en vias de
desarrollo la incidencia puede ser hasta 25 veces mayor.

Annval incidence of brucellosis
per 1000 000 population

M >500

[ 50-500 cases ki
M 10-50 7/
] 2-10

m<2

ibily endemic, no data ; =
. .~ Mas de 500.000 casos nuevos por afio
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Figura 1. Mapa global de brucelosis humana [1].



4.4 Diagnéstico de brucelosis

Para diagnosticar la enfermedad se aplican varios criterios como es el
historial clinico, la sintomatologia, la deteccién de anticuerpos especificos en el
suero del paciente [21,22], para la identificacidn de especie se emplea la lisis por
fagos que son especificos de Brucella [12]; igualmente para la confirmacion
microbiolégica es necesario el aislamiento del microorganismo y su
caracterizacion microscopica mediante morfologia colonial, tincion de Gram vy
Ziehl-Neelsen, crecimiento en medios con colorantes y antibiéticos [17] ademas de
pruebas bioquimicas, como confirmacion definitiva se tiene el analisis de muestra
por técnicas moleculares como PCR y sus variantes como la PCR multiple
Brucella-ladder v2.0 [23,24].

4.5 Caracteristicas microbiologicas de Brucella spp

El género Brucella esta conformado por bacterias patdgenas intracelulares
que pertenecen al grupo a-2 proteobacteria, son bacilos Gram-negativos, miden
de 0.5 a 1.5 um de longitud, inmdviles, anaerobios facultativos, de crecimiento
lento, no poseen capsulas ni forman esporas. Tienen un metabolismo oxidativo
basado en la utilizacion de nitratos como aceptores de electrones (reducen los
nitratos a nitritos excepto Brucella ovis). Son catalasa, oxidasa y ureasa positivas,
en general no fermentan los azlcares, no utilizan el citrato, no producen indol, no
producen acido ni gas en medio TSI [25]. Debido a las caracteristicas estructurales
de Brucella esta tiene la capacidad de crecer en medios solidos con colorantes
como fucsina basica, tionina, safranina y violeta de etilo dependiendo de la
especie, su temperatura optima de crecimiento es de 37°CenunpHde 6,6 a7,4y
a pesar de ser considerada un organismo fastidioso por sus requerimientos en el

cultivo puede crecer en medios nutritivos minimos [17].

4.6 Estructura de la envoltura celular de Brucella spp

La envoltura celular de la bacteria esta formada por membrana interna,

espacio periplasmatico y membrana externa responsable de la forma e integridad



osmoética de la bacteria (Figura 2). La membrana externa contiene distribuidos
asimétricamente, fosfolipidos, proteinas y un lipopolisacéarido (LPS) denominado
también endotoxina, el cual es el componente mas abundante y estudiado

considerado el principal antigeno [26].
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Figura 2. Envoltura celular de Brucella spp [27].

Las proteinas de membrana externa (OMP por sus siglas en inglés) de
Brucella pueda estar en contacto con el LPS. Se han reconocido algunas OMPs
gue se clasifican en tres grupos de acuerdo a sus masas moleculares siendo el
grupo 1 conformado por proteinas de 89-94 kDa, el grupo 2 o porinas conformado
por proteinas de 36-38 kDa y en el grupo 3 se han descrito a las proteinas de 25-
27 y 31-34 kDa. Las OMPs son menos accesibles en las cepas lisas que en las
rugosas debido al impedimento estérico de las cadena O del LPS de las primeras
Algunas son de expresion constitutiva, sin embargo, ciertas OMPs como Omp 25

se expresan en los procesos infecciosos [26,27].
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4.7 Patogenicidad de Brucella spp

Si bien, no han sido completamente elucidados los mecanismos por los
cuales Brucella causa dafio a su huésped [28], se ha descrito que es capaz de
adherirse y penetrar rdpidamente las membranas mucosas como conjuntivas, oro
nasales, o la piel lesionada, para entrar al sistema linfatico, llegar a los ganglios
regionales correspondientes y entrar al torrente sanguineo hasta alcanzar a
células fagociticas o no fagociticas, a las que se adhiere gracias a las
caracteristicas particulares de su membrana como son la presencia de proteinas
con funcion de adhesina [14,17]. La membrana plasmatica se asocia a balsas
lipidicas para que Brucella logre penetrar la célula. La interaccion bacteria-célula
huésped permite inducir una serie de sefiales intracelulares, para facilitar la
invasion y replicacion intracelular [29]. Si bien, los macréfagos son eficientes en
matar de 80-90% de las bacterias en las primeras horas de la infeccién, aquellas
gue logran resistir la muerte son capaces de sobrevivir, replicarse y permanecer
resguardadas de los mecanismos de defensa del huésped, lo que contribuye al

desarrollo crénico del proceso infeccioso [3,30].

Después de invadir a la célula hospedera, Brucella se localizan dentro de un
compartimento rodeado por una membrana, llamado vacuola que contiene
Brucella (BCV), que se asocia con marcadores endosémicos tempranos Yy tardios.
El trafico de la BCV es regulado por proteinas efectoras que se ha propuesto
podrian ser secretadas por el sistema de secrecion tipo 4 (T4SS), las BCVs no se
fusionan con los lisosomas (catepsina) (Figura 3), pero adquiere el marcador
proteina de membrana asociada a lisosoma (LAMP-1). Asi el patégeno es capaz
de replicarse en BCVs estrechas marcadas con calreticulina, un marcador de
reticulo endoplasmico, durante este trafico las bacterias requieren la sintesis de
varios factores de virulencia [29,30]. A las 48 a 72 h después de la infeccion, el
patégeno se encuentra en una BCV autofagica (aBCV). Finalmente, la bacteria

sera liberada de la célula mediante un mecanismo posiblemente litico [31].
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Figura 3. Modelo de trafico intracelular de Brucella en macréfagos [31].

4.7.1 Moléculas producidas por Brucella relacionadas con la

patogénesis

Diversos componentes de Brucella estan involucrados con su virulencia, y
estan relacionados con su capacidad para entrar, sobrevivir y replicarse dentro de
células como macrofagos y polimorfo nucleares y células epiteliales sin restringir
las funciones celulares basicas o inducir la muerte celular programada,
produciéndole al huésped complicaciones con tendencia a la cronicidad y
dificultades en su tratamiento [32]. A diferencia de otros patégenos intracelulares,
las especies de este género no poseen los factores de virulencia tradicionales

como son los plasmidos, produccién de exotoxinas o capsula [3,33].

El esquema patogénico de Brucella es multivalente e involucra a diversos

factores de virulencia que pueden ser componentes de la membrana externa (ME)
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como el LPS y proteinas de ME, adhesinas/invasinas requeridas para la adhesion
e internalizacion del huésped, también se han identificado sistemas involucrados
en la respuesta de Brucella al medio ambiente, el sistema doble componente
BvrR/BvrS, el T4SS, y genes flagelares [7] requeridos para la persistencia del

patdgeno dentro de su huésped [29,34].

El lipopolisacarido liso (sLPS) juega un papel importante en la virulencia de
Brucella, pues las cepas lisas son mas patdgenas que las rugosas. Las
caracteristicas de su sLPS no son convencionales, es poco toxico y pobre inductor

de la respuesta inmune del huésped [29].

El sistema de regulacion doble componente BvrR/BvrS (regulador de
virulencia de Brucella) conformado por una proteina cinasa censora y un regulador
de la respuesta [35] que controlan la expresidon de mdltiples determinantes
moleculares importantes para el establecimiento intracelular como es la

modulacion de proteinas de ME [29,36].

V|bR es un regulador transcripcional que pertenece a la familia LuxR,
importante factor de virulencia por su conocido papel en la regulacién del operon
virB y de la expresion de genes flagelares, importantes en el establecimiento de la
infeccién. Contiene un dominio de union a DNA y un dominio de unién a
homoserina-lactona, por medio del cual es capaz de participar en la respuesta
desarrollada por el sistema regulador quorum sensing [6]. De este modo, VjbR es
un regulador que funciona en respuesta a los cambios de densidad celular [38].

Durante la infeccion Brucella produce el T4SS (Figura 4), cuya activacion es
crucial en la supervivencia y la replicacion, por ejemplo, durante las interacciones
y los eventos de fusion entre las BCVs y RE, previniendo la fusion con el lisosoma.
Es capaz de transportar moléculas efectoras a través de la membrana de la BCV,
es codificado por el operon virB (virB1-12) y su expresion esta bajo control del

regulador transcripcional VjbR (Figura 5) [31,37].
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Figura 4. Estructura del T4SS codificado por en operon virB.

-55 -37
Figura 5. Regulacion del operon virB mediante el regulador transcripcional VjbR.

Ademas del conocido papel del LPS en la interaccion con la célula
hospedera y la internalizacion, proteinas asociadas a la superficie como son las
proteinas de 41 kDa (SP41) y 29 kDa (SP29), han llamado la atencion por mediar
la interaccion de Brucella con células fagociticas y no-fagociticas. Estos hallazgos
mostraron la importancia de SP41 (ugpB) y SP29 (rbsB) en la interaccién con el

acido sialico presente en la superficie de células eucariontes, y se ha sugerido que
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esta actividad podria facilitar la colonizacidon e invasion, también hay que recordar
gue SP41 produce un transportador tipo ABC de ribosa (proteina periplasmica de
union de ribosa). Las dos proteinas antes mencionadas participan como factores

de virulencia para la bacteria facilitando la infeccion (Figura 6) [10,11,39].

{ N\
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Figura 6. Internalizacion de Brucella en macréfagos [40]

Omp31, importante proteina estructural de ME. Destaca como potente factor
de virulencia al prevenir la liberacién del TNFa de macrofagos [9] se ha mostrado
gue esta involucrada en el exporte de polisacaridos durante la conformacion de
biopeliculas, estrategia que en ambientes extracelulares puede estar relacionada
con mecanismos de resistencia [38,41].

La expresion de genes flagelares en Brucella ha sido de gran interés debido
a que hasta 2002, Brucella era conocida por no presentar movilidad [42], pero
poco después se reportd que bajo condiciones de crecimiento especificas in vitro,
durante la fase exponencial temprana, era capaz de ensamblar todo el aparato
flagelar y que su expresion también era inducida en el proceso infeccioso en
ratones, en donde se demostr0 que mutantes de varios genes flagelares
presentaron virulencia disminuida y no eran capaces de desarrollar el proceso
cronico, lo que ha llevado a reconocer al flagelo como otro factor de virulencia

importante para Brucella [5,7].
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También se ha reportado que los genes que codifican para los
componentes basales fliF (anillo MS) y distales fliC (flagelina) del aparato flagelar
de B. melitensis son inducidos en un medio enriquecido en la etapa logaritmica
temprana de crecimiento de la bacteria. En esta condicién experimental puntual se

observd por microscopia electronica una estructura semejante a un flagelo polar

[7].
4.8 Generalidades del Quorum Sensing en las bacterias

Los seres vivos tienen sistemas de comunicacion intercelular que les
permiten relacionarse entre si y con el medio ambiente. Durante mucho tiempo se
pensd que estos sistemas de comunicacion eran propios de los organismos
pluricelulares, y que no existian en los microorganismos. En el afio 1977,
estudiando el fendmeno de la bioluminiscencia en bacterias del género Vibrio spp.,
define el término autoinduccion [43], que en 1994 es modificado por el de “Quorum
Sensing” (QS) [44,45]. Quedando definido como: “El mecanismo bacteriano de
comunicacion intercelular que controla la expresion génica en funcion de la

densidad celular”.

Desde el afo 1994 hasta la actualidad, se han descrito numerosos
procesos fisioldégicos regulados por quorum sensing [46], tales como
bioluminiscencia, biofilms, metabolismo, induccién del proceso de esporulacion,
produccion de exopolisacaridos, movilidad y principalmente produccion de factores

de virulencia por microorganismos patdgenos en humanos, animales y vegetales.

Las bacterias desarrollan el QS para liberar moléculas que actian como
sefiales quimicas, las cuales son conocidas como autoinductoras (Al) cuya
concentracion externa aumenta en funcion del aumento de la densidad poblacional
de células. Las bacterias detectan la acumulacion de una concentracion umbral
minima de estos Al y alteran su expresion génica, por lo tanto, su comportamiento.
Utilizando estos sistemas de respuesta a la sefial, las bacterias sincronizan

comportamientos particulares en toda la poblacion.
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Existen diferencias en los sistemas del QS en las bacterias, debido a que
cada microorganismo ha optimizado sus capacidades para promover su
supervivencia en el nicho especializado en que cada especie particular de bacteria
reside. Asi, los tipos de sefiales, receptores de traduccién de sefial y genes
blancos de cada sistema de QS reflejan la biologia Unica de cada especie

bacteriana en particular.

4.8.1 Generalidades del Quorum Sensing en las bacterias Gram-

negativas

El primer sistema de deteccion de quorum descrito es el de la bacteria
Vibrio fischeri, y se considera el modelo clasico de QS en la mayoria de bacterias
Gram-negativas. V fischeri coloniza el 6rgano luminoso del calamar hawaiano
Euprymna scolopes, en este érgano, las bacterias crecen a altas densidad para
inducir la expresion de genes necesarios para la bioluminiscencia. El calamar
utiliza la luz producida por las bacterias para enmascarar su sombra y evitar la

depredacion, existe una simbiosis entre parasito-huésped [47].

The LuxR-AHL AHL (D QS-regulated
transcriptional virulence factors
co-activator

AHL @
receptor

luxA-E operon

Figura 7. Modelo basico de Quorum Sensing en las bacteria.
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Dos proteinas, Luxl y LuxR (reguladores transcripcionales) controlan la
expresion del operon luciferasa (luxICDABE) requerido para la produccion de luz.
Luxl es la sintasa de Al, que produce el autoinductor acil-Homoserina lactona
(AHL) (Figura 7) (Engebrecht y Silverman 1984), y LuxR es activador del receptor
citoplasmico que induce la transcripcion de genes blanco. Después de la
produccion del Al, el AHL difunde libremente dentro y fuera de la célula y aumenta
su concentracion en base al crecimiento de la densidad bacteriana [49]. Cuando la
molécula sefial alcanza una concentracion umbral critica, el complejo LuxR-AHL
activa la transcripcion del operén que codifica para la luciferasa [50].
Adicionalmente, el complejo LuxR-AHL también induce la expresion de luxl,
presente en el operon (Figura 8). Esta configuracion reguladora inunda el
ambiente con la sefial, esto crea una asa reguladora positiva para toda la
poblacién que favorece la produccion de luz. Un gran numero de otras bacterias
de la familia a2-proteobacteria Gram-negativas poseen proteinas de tipo LuUxR vy

se comunican con senales AHL.

Vibrio fischeri
Low cell density High cell density

Gene expression

A

> Light
. luciferase

Figura 8. Mecanismo de Quorum Sensing de Vibrio fischeri en presencia de alta densidad

poblacional [48].
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4.9 Quorum Sensing en B. melitensis 16M

Durante la infeccién, Brucella spp. se enfrenta a una amplia diversidad de
ambientes y mecanismos de defensa del huésped, ya sea en el ambiente intra o
extracelular el éxito de su establecimiento depende de la regulacién fina de la
expresion genética en respuesta a estimulos especificos del entorno bacteriano, lo
gue es posible mediante la activacion de sistemas reguladores que permiten
realizar una reprogramacion genética, sincronizando la expresion de genes para
controlar y activar respuestas dentro de una poblacion bacteriana, un ejemplo de
estos sistemas es el quorum sensing antes mencionado que es capaz de inducir
estos efectos ante la presencia de moléculas pequefias de sefializacion llamadas
autoinductores (N-acil-homoserina lactonas, AHLS), los cuales son producidas y
liberadas por la propia bacteria. Para el género Brucella, el QS ha sido
documentado en las cepas de referencia B. melitensis 16M y B. abortus 2308, y se
ha destacado su participacion importante en la virulencia [8].

Sin embargo, es importante sefialar que el QS en Brucella conforma un
sistema no clasico, ya que QS fue descrito primero como un sistema de control
dependiente de la densidad poblacional. Sin embargo, las concentraciones del
autoinductor pueden ser afectados por numerosos parametros como la difusion,
distribuciébn 'y en espacial la degradacion. Estos Ultimos factores son
especialmente relevantes dada la localizacion intravacuolar de Brucella spp. en
células del huésped y la activacion de QS en Brucella no depende netamente de la
densidad poblacional ademas de se ha identificado que la concentracion de AHL
es muy baja a comparacion de otras bacterias, por esto se dice que el QS en
Brucella es no clasico [6].

Alun cuando Brucella produce una baja concentracibn de AHLs, se ha
identificado a N-dodecanoil homoserina lactona (C12-HSL) (Figura 9) que se
encuentra en la bacteria en concentracion de 1 nM. Cuando se alcanza un nivel
umbral de su concentracion durante el crecimiento in vitro, C12-HSL se une al

regulador transcripcional y proteina de censado del QS, VjbR [6].
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Figura 9. Estructura quimica del autoinductor de tipo AHL, C12-HSL.

V|bR actia como regulador de la respuesta al estrés, metabolismo y
virulencia, que a su vez modifica la transcripcion de factores de virulencia como el
operon VvirB y genes flagelares como flgg, fliF y fliC, asi como del regulador
maestro flagelar FtcR y es capaz de inducir modificaciones drasticas en la
superficie de B. melitensis 16M, como se ha demostrado para Omp31, Omp25 y
Omp36 [8,38,52].

Llama la atencion que hasta la fecha, no ha sido posible identificar a la
AHL-sintasa productora del Al, en Brucella, por lo que la ruta para su sintesis se
mantiene sin identificar. Sin embargo, se ha demostrado que la produccién de AHL
es disminuida en B. melitensis, mediante la expresion de la proteina AibP, que
hidroliza el enlace amida entre el homoserina lactona (HSL) y la cadena lateral de
acilo de AHL a través de una ataque nucleofilico, lo que resulta en la liberacion de
HSL y de acidos grasos; lo que induce cambios en la expresion de importantes
blancos del quorum sensing, modificando la capacidad virulenta de la bacteria
mediante. De este modo, se propone que AibP sea un componente importante del

mecanismo regulador del QS [6].

La evidencia experimental sugiere que VjbR media su efecto en la
transcripcion de virB2 mediante la unién a una secuencia palindromica de 18 pb
en el promotor de virB., lo que sugiere que este regulador desempefia un papel
crucial en la expresiéon de las propiedades superficiales de B. melitensis 16 M [8].
Adicionalmente, se ha descrito que la actividad transcripcional de VjbR es
modificada por C12-HSL el cual es capaz de reprimir la transcripcion del operon

virB y de genes flagelares como fliF [6].
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Por lo que en este proyecto proponemos evaluar los patrones de expresion
del mRNA de genes involucrados con el sistema quorum sensing como son aibP,
VbR, y su relacion con la expresion de factores de virulencia virB2, fliC, fliF,
omp31, ugpB y rbsB en cepas de B. melitensis de diferente origen con el objetivo
de identificar si el ambiente al que ha sido sometida la bacteria aislada de
humano, le ha conferido capacidad de presentar un patron de expresion de genes
relacionados con la modulacién de sus mecanismos de virulencia, en comparacion
con el perfil de expresibn que presenta una cepa de referencia como es B.

melitensis 16M durante el crecimiento in vitro.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material

Material de vidrio, plastico y reactivos de grado analitico para cada

determinacion.
6.2 Material bioldgico

Cepas empleadas: B. melitensis M16 y B. melitensis
(H18).

aislada de humano

6.3 Equipos
Tabla 1. Caracteristicas de los equipos.
EQUIPO MARCA MODELO
INCUBADORA BOEKEL SIENTIFIC DRY BATCH
INCUBATOR. BOEKEL.
CAMARA DE LABNER INTERNATIONAL, INC. ENDURO
ELECTROFORESIS
CAMPANA DE BIOSEGURIDAD NUAIRE.
BIOLOGICAL SAFETY CAMBINETS CLASS Il TYPE A/B
CENTRIFUGA DUPONT SORVALL MC 12V
ESPECTROFOTOMETRO JENWAY 6405 UV/VIS
ESTUFA LUMISTE Il IEC - 41
INCUBADORA CON NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC INNOVA 4080.
AGITACION INCUBATOR SHAKER.
TERMOCICLADOR TECHNE TC - 412
VORTEX SCIENTIFIC INDUSTRIES. VORTEX -T
GENIE 2
TRASILUMINADOR FOTODYNE FOTO/UV 21
6.4 Métodos
Tabla 2. Referencia de los métodos
DETERMINACION METODO REFERENCIA
Obtencién de RNA total Método de Trizol [8]

Obtencién de cDNA Retrotranscripcion

Im Prom Il Reverse

Transcription System

Identificacion molecular de
la cepa
Deteccion de los genes
aibP, vjbR, virB2, fliC, fliF,
omp31, ugpb y rbsB

PCR multiple Brucella-
ladder v2.0

PCR punto final

PROMEGA
[23]

[6]
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7. METOLOGIA
7.1 Aislamiento de Brucella de muestras de sangre

Las pruebas iniciales a las que se somete la muestra se llevaron a cabo
siguiendo las indicaciones de la NOM-022-SSA2-2012, para la prevencion y
control de la brucelosis en el ser humano. Después de confirmar la serologia
positiva de la muestra, en relacién con el diagnéstico clinico, se procedio a realizar
el aislamiento bacteriano a partir de sangre total, inoculandola en caldo
BrucellaBUAP por 48-72 h con tension parcial de CO, a 37 °C, con el cual se
inoculé agar de BrucellaBUAP y Violeta de etilo incubandolas por 48 h a 37 °C con
tension parcial de CO, Las bacterias aisladas se conservaron en caldo
BrucellaBUAP con glicerol al 30% y se almacenaron a -70 °C hasta su

identificacién microbioldgica y molecular.
7.2 Activacion de cepas

Las cepas empleadas en este estudio (B. melitensis M16 y B. melitensis
aislada de humano H18) se descongelaron de —70 °C lentamente, para sembrarlas
en agar BrucellaBUAP mediante estria cruzada incubandolas a 37 °C, en tensién

parcial de CO, durante 48 h.

7.3 Morfologia colonial

Las cepas del género Brucella se caracterizan por presentar colonias
puntiformes circulares, convexas, con bordes regulares y traslucidos en medio

BrucellaBUAP (medio enriquecido, patente en tramite).
7.4 Tincién de Gram

En un portaobjetos se colocd una gota de agua destilada con una asada de
crecimiento bacteriano, se deja secar y se fija por calor. Se tifié 1 minuto en cristal
violeta de Hucker, se lavé con agua, 1 min en lugol, se decolora con alcohol al
95%, se lava con agua, 1 min en fucsina bésica, se lava con agua, se seca, y se

observa al microscopio con objetivo de inmersion.
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7.5 Tincién de Ziehl-Neelsen modificada

Se preparo, seco Y fijo el frotis sobre la flama. Tefir por 10 minutos con una
dilucion 1:10 de una solucion stock de Ziehl-Neelsen de fucshina fenicada
(Solucion de stock= disolver 1g de fucshina basica en 10 ml de etanol absoluto y
agregar a esta disolucion 90ml de una solucién de fenol al 5%), se lavo con agua,
se decoloré con una solucién 0.5% de &cido acético, posteriormente se lavé con
agua. Se contrastdé con azul de metileno al 1% por 20 segundos, se seco, y se

observo al microscopio con objetivo de inmersion.
7.6 Crecimiento en presencia de colorantes

A partir de un aislamiento primario obtenido de un medio enriquecido se
tomaron varias colonias caracteristicas de Brucella, y se suspendieron en un tubo
con caldo BrucellaBUAP estéril hasta obtener turbidez equivalente a 4 en el
nefelometro de MacFarland. Se utilizaron medios sélidos con los siguientes
colorantes: Tionina 1:25 000, 1:50 000, Fucsina basica 1:50 000, Safranina 1:10
000 y violeta de etilo 20mL/L.

La placa se inocul6 con cinco estrias por muestra (Figura 10). Se incubaron a
37 °C con tension parcial de CO;, durante 4 a 5 dias. La prueba es positiva cuando

el crecimiento aparece en tres 0 mas estrias.

Caontrol negativo

Cepa 3.

Cepa 2

Figura 10. Siembra por estria en medio con colorantes.
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7.7 Pruebas bioquimicas

A partir de la misma suspension antes descrita, se sembré en los siguientes
medios: medio citrato de Simmons, medio TSI, medio urea de Chistensen y medio
MIO.

7.8 Aislamiento de DNA

La extraccion de DNA se llevé a cabo por la técnica de calor; primero se
realiz6 una suspension bacteriana ODgoo =1 en tubos eppendorf en 200 uL con
agua destilada estéril, se llevé a ebullicion en bafio maria durante 8-10 min.
Posteriormente se tomo con cuidado el liquido de la superficie y se centrifugd a
8 000 rpm por 15 min y se separd el sobrenadante. Un micro litro de este se

sometio a PCR multiple.
7.9 Confirmacion de cepas por PCR multiple Brucella-ladder v2.0

Los oligonucledtidos que se emplearon estan referidos en [23,24]. Los
productos de PCR se evaluaron mediante electroforesis. La técnica de PCR se

realiz6 empleando una mezcla de reaccion indicada en la Tabla 3.

Tabla 3. Mezcla de reaccion empleada en la técnica de PCR Brucella-ladder v2.0

REACTIVO CONCENTRACION FINAL VOLUMEN (pL)
GoTag® Green Master Mix 1X 12.5
dNTP mix 1 mM 3
Mezcla de oligos 0.4 uM 8
DNA 1
Agua libre de nucleasas 0.5
Volumen final 25

El perfil térmico de la reaccién serd como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Perfil térmico empleado en la técnica de PCR

CICLOS FASE TEMPERATURA °C TIEMPO
1 Desnaturalizacion inicial 95 7 min
30 Desnaturalizacion 95 35s
Alineacién 62.5 60 s
Extension 72 180 s
1 Extension final 72 6 min

7.10 Electroforesis en gel de agarosa

El gel de agarosa se preparo al 1 %, disolviendo 0.3 g en 30 mL de TAE 1X.
Posteriormente la solucion se vertio sobre el soporte nivelado, colocando el peine
en la posicion deseada y dejando que solidifique durante 30 min. Se cargaroén las
muestras en su correspondiente pozo y se sometieron a 110 V por 30 min para su
corrimiento. Los corrimientos electroforéticos fueron tefiidos con bromuro de etidio
(0.5 pg/mL) [54], se visualizaron con luz ultravioleta, en un transiluminador UV y se
fotodocumentaron. La longitud de los fragmentos se corrobor6 empleando un
marcador de 100 pb Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder.

7.11 Curva de crecimiento

Las muestras de B. melitensis 16 M y B. melitensis aislada de humano H18
se sembraron en masivo en placas de agar BrucellaBUAP incubandolas por 48 h a
37 °C con tension parcial de CO,, Posteriormente, con el cultivo fresco se inoculd
caldo BrucellaBUAP con una DOgg de 0.35 a 37 °C con agitacion de 150 rpm. El
crecimiento se evalu6 mediante la lectura a una DOgyp Las UFC/mL se
determinaron mediante la técnica de extendido en placa; realizada cada hora
durante 20 h. Las curvas de crecimiento se realizaron por triplicado. De igual

manera se determind el tiempo de generacion y nimero de generaciones.
7.12 Aislamiento de RNA

Para el analisis de la expresion de los genes opm31, sp4l, sp29, fliC, fliF,

virB2, aibP y vjbR, se obtuvieron alicuotas de la curva de crecimiento a las 2, 6, 8
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y 12 h, que corresponden a la etapa temprana y tardia de la fase exponencial de

crecimiento.

RNA total se extrajo a partir de 35 mL de cultivo en las fases de crecimiento
indicadas, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 30 min a 4 °C. El
sedimento bacteriano se resuspendié en 100 ul de TE vy lisozima (0.4 mg/mL),
posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Se agregaron 5 mL
de TRIzol, agitando vigorosamente. Después se incubd 10 min a 65°C, se adicion6
1 mL de cloroformo y se agitd, posteriormente se incubd a temperatura ambiente
durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min a 4
°C. A continuacién se adicionaron 2 mL de 2-propanol a la fase acuosa y las
muestras se almacenaron durante 30-60 min a -70°C. Después se centrifugd a
14,000 rpm durante 30 min a 4°C, el boton se lavé con etanol al 75%. El
sobrenadante obtenido se descarté y el boton se sec6 a temperatura ambiente por
10-15 min. EI RNA se resuspendido en 100 pL de agua libre de RNasa [8]. La
calidad e integridad de las muestras de RNA se evaluaron mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1% y espectrofotometria DO 5g0/260-

La cuantificacion del RNA total se realizo por espectrofotometria UV-Vis a
una longitud de onda 260 nm y 280 nm. Para determinar la concentracion se
considerd 1DOyg0: 40 pg/ml [54].

7.13 Retrotranscripcion

La sintesis de cDNA se realiz6 en un tubo de eppendorf de PCR donde se
mezclé 1ug de RNA con el oligo de T (dT) y el Random Primers, se calenté a

70 °C durante 5 min. Se hizo un enfriamiento rapido en hielo por 5 min.

Se corrieron de igual manera un control negativo en el que se incubd
solamente oligonucleétidos hexameros aleatorios y oligonucleétidos dT con agua
libore RNAasa y otro control positivo en el cual se incubé 1 pg de 1.2Kb Kanan
positiv con oligonucleétidos dT segun las recomendaciones del fabricante.

La mezcla para la retrotranscripcion se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Mezcla de reaccion empleada en la retrotranscripcion

REACTIVO CONCENTRACION FINAL VOLUMEN (pL)
ImProm-II™ Reaction Buffer 1X 1
MgCl, 25 mM 0,5
dNTP mix 1 mM 1
Oligo (dT) 0.5 uM 0,5
ImProm-lII™ Reverse 5U 1
Transcriptase
RNAsa inhibidor 16U 0.4
Random Primers 0.5 uM 0,5
RNA 1ug 8
Agua libre de nucleasas 7.1
Volumen final 20

La sintesis de cDNA se llevé a cabo sometiendo la reaccion a 25 °C por 5
min y luego 42 °C por 60 min. La reacciéon terminada se almacend a -70 °C para

Su posterior uso.
7.14 PCR para la identificacidon de la expresion genética

Las reacciones de PCR se realizaron con una mezcla de reaccion de 25 pl
que contiene 1 pL de cDNA y 1 pL de cada uno de los oligonucleétidos. Los
oligonucledtidos utilizados para el ensayo de PCR se enumeran en la Tabla 7.
Las condiciones de la PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 minutos; 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min,
hibridacion a 58 °C durante 1 min, y la extensién a 72 °C durante 1 min, seguido

de una extension final a 72 °C por 10 min.
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Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

No. de Entrada Gen diana Sentido 5°-3° Amplicon  Referencia
(GenBank) pb
BMEII0625 ugpB (SP41) F ATGTTCACCCGTCTGATCAC 1,301 Este trabajo
R TATTGAGCTGCGGCGATTGCT
DK63_2141 vibR F CCGCTACGTAACGCATACCT 139 Uzureau et
R CGGGTCAATGGCAAAGTAGT al.,, 2010
DK63_2093 virB2 F GCAAAAAGTGCTGGACTTGCTA 80 Terwagne et
R CCATCTTGTAACCGGACCAGAT al., 2013
BMEII0150 fliC F CTTCGTACAATCGTTCCGGT 81 Terwagne et
R CCATGGTCTTCGCATCAGT al., 2013
DK63_3094 fliF F CCTACGAGACGCTCTATGTCG 82 Terwagne et
R AAGGGAATGCCAGCTTCAC al., 2013
BMEII0844 omp31 F GCTTTGACAAGGAAGACAACG 317 Ratushna
R CAGGTTGAACGCAGACTTGA
DK63 2805 rbsB (SP29) F GGTCTGGGTTATAAGGCTGT 778 Este trabajo
R TACTGTTCCAGAACGAACGG
DK63_3044 aibP F AACAATTGGGCGGTGGA 81 Terwagne et
R AATTTCATAGGCCTGATGC al., 2013
BMEIIO861 glucose 1- F AAATACGCCATCGACCAGAT 82 Uzureau et
dehydrogenase R ACTTGCCGACATGGCTATG al.,, 2010
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8. RESULTADOS
8.1. Mantenimiento y conservacion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que se emplearon en este estudio fueron activadas
de -70 °C y mantenidas en cultivos puros en agar BrucellaBUAP, para su posterior

utilizacion.

Figura 11. Cultivo de Brucella melitensis en medio Agar BrucellaBUAP. Las bacterias

fueron cultivadas a 37 °C en tension de CO, durante 48 h mediante estria cruzada.

8.2 Confirmacion de la identidad de las cepas mediante estudios

microbiolégicos

Fue necesario confirmar la identidad de las cepas previamente
almacenadas, para evaluar su pureza, asi como Su género y especie. La
identificacion de las 2 cepas empleadas del género Brucella en este estudio se

determind inicialmente mediante la morfologia colonial, Brucella se caracterizada
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por presentar colonias puntiformes circulares, convexas, con bordes regulares y

traslucidos amarillentos en medio BrucellaBUAP (Figura 12).

Figura 12. Morfologia colonial. A) Cepa Brucella melitensis 16M. B) Cepa de Brucella

melitensis (H18) aislada de sangre completa de un paciente diagnosticado con brucelosis

aguda.

También se realizaron tinciones de Gram mediante la cual se observaron
bacilos cortos gram negativos (Figura 13), caracteristicos del género Brucella.
Mediante la tincion de Ziehl-Neelsen modificada se observo que estas bacterias
resisten la decoloracién con acido acético glacial al 0.5%. (Figura 14).
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16M H18

Figura 13. Tincion de Gram. A) Cepa de referencia Brucella melitensis 16M. B) Cepa aislada

de humano Brucella melitensis (H18).

A) B)

16M : e H18

Figura 14. Tincion de Ziehl-Neelsen modificada. A) Cepa de referencia Brucella melitensis

16M. B) Cepa aislada de humano Brucella melitensis (H18).

Posteriormente, se realizaron las pruebas bioquimicas, en las que se
obtuvieron los resultados resumidos en la Tabla 8, estos resultados mostraron que
las bacterias del género Brucella son inmoviles aun cuando tienen genes que
codifican para flagelo, no lo expresan liboremente, la prueba de indol es negativa,
no descarboxilan ornitina (Movilidad Indol Ornitina, MIO); ni descarboxila lisina

(Agar Lisina Hierro, LIA), no producen acido, gas o acido sulfhidrico, no fermentan
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azucares como glucosa, lactosa o sacarosa (Triple Azucar Hierro, TSI), (Figura
15).

Tabla 8. Resultados de pruebas bioquimicas de las cepas empleadas

Cepas de Brucella Prueba bioquimica
MIO TSI LIA  Urea Citrato
M | O S F HS Gas S F
B. melitensis 16M - - + SN SN - - K A + -
B. melitensis H18 - - + SN SN - - K A + -

Resultados positivos de pruebas bioquimicas para identificar B. melitensis. Movilidad (M),
Indol (1), Ornitina (O), Superficie (S), Fondo (F), Alcalino (K), Acido (A), Sin cambio (SN) .

rprn “.'71
11T um

B)

Figura 15. Identificacion de Brucella mediante Pruebas Bioquimicas. A) Pruebas
bioquimicas sin inocular (TSI, MIO, Citrato LIA y Urea de Chistensen). B) Resultados
positivos de pruebas bioquimicas para Brucella melitensis 16M. C) Resultados positivos de
pruebas bioquimicas para Brucella melitensis (H18).
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Durante el proceso de confirmacion de las especies del género Brucella es
ampliamente recomendado evaluar su capacidad para crecer en presencia de los
colorantes tionina, fuscina, safranina y violeta de etilo a diferentes
concentraciones. Los resultados mostraron que B. melitensis crece en presencia
de los colorantes tionina a las concentraciones de 1:25 000 y 1:50 000, fuscina
1:50 000, safranina 1:10 000 y violeta de etilo (Figura 16). El crecimiento positivo
se toma en cuenta a partir de la tercera linea del cultivo sembrado.

Safranina 1:10 000

Fuscina 1: 50 000

Tionina 1:50 000

Figura 16. A. Identificacion de Brucella mediante crecimiento en presencia de colorantes.
Medios sin inocular preparados con colorantes a diferentes concentraciones. Tionina (1:25 000 y 1:50
000), en fuscina (1: 50 000), safranina (1:10 000) y violeta de etilo.
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Fuscina 1: 50 000 Tionina 1:50 000

Figura 16. B. Identificacién de Brucella mediante crecimiento en presencia de colorantes.
Medios inoculados, se inocula primero el Control negativo (C.-) con agua esteril realizando 5 estrias
desendentes consecutivas, seguido de la cepa B. melitensis 16M realizando de igual menera 5
estrias con una suspension bacteriana realizada con aguaa esteril con 1 DO, finalmente la cepa B.

melitensis H18 se inolula de la misma manera que la cepa B. melitensis 16M.

8.3 Identificacibn molecular de género y especie mediante PCR

multiple Brucella-ladder v2.0

Finalmente, las cepas estudiadas fueron identificadas mediante un ensayo
de PCR multiple, el cual permite diferenciar a las especies del género Brucella en
base al patron de bandas generado por su capacidad para amplificarlas en
presencia de 9 pares de oligonucleotidos, de acuerdo a la técnica descrita por
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Lépez Gonhi et al., en el 2011 [23]. B. melitensis presenta un patrén tipico
caracterizado por la amplificaciéon de 6 fragmentos detectados de 1,682 pb, 1,071
pb, 794 pb, 587 pb, 450 pb y 150 pb, los cuales fueron identificados mediante la
separacion de los amplicones obtenidos del ensayo de PCR, por electroforesis en
gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio, como se muestra en la Figura
17, en base a esto se determind la especie-especifica de ambas cepas como

Brucella melitensis.
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e . )
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> 1500
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— 1200 1,071-
e — U
p———g — =00
R— — 600 794
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e N —— ,,O“;
s 450--

150--

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Figura 17. Identificacién de las cepas por PCR mdltiple: Brucella-ladder v2.0. Del lado
izquierdo se muestra el Marcador de 100 pb Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus DNA
Ladder. En el lado derecho se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 1%, se muestra
el carril M: marcador y se muestran los amplicones obtenidos a partir de ADN de B. melitensis
16M (carril 16M) y B. melitensis H18 (carril H18). Fragmentos observados: 1 682, 1 071, 794,
587, 450 y 150pb.
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8.4 Andlisis de la expresion genes relacionados con la virulenciay QS

8.4.1 Estandarizacibn de Tm para los oligonucleétidos

empleados en el ensayo de PCR

Con el objetivo de realizar el ensayo de PCR para determinar la expresion
genética, se evalud el valor de Tm ¢ptimo a emplear en esta determinacion.
Debido a que la temperatura de alineamiento (Tm) es la temperatura a la cual los
cebadores se alinean con el cDNA para unirse a una region especifica y producir
fragmentos de reaccidn especificos, y su valor esta en funcién contenido de G-C y
la longitud de los oligonucledtidos, se realizaron ensayos de PCR con Tm de 55
°C, 58 °C y 60 °C.

Los resultados mostraron una mejor amplificacion de los genes VjbR, virB2,
fliC, fliF, aibP, omp31, ugpB (SP41), rbsB (SP29) y glucose 1-dehydrogenase
cuando se emple6 la Tm de 58°C (Figura 18, B), a diferencia de los resultados
obtenidos al emplear como Tm de 55 °C en donde se amplificé rbsB (SP29) con
un fragmento de 778 pb, pero no se identificaron los otros fragmentos (Figura 18,
A), y cuando el ensayo se realizd con la Tm de 60 °C se identifico inespecificidad
en la amplificacion (Figura 18, C).
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Figura 18. Evaluacion del ensayo de PCR por modificacion del valor de la Temperatura
de alineamiento (Tm). A) Corrimiento electroforético del ensayo de PCR realizado con Tm=
55 °C. B) Corrimiento electroforético del ensayo de PCR realizado con Tm= 58 °C. C)
Corrimiento electroforético del ensayo de PCR realizado con Tm=60 °C. Para los tres ensayos
se empled DNA de la cepa B. melitensis 16M. En todas las figuras: Linea M, marcador de 100
pb Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder, Linea 1, fliC (81 pb); Linea 2, fliF
(82 pb); Linea 3, omp31(317 pb); Linea 4, aibP (81 pb); Linea 5, vjbR (139 pb); Linea 6, ugpB
(1,301 pb); Linea 7, rbsB (778 pb); Linea 8, virB2 (80 pb); carril 9: glucosa 1-deshidrogenasa
(82).

37



8.4.2 Evaluacién de la expresion de genes involucrados con la
virulenciay QS en B. melitensis

Debido a que se ha demostrado que el QS patrticipa en el control de la
expresion de genes relacionados con la virulencia de Brucella se estudid la
expresion de algunos de estos genes en la curva de crecimiento, particularmente a
lo largo de la fase exponencial donde se ha referido la activacion de QS y genes

relacionados [8].

Inicialmente se determind la curva de crecimiento para la cepa de referencia
B. melitensis 16M y la cepa aislada de humano B. melitensis H18, cultivando las
cepas en caldo BrucellaBUAP a lo largo de 20 h. La curva de crecimiento
bacteriano se establecié en base al registro de la desnsidad bacteriana mediante
espectofotometria a una DOggo, Obteniéndose el grafico que se muestra en la
Figura 19 A, en donde se identificaron las fases de crecimiento bacteriano: a)
etapa temprana de la fase exponencial de las 2-4 h, b) etapa media de la fase
exponencial de 5-9 h, c) etapa tardia de la fase exponencial de las 10-12 h y d)
fase estacionaria de las 14-17 h. El desarrollo bacteriano lo largo de la curva de
crecimiento, también se estableci0 mediante la determinacion de las UFC/mL
(Figura 19 B), en la cual se sefalan las diferentes fases. No se presentaron
diferencias significativas entre las curvas de crecimiento de ambas cepas, de

acuerdo al analisis estadistico realizado mediante la prueba T de student.

Posteriormente, se determinaron los patrones de expresion genética a lo
largo de la fase logaritmica de la curva de crecimiento, las figuras
correspondientes al corrimiento de los amplicones obtenidos se muestran al final
de los resultados (Figuras 24 y 25, A-D), la densitometria obtenida de las bandas
identificadas se normalizd con respecto a la expresion del gen constitutivo, el cual
fue amplificado en las mismas condiciones que los amplicones de los genes

seleccionados, y separado en el mismo gel de corrimiento electroforético en que
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eran separados los productos de RT-PCR. Los resultados se muestran en las

gréficas que se describen a continuacion.

A)

Log UFC/mL
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Figura 19. Curva de crecimiento de B. melitensis 16M y B. melitensis H18. Las cepas

fueron cultivadas en caldo BrucellaBUAP, se identifican cuatro fases distintas en la curva de

crecimiento sefialadas: a) etapa temprana de la fase exponencial, b) etapa media de la fase

exponencial, ¢) etapa tardia de la fase exponencial y d) fase estacionaria. A) Determinacion de

la densidad 6ptica a 600 nm registrada a lo largo de la curva de crecimiento a intervalos de 1

h. B) Determinacién de UFC/mL a lo largo de la curva de crecimiento a intervalos de 1 h. Las

barras de error representan la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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El gen vibR se expresdé en la fase exponencial en ambas cepas, sin
embargo, disminuyd drasticamente al final de esta fase (12 h) en la cepa de
referencia (16M), a diferencia de la cepa aislada de humano (H18) (P<0.05 en la
prueba t de student), la cual present6 una ligera disminucion la expresion de este
gen (Figura 20). La elevada expresion de este gen, también ha sido reportada por
otros autores, durante el crecimiento exponencial, asi como su disminucién hacia

la entrada de la fase estacionaria [5, 7, 51, 55, 56].

Debido al conocido papel del regulador transcripcional VjbR sobre la
expresion del operon virB, el cual esta conformado por 12 genes involucrados en
la produccion del T4SS, en este trabajo se evaluo la expresion de virB2, el patron
de expresion en ambas cepas fue similar con respecto al pico maximo de
expresion que se presento a las 8 h (etapa media de la fase exponencial), que
desciende totalmente al final de la fase logaritmica en la cepa de referencia a
diferencia de la cepa aislada de humano, en donde el descenso es muy ligero
(p<0.05). También destaca que la expresion de virB2 fue mayor en la cepa aislada

de humano que en la de referencia (2, 6 y 8 h, p<0.05) (Figura 20).
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Figura 20. Expresion relativa de vjibR y virB2 durante la fase logaritmica en las cepas B.
melitensis 16M y B. melitensis H18. Expresiéon relativa de mRNA de los genes vjbR
(cuadrado) y virB2 (triangulo) durante el crecimiento vegetativo de B. melitensis 16M (linea
punteada) y B. melitensis H18 (linea continua) determinada mediante RT-PCR. Las barras de
error representan la desviacion estandar de los ensayos realizados por triplicado. Se muestra
la curva de crecimiento vegetativo de B. melitensis H18 (cruz, linea continua) en medio
enriquecido, se indican las etapas de la curva de crecimiento: a) etapa temprana de la fase
exponencial, b) etapa media de la fase exponencial, c) etapa tardia de la fase exponencial y d)
fase estacionaria. Las diferencias significativas entre la expresion de la cepa de referencia y la
cepa aislada de humano se indican: * P< 0.05.

Estos resultados muestran que la expresion de vjbR se podria relacionar
con el estimulo de la expresion de virB2, lo que sugiere que la presencia del
regulador transcripcional VjbR, sugerida por su elevada expresion durante este
periodo de la curva de crecimiento, podria influir positivamente la expresion del

gen virB2, como lo han demostrado previos reportes [51, 57].
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Aunque el género Brucella es descrito como no mévil, su genoma posee
todos los componentes necesarios para producir el aparato flagelar el cual se ha
detectado por microscopia electronica de barrido y se ha reportado como un factor
de virulencia importante en la fase exponencial [7]. En este trabajo se analizaron
dos genes del aparato flagelar fliF que codifica para el anillo MS y fliC
responsable de producir flagelina, los resultados mostraron que ambos genes se
expresan en la fase exponencial, observandose un pico méximo de produccion
para estos dos genes a las 6 h en ambas cepas, y de modo similar al patron de
expresion que se identificé para los genes vjbR y virB2, también se aprecia que la
expresion de ambos genes flagelares disminuye hacia el final de la fase
logaritmica (Figura 21), sin embargo, esta disminucién es total para la cepa de
referencia y ligera para la cepa aislada de humano (p<0.05), ademas, se aprecia
que esta cepa tiene mayor capacidad para expresar a estos genes, por la
abundancia identificada en los productos de RT-PCR en la cepa aislada de

humano, en comparacién con la de referencia a las 8 y 12 h (p<0.05).
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Figura 21. Expresion relativa de fliC y fliF durante la fase logaritmica en las cepas B.
melitensis 16M y B. melitensis H18. Expresion relativa de mRNA de los genes fliC
(cuadrado) y fliF (triangulo) durante el crecimiento vegetativo de B. melitensis 16M (linea
punteada) y B. melitensis H18 (linea continua) determinada mediante RT-PCR. Las barras de
error representan la desviacion estandar de los ensayos realizados por triplicado. Se muestra
la curva de crecimiento vegetativo de B. melitensis H18 (cruz) en medio enriquecido, se
indican las etapas de la curva de crecimiento: a) etapa temprana de la fase exponencial, b)
etapa media de la fase exponencial, c)etapa tardia de la fase exponencial y d) fase
estacionaria. Las diferencias significativas entre la cepa de referencia y la cepa aislada de

humano se indican: * P<0.05.

La expresion de aibP ha sido relacionada con la disminucion de la
abundancia de la molécula sefial AHL, la cual se conoce como un importante
activador del sistema QS, los resultados muestran que en ambas cepas, su
expresion tiende a incrementar hacia el final de la fase logaritmica (Figura 22),
este efecto se ve relacionado con la tendencia a la disminucion de la expresion de
VjbR y virB2 (Figura 20). Fue interesante apreciar, que si bien, en ambas cepas la
expresion de aibP es nula al inicio de la fase logaritmica (2 h), la activacion de su
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expresion es mas temprana en la cepa de referencia que en la cepa aislada de
humano (6 h) (p<0.05), lo cual sugiere que el apagado del switch del sistema QS,
pudiera presentarse mas tardiamente en la cepa humana, posiblemente con el
objetivo de mantener la expresion de factores de virulencia durante un tiempo mas
prolongado. Asi también, el incremento de expresion de aibP hacia la parte final
de la fase logaritmica, observado en la cepa aislada de humano sugiere que la
disminucion ligera observada en esta fase, con respecto a los genes VjbR y virB2,
(Figura 20), probablemente continle acentuandose en tiempos posteriores al
evaluado (12 h), sin embargo, estos resultados deberan comprobarse en estudios

posteriores.

También, se evalud la expresién de genes cuyos productos proteicos han
sido relacionados con el mantenimiento de la integridad de la membrana, y con
procesos de adherencia e invasion, como omp31, ugpB y rbsB. La expresion de
omp31l se mantuvo constante en los tiempos evaluados durante la fase
exponencial (Figura 22), y fue similar en ambas cepas, lo que sefala que Brucella,
en las condiciones evaluadas, en presencia del medio enriquecido empleado,
requiere esta expresion, probablemente en funcién de las necesidades de la
produccion de Omp31l como proteina importante en el mantenimiento de la
integridad de la membrana [56]. El patron de expresion del gen rbsB fue similar a
la del gen omp31, debido a que no se identificaron variaciones importantes en los
tiempos evaluados de la fase exponencial, en ambas cepas (Figura 23). Es posible
gue las condiciones de cultivo que se utilizaron en este estudio, no estimulen
cambios en la expresion de estos genes, pues en condiciones estresantes, al
menos para omp31, se ha identificado que puede tener un papel en la produccion
y/o exporte de exopolisacarido, y su expresion es parcialmente promovida por
VjbR y el operon virB, de este modo, podemos considerar que ambos genes no
son de expresion constitutiva [38], no obstante, su expresion debera ser explorada

en condiciones estresantes y en distintas fases del cultivo.
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Figura 22. Expresion relativa de aibP y omp31 durante la fase logaritmica en las cepas
B. melitensis 16M B. melitensis H18. Expresion relativa de mRNA de los genes aibP
(circulo) y omp31 (rombo) durante el crecimiento vegetativo de B. melitensis 16M (linea
punteada) y B. melitensis H18 (linea continua) determinada mediante RT-PCR. Las barras de
error representan la desviacion estandar de los ensayos realizados por triplicado. Se muestra
la curva de crecimiento vegetativo de B. melitensis H18 (cruz, linea continua) en medio
enriquecido, se indican las etapas de la curva de crecimiento: a) etapa temprana de la fase
exponencial, b) etapa media de la fase exponencial, c) etapa tardia de la fase exponencial y d)
fase estacionaria. Las diferencias significativas entre la cepa de referencia y la cepa aislada de

humano se indican: * P<0.05.

La expresion del gen ugpB fue variable en la fase logaritmica, como se
identificd en ambas cepas por la presencia de dos picos maximos de expresion a
las 2 y 8 h, y un marcado descenso a las 6 y 12 h, siendo mas ligero en la de
referencia a las 6 h (p<0.05) (Figura 23). Estos resultados, nos sugieren una
modulacion de su expresion probablemente en funcion de su producto proteico
relacionado con la conformacién de un sistema de transporte de membrana de tipo

ABC que une glicerol fosfato, de acuerdo a la informacion de la secuencia
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predicha, lo que sefiala que podria expresarse diferencialmente de acuerdo a la

disponibilidad de algun sustrato especifico, hasta la fecha no identificado.
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Figura 23. Expresion relativa de rbsB (SP29) y ugpB (SP41) durante la fase logaritmica
en las cepas B. melitensis 16M B. melitensis H18. Expresién relativa de mRNA de los
genes rbsB (rombo) y ugpB (circulo) durante el crecimiento vegetativo de B. melitensis 16M
(linea punteada) y B. melitensis H18 (linea continua) determinada mediante RT-PCR. Las
barras de error representan la desviacion estandar de los ensayos realizados por triplicado. Se
muestra la curva de crecimiento vegetativo de B. melitensis H18 (cruz) en medio enriquecido,
se indican las etapas de la curva de crecimiento: a) etapa temprana de la fase exponencial, b)
etapa media de la fase exponencial, c) etapa tardia de la fase exponencial y d) fase
estacionaria. Las diferencias significativas entre la cepa de referencia y la cepa aislada de

humano se indican: * P<0.05.
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Figura 24. Expresidon de genes relacionados con la virulencia y el QS. En todas las
figuras: Linea M: marcador de 100 pb Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder;
Linea 1, fliC (81 pb); Linea 2, fliF (82 pb); Linea 3, omp31 (317 pb); Linea 4, aibP (81 pb);
Linea 5, vjbR (139 pb); Linea 6, ugpB (1301 pb); Linea 7, rbsB (778 pb); Linea 8, virB2 (80
pb). A) Expresion genética de B. melitensis 16M a las 2 h de la curva de crecimiento (etapa
inicial de la fase exponencial). B) Expresion genética de B. melitensis H18 a las 2 h (etapa
inicial de la fase exponencial). C) Expresién genética de B. melitensis 16M a las 6 h de la
curva de crecimiento (etapa media de la fase exponencial). D) Expresién genética de B.

melitensis H18 a las 6 h de la curva de crecimiento (etapa media de la fase exponencial).
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Figura 25. Expresidon de genes relacionados con la virulencia y el QS. En todas las
figuras: Linea M: marcador de 100 pb Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder;
Linea 1, fliC (81 pb); Linea 2, fliF (82 pb); Linea 3, omp31 (317 pb); Linea 4, aibP (81 pb);
Linea 5, vjbR (139 pb); Linea 6, ugpB (1301 pb); Linea 7, rbsB (778 pb); Linea 8, virB2 (80
pb). A) Expresion genética de B. melitensis 16M a las 8 h de la curva de crecimiento (etapa
media de la fase exponencial). B) Expresion genética de B. melitensis H18 a las 8 h (etapa
media de la fase exponencial). C) Expresion genética de B. melitensis 16M a las 12 h de la
curva de crecimiento (etapa final de la fase exponencial). D) Expresion genética de B.

melitensis H18 a las 12 h de la curva de crecimiento (etapa final de la fase exponencial).
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9. DISCUSION

En este trabajo, se describe el perfil de expresibn de componentes del
sistema QS como son los genes VjbR y aibP, y genes que codifican para factores
de virulencia como virB2, fliF y fliC, asi como, para componentes de membrana
externa como omp31, rbsb y ugpB, identificando las diferentes capacidades de las
cepas B. melitensis 16M y B. melitensis (H18) aislada de humano con brucelosis
aguda, para modular su expresion genética durante la fase de crecimiento

exponencial en un medio enriquecido.

Los resultados mostraron cambios en la expresion genética de vjbR y virB2
durante la fase logaritmica en ambas cepas, sin embargo, en la cepa humana
estos genes se expresaron mas. Particularmente, vibR se expresé mas en la cepa
aislada de humano que en la de referencia al final de la fase exponencial, y para
virB2 este incremento también fue mayor en la cepa aislada de humano que en la
de referencia a las 2, 6 y 12 h, pero en ambas cepas se observé un pico maximo
de expresién a las 8 h. Los resultados sugieren que el incremento de expresion de
virB2 a las 8 h, puede estar relacionado con el estimulo positivo del regulador
transcripcional VjbR, cuyo gen se expreso desde la etapa temprana y media de la
fase logaritmica. Cabe sefialar, que vjbR presenté mayor intensidad de expresion
en comparacion a la que mostraron genes cuya expresion es conocida que puede
ser regulada por VjbR como virB2, fliF y fliC, como se ha reportado por otros
autores [5, 7, 51], lo cual podria estar relacionado con su papel primordial en la
regulacion de la expresion de mecanismos de virulencia que controlan la
capacidad de la bacteria para sobrevivir dentro de la célula hospedera, mediante
su efecto en la regulacién genética de un namero diverso de genes [57], en los
que se ha demostrado que VjbR es capaz de unirse a una secuencia cercana al
sitio de inicio de la transcripcidn que contiene un motivo palindromico de 18-pb
presente en el promotor virB y en promotores de los genes efectores tipo IV vceA
y vceC, entre otros como fliC [58], que conforman la red del sensado del quorum y

son regulados directamente por la union de VjbR [59].
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Por otro lado, se ha reportado que cultivos de B. melitensis 16M (crecidos
en cultivo celular F12K, suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor
(HI-FBS) al 10%) obtenidos de la fase exponencial presentan mayor capacidad
para invadir células hospederas no fagociticas, que aquellos obtenidos de la etapa
temprana de la fase exponencial y de la fase estacionaria, los cuales presentaron
una menor capacidad de invasion. La capacidad de cultivos de fase logaritmica, se
debe a que en estas condiciones Brucella activa mecanismos que le permiten
promover la infeccibn, como interaccion con la célula hospedera, invasion y
adaptacion al estrés de la vacuola, en donde es de gran importancia la expresion
de vjbR y su funcién como regulador transcripcional positivo de la expresiéon del
operon virB [60]. La importancia de estos reconocidos factores de virulencia en la
patogenicidad de Brucella ha sido ampliamente demostrada mediante el empleo
de mutantes de vjbR y virB las cuales presentan virulencia altamente atenuada
tanto en modelos de infeccion celulares como en ratones [5,6,61], lo que ha
destacado la importancia de la produccion del T4SS en la maduracion de la BCV
durante la etapa temprana de la infeccion. El empleo de estas mutantes también
ha evidenciado que la expresion de genes del operdn virB es sobre-regulada por
VjbR. Adicionalmente, se sabe que cultivos en fase logaritmica tardia presentan
un estado de desregulacion de la expresion de un conjunto de genes que codifican
para el metabolismo basal como glucdlisis, ciclo de Krebs, transcripcion,
produccion de energia y replicacion. Procesos que igualmente se ven reprimidos
durante la maduracion de la BCV, asi como la produccion del aparato flagelar, el

cual no es requerido para penetracion de la bacteria a su célula hospedera [8].

De este modo, la disminucion de la expresion de vjbR, virB2, fliF y fliC,
observada hacia el final de la fase logaritmica en los resultados presentados,
coincide con diversos reportes en donde se encuentra que la expresion del operén
virB decae conforme la bacteria alcanza la fase estacionaria, en la cual se
disminuye la expresion de factores de virulencia, asi como su capacidad para
invadir a células hospederas y se re-establece la expresién de genes relacionados

con el metabolismo basal [8, 69, 62, 63].
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Es importante sefialar que en ambas cepas, el pico maximo de expresion
para los genes fliF y fliC se presenta a las 6 h, en cambio el pico maximo de
expresion para virB2 se presenta a las 8 h, lo que esta relacionado con reportes
previos acerca la expresion temprana de genes flagelares como fliF y fliC, en los
cuales se ha demostrado que la expresién del promotor de fliF es previa a la
actividad del promotor virB, y que en ésta etapa VjbR ya se encuentra presente
por lo que puede sobre-regular la expresion de fliF [5, 51]. Ambos promotores virB
y fliF tienen un denominador comun, son activados por VjbR y reprimidos por C12-
HSL [7]. Estos antecedentes apoyan los resultados presentados en este trabajo en
relacion con la elevada expresién de vjbR en la etapa temprana de la fase
logaritmica en ambas cepas estudiadas, lo cual sugiere que su expresion podria
influir positivamente en la expresion de fliF y fliC observada en las etapas
temprana y media de la fase exponencial [64, 65], a diferencia de la etapa tardia
de la fase logaritmica en donde se observa la desregulacion de la expresion de
fliF, que podria relacionarse con investigaciones reportadas previamente en donde
se demuestra el efecto represor de C12HSL, cuya produccion presenta un pico
maximo durante la etapa media exponencial y reprime la expresion de genes de

virulencia en esta fase de la curva de crecimiento vegetativo [6, 64].

Los antecedentes destacan la importancia de la modulacion de la expresion
genética para la adaptacion de la bacteria durante las distintas etapas de la fase
logaritmica del crecimiento vegetativo, como lo han demostrado ensayos de
microarreglos y RT-PCR [8, 57, 60]. Fue interesante identificar que B. melitensis
H18 es capaz de mantener una mayor expresion de vjbR, virB2, fliF, y fliC en
comparacion con 16M, principalmente al final de la fase logaritmica, lo que sugiere
gue la cepa aislada de humano podria tener mayor capacidad virulenta que la

cepa de referencia.

Las variaciones que se presentan en las condiciones del medio ambiente
bacteriano a lo largo de la curva de crecimiento vegetativo, como la concentracion
de nutrientes y concentracion de la poblacién bacteriana, provocan que Brucella

desarrolle capacidades diferentes para activar distintos metabolismos, consumo
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y/o produccién de energia, asi como su capacidad virulenta. Tales cambios,
fundamentales para su sobrevivencia, son promovidos mediante la modulacion de
multiples genes, como se aprecia en la fase logaritmica, cuando la poblacién se
prepara para entrar a la fase estacionaria [8]. Asi, otro factor importante en la
modulacion de la expresion durante esta fase es AibP, los resultados aqui
presentados muestran de manera importante la desregulacion de factores de
virulencia y el incremento de la expresion de aibP, en ambas cepas, al final de la
fase exponencial. Estos resultado se pueden explicar por la actividad reportada
para AibP, descrita como una AHL acilasa, la cual podria hidrolizar C12HSL,
disminuir su concentracién y por tanto, su efecto como molécula sefial poderosa
del QS, antecedentes que han llevado a proponer que AibP es capaz de apagar el
QS mediante el dafio que provoca a la acumulacién de AHL. De este modo, se ha
propuesto que en Brucella coexisten el encendido del quorum sensing
dependiente de AHL y el apagado del quorum mediado por AibP, y que ambos
pueden actuar en caminos opuestos para regular genes que contribuyen a su

virulencia [8].

Si bien, en este trabajo no se determind la presencia de C12-HSL, el
incremento de la expresion del gen aibP al final de la fase exponencial, sefiala que
la produccién de C12-HSL pudo inducirse en etapas previas, tal como ha sido
reportado por Uzureau et al.,, en el 2010, quienes muestran que su maxima
produccion se presenta en la etapa media de la fase logaritmica, y coincide con el

incremento de la expresion de aibP al final de esta fase.

De este modo, se ha propuesto que C12HSL conforma un nivel de
regulacion entre dos sistemas reguladores de la transcripcion, con capacidad de
desactivar VjbR y activar potencialmente a BabR durante la transicién a la fase
estacionaria [38, 57, 66, 67]. Asi, mientras VjbR es un activador transcripcional de
dos factores de virulencia como los genes flagelares fliF y el operon virB [5, 66], la
feromona C12-HSL actia como un represor global de genes de la virulencia via
interaccion con VjbR por medio de Asp82, que esta involucrado en la union al

autoinductor [38]. Sin embargo, durante el crecimiento vegetativo, C12-HSL
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también puede activar la expresion de otros loci independientes de VjbR [38, 57],
como babR que es sobre-regulado en la etapa tardia de la fase logaritmica del

crecimiento [60].

Investigaciones previas realizadas a cultivos de B. melitensis 16M en fase
media logaritmica demuestran que, segun sea el gen blanco, el efecto activador
de C12-HSL puede depender de BabR, VjbR o de ambos reguladores, los cuales
pueden inducir efectos diferentes en la expresion genética ya sea por si mismos o
en respuesta a C12-HSL. Es de particular interés, con respecto a la expresion de
ugpB, el efecto positivo en la regulacion de su expresion genética, inducido por
C12-HSL sélo, y/o a consecuencia de la respuesta de VjbR y BabR a esta
feromona [8]. En este sentido, la disminucion de la expresion registrada en la
etapa temprana de la fase logaritmica (6 h) (mas severo para H18 que para 16M)
podria estar bajo control de VjbR, y el incremento observado al final de la fase
logaritmica (8 h) podria ser mediado por C12HSL, y/o su interaccién con VjbR y
BabR [8].

Debido a que C12-HSL reprime la expresion de vjbR, y VjbR puede activar
la expresion de babR, la cual también es estimulada por C12HSL, asi como por el
mismo regulador transcripcional BabR, se ha propuesto que VjbR regula su propia
asa de retroalimentacién negativa y que BabR regula su asa de retroalimentacion
positiva [8, 52] (Ver Figura 26).

53



Figura 26. Asa de retroalimentacién negativa regulada por VjbR, y asa de retroalimentacion

positiva regulada por BabR.

De esta manera, la expresion temprana de aibP observada en la cepa de
referencia podria reflejar su capacidad para desregular severamente a factores de
virulencia como VjbR, virB2, fliF y fliC, en cambio, en la cepa aislada de humano
esta expresidn se mantiene por un tiempo mas prolongado, y el efecto
desregulador se presenta mas atenuado, probablemente hacia el inicio de la fase

estacionaria, lo cual debera ser analizado mas adelante.

Finalmente, se evalud la expresion genes de proteinas presentes en la
membrana como omp3l1, rbsB y ugpB. La expresion de omp3l y rbsB fue
practicamente constante y elevada en los tiempos evaluados de la fase
logaritmica, y fue similar en las dos cepas. La expresion de omp3l podria
responder a los requerimientos de su producto proteico, debido a que Omp31
pertenece al grupo 3, cuyos integrantes conforman a las proteinas de membrana
externa (OMP’s) mas abundantes, las cuales juegan un papel importante en el
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mantenimiento de la integridad y permeabilidad selectiva de la membrana
bacteriana de Brucella [68], su capacidad inmunogénica ha sido ampliamente
demostrada y se ha sugerido su utilidad potencial en el diagnéstico de brucelosis
humana y animal, en los que se ha detectado la presencia de anticuerpos anti-
Omp31 [56, 69]. También ha sido identificada como una de las proteinas
abundantes en las OMV’s de B. melitensis 16M [70-74], y productos con diferente
peso molecular y pl de Omp31 y Omp25 han sido identificados en fracciones de
membrana externa [75]. Por otro lado, se ha demostrado que su expresion puede
estar regulada por virB en B. melitensis [75, 76], sin embargo, no es el Unico
regulador de la expresion de omp31, VjbR y C12HSL pueden influir positivamente
en la produccion de Omp31 [38], lo que indica que la regulacion de su expresion
es compleja y podria estar influenciada aun por la concentraciéon de C12-HSL, ya
que se ha planteado la posibilidad de que los dos reguladores tengan una afinidad
diferente por ésta molécula autoinductora [8]. Estos antecedentes, aunados a los
resultados presentados sugieren que la regulacion de la expresion de Omp31 es

compleja.

La expresion de rbsB fue similar a la de omp31, por tanto, la bacteria
mantiene su expresion en la fase logaritmica, lo cual que sugiere que para
Brucella es importante la presencia de su producto proteico, llamado SP29 (Rib o
proteina precursora periplasmica de unién a D-Ribosa). De hecho, se ha sugerido
su produccion constitutiva en varias especies de Brucella, y se le ha identificado
en un grupo de proteinas periplasmicas, liberadas en sobrenadantes de B. suis
1330, tras su incubacion en medio acido [74]. Por otro lado, del C Rocha et al., en
el 2002 demostraron sus propiedades aglutinantes en eritrocitos, identificandose
mas tarde que estos pueden ser invadidos por B. melitensis durante el proceso
infeccioso [77], y se sugiere que la proteina puede tener un papel en la adherencia
a las células eucariontes [11], ademéas de que es uno de los componentes de
OMV’s liberadas por B. melitensis [73]. Estos requerimientos podrian estar

relacionados con la expresién invariable de rbsB en la fase logaritmica.
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En cambio, el gen que codifica para el producto predicho del locus ugpB,
presento expresion transitoria en la fase logaritmica, sera necesario evaluar si este
perfil de expresion esté involucrado con las propiedades de adherencia e invasion
a células hospederas, que caracteriza a las diferentes fases de la curva de
crecimiento [60], debido al papel importante de la presencia de su producto
proteico en la superficie de la membrana externa, en los procesos de adherencia e
invasion a células no fagociticas en B. suis 1330. Asi mismo, la proteina también
se detect6 en sobrenadantes de B. abortus S19, B. abortus AO1 (aislada de feto
bovino abortado) y B. melitensis 16M, obtenidos mediante extraccién por calor en
buffer salino de fosfatos (PBS) [10], y se le ha identificado en sobrenadantes de B.
suis 1330 obtenidos de cultivos en fase temprana estacionaria incubados a pH 4,
en medio minimo [74]. Estos antecedentes han sugerido que su expresion es
necesaria en etapas tempranas de infeccion [10].
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10. CONCLUSIONES

La expresion de genes del sistema QS como vjbR y aibP, y genes que
codifican para factores de virulencia como virB2, fliF y fliC, asi como, para el
componente de membrana externa ugpB, en B. melitensis M16 y B. melitensis
H18 mostro diferencias entre las fases temprana y tardia logaritmica, lo que refleja
gue cambios importantes en la modulacién de la expresion en cultivos vegetativos
durante la fase exponencial, pueden estar regulados por variaciones de las
condiciones de cultivo caracteristicos del crecimiento bacteriano logaritmico. Asi
también, los patrones de expresién a lo largo de la fase exponencial fueron
similares entre las dos cepas, sin embargo, destaca que la cepa humana mostré
tendencia para sobre-regular la expresién de estos genes con mayor intensidad
predominantemente hacia el final de la fase logaritmica, en comparaciéon con la
cepa de referencia. Efectos opuestos en la expresion de vjbR y aibP, sugieren la
participacion del sistema quorum sensing en esta fase del crecimiento. Estos
resultados sefialan que el efecto inducido por la interaccion entre huésped-
hospedero de la cepa aislada de humano, podria influir en su eficiente capacidad
para mantener la expresion de genes de virulencia a diferencia de la cepa de

referencia.
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11. SUGERENCIAS

Para comprender mejor la activacion del QS y la expresién genética se
sugiere monitorear todas las fases de la curva de crecimiento de la bacteria,
ademas se puede estudiar el comportamiento de Brucella al incorporar los

autoinductores como C12-HSL de manera exdgena.

Evaluar la expresion en modelos celulares y animales.

Sera de interés evaluar la expresién de otros genes de importancia en el
desarrollo de las capacidades virulentas de la bacteria tanto en etapas
tempranas como tardias del crecimiento vegetativo, asi como en procesos

agudos y croénicos.
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13. ANEXOS

13.1 Anexo A. Evaluacion y cuantificacion de RNA.

Cada muestra de RNA total fue sometido a electroforesis, para corroborar si
integridad. La separacion del RNA en sus diferentes tamafios indica una
extraccion correcta. Los resultados obtenidos en gel indicaron una correcta
extracciéon de RNA. Las muestras que tuvieron una correcta separacion de RNA
fueron sometidos a RT-PCR (Figura 27).

RNA 2h RNA 6h RNA 8h RNA 12h
16M  H18 16M  HI18 16M HI18 16M  H18

UEEES ﬁi

Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para determinar la integridad del RNA total.

Para la cuantificacion de la concentracion de RNA total se realizaron
lecturas por espectrofotometria UV-Visible a 260 y 280 nm de longitud de onda
con un espectrofotometro 6405 UV/VIS (JENWAY). La lectura de longitud de onda
a 260 nm permitio calcular la concentracion de RNA total.

Se puede considerrar 1 DOggo: 40 pg/ml.

Para determinar la pureza las muestras de RNA total con una relacion
260/280 mayor a 1.5 y menor a 2.2, con una relacion optima de 2, son fueron

aceptas.
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13.2 Anexo B. Electroforesis de gen constitutivo en las cepas

empleadas

Para determinar la expresion relativa se realizé6 una normalizacion empleando el
gen constitutivo glucosa 1-deshidrogenasa determinando su expresion para cada cepa

en las diferentes etapas de la fase logaritmica analizada (Figura 28).

B. melitensis 16M. Expresién de glucosa 1- B. melitensis H18. Expresién de glucosa 1-
deshidrogenasa deshidrogenasa

M 2h 6h 8h 12h M 2h 6h 8h 12h

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para determinar gen constitutivo.

13.3 Anexo C. Determinacion de No. de generaciones en base a la

curva de crecimiento

Las bacterias crecen siguiendo una progresion geométrica en la que el
namero de individuos se duplica al cabo de un tiempo determinado denominado

tiempo de generacion (g).

DETERMINACION FORMULA B. melitensis 16M  B. melitensis (H18)
Numero de t —to
. n= 16 15
generaciones: g
Tiempo de In (N — Ny) _ .
. = 1h 16min 1h 18min
generacion: t —to
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13.4 Anexo D. Determinacion de pH a lo largo de la curva de

crecimiento

Se analiz6 las variaciones de pH a lo largo de la curva de crecimiento para
ambas cepas y descartar que este se modificara y estresara a la bacteria (Figura
28).

6.95 -
6.9 -
6.85
6.8 -
T 6.75
6.7
6.65
6.6 -
6.55 -
6.5 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)

=eee+ Brycella melitensis 16 M e Brycella melitensis H18

Figura 29. Monitoreo de pH a lo largo de la curva de crecimiento de las cepas. Se muestra el

cambio de pH presento por las cepas empleadas a lo largo de las 20 h de la curva de crecimiento.
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