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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad zoondtica de distribucion mundial donde Brucella
melitensis es una de las especies mas virulentas del género, su capacidad patdgena se
basa en utilizar una estrategia sigilosa para evadir los mecanismos de defensa del
huésped, ademas de la expresion coordinada de factores de virulencia claves para lograr
establecer un nicho replicativo seguro, esta modulacién es fundamental para establecer
el proceso infeccioso. EI Quorum Sensing (QS) es un sistema de comunicacion
bacteriano que provoca una induccion o represion de genes blanco mediante la union de
una molécula autoinductora a un regulador transcripcional, actualmente se esti
explorando la capacidad de fitoquimicos como el dialiltrisulfuro (DATS) para modular este
proceso mediante diversas estrategias entre las que destaca la modificacion de la
expresion de factores de virulencia. Estudios han demostrado que los compuestos
organosulfurados del ajo han inactivado la trascripcién de genes clave de sistemas de
deteccion del QS en Pseudomonas aeruginosa, atenuando su virulencia, por lo que el
objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos del fitoquimico DATS sobre la expresion
genética de factores de virulencia relacionados con el QS (vjbR, virB2 y fliC) donde se
identificaron los cambios inducidos en los patrones de expresion genética y ademas se
evalud su capacidad antimicrobiana, para lo cual se emple6 una cepa de referencia B.
melitensis 16M y también un aislamiento clinico de Brucella melitensis H18. Los ensayos
de sensibilidad antimicrobiana se realizaron mediante el método de difusion en disco del
CLSI 2014, para los ensayos de expresion genética se establecieron curvas de
crecimiento para identificar la fase logaritmica tardia (13 h), se recolectaron alicuotas de
los grupos de estudio y se realizé extraccion de RNA total, RT-PCR, electroforesis en gel
de agarosa al 2.5% y densitometria (normalizada con RNAm BMEI0861). Los resultados
mostraron que DATS no inhibi6 el crecimiento microbiano de B. melitensis 16M y H18 en
ninguna de las concentraciones evaluadas en cambio, DATS 10 uM disminuye la
expresion de ARNm de vjbR, fliC y virB2 en ambas cepas, por lo que DATS podria estar
modulando negativamente la expresion de estos genes mismos que se han descrito
COmMo genes necesarios para la persistencia y cronicidad de la brucelosis, ademas de ser

importantes factores de activacion durante el desarrollo del QS.



1. ANTECEDENTES

1.1Brucelosis

La brucelosis es una enfermedad zoonotica de distribucion mundial que es causada por
bacterias del género Brucella, es transmitida a través de productos lacteos no
pasteurizados, de la exposicion y contacto del tejido y sangre de animales infectados,
inhalacion de aerosoles infecciosos, ingestion de agua o alimentos contaminados. B.
melitensis causa los sintomas mas graves y agudos (Moreno et al., 2020; Zang et al.,
2020). Aunque la enfermedad presenta una mortalidad en humanos menor a 5%, el
impacto es principalmente econémico y social debido a los altos costos de su
diagndstico, tratamiento y las incapacidades provocadas a futuro (Shakir et al., 2021); la
enfermedad en humanos tiende a desarrollar cronicidad y puede generar una amplia
variedad de signos y sintomas dependiendo del estadio en que se encuentre y del
sistema que afecte (Franc et al., 2018).

A comparacion de los animales donde la brucelosis se presenta provocando abortos,
metritis e infertilidad, en humanos los principales sintomas son fiebre alta, dolor muscular
y articular (Figueiredo et al., 2015; Franc et al., 2018), y a medida que las bacterias se
diseminan sistematicamente la enfermedad se presenta con hepatoesplenomegalia e
inflamacion de ganglios linfaticos, provocando la formacion de granulomas lo que
conlleva a diversas complicaciones como artritis, orquitis, hepatitis, encefalomielitis y
endocarditis en un estadio cronico, estas diversas manifestaciones de la enfermedad
complican el diagndstico (von Bargen et al., 2012).

1.2 Especies del género Brucella

Las especies del género Brucella pertenecen al grupo de las a-2 proteobacteria que
miden de 0.5 a 1.5 pm, son cocobacilos Gram-negativos, inmoviles anaerobios
facultativos, que no poseen capsulas ni forman esporas (Flores Martinez, 2018; Suarez-
Esquivel et al., 2020). En este momento se conocen al menos 12 especies de Brucella

de las cuales cuatro de ellas son las que causan enfermedades en los seres humanos,
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cada una de las cuales tiene un huésped animal diferente; siendo B. melitensis la causa
mas comun de brucelosis humana cuyos huéspedes son las cabras y ovejas, también
pueden causarla B. abortus (huésped principal: vacas), B. suis (huésped principal:
cerdos) y B. canis (huésped principal: perros) (Wang et al., 2020; Chang et al., 2021; El-
Sayed et al., 2018). Otras especies como Brucella ovis, (patégeno de los carneros),
Brucella ceti y Brucella pinnipedialis, que infectan a mamiferos marinos, y Brucella
neotomae y Brucella microti, que infectan a roedores son de menor relevancia zoonaética
y, por lo tanto, no se consideran patdogenos humanos peligrosos (Poester et al., 2013).

Aunque las especies de Brucella presentan una similitud del 97% a nivel genoma cada
especie afecta a diferentes hospederos, en consecuencia, muestran caracteristicas
fenotipicas similares y poseen los mismos factores de virulencia necesarios para la
infeccion y la vida intracelular (Suarez-Esquivel et al., 2020). Independientemente de la
especie bacteriana que cause la brucelosis, los sintomas clinicos observados en los
seres humanos infectados son los mismos, su capacidad de replicacion intracelular,
induciendo una leve formacion de especies reactivas de oxigeno y promoviendo la
muerte prematura de neutréfilos; esta capacidad de persistir periodos prolongados dentro
de la célula huésped y resistir la respuesta inmunitaria directamente relacionado con su

patogenicidad (von Bargen et al., 2012; Moreno et al., 2020).

1.3 Patogenicidad de Brucella spp.

La patogénesis de la brucelosis en humanos y animales es notablemente similar, debido
a la interaccion de la bacteria con las células susceptibles del huésped, su curso depende
también de la cepa, virulencia, dosis y via de inoculacién, ademas de ciertos parametros
del hospedero (Zang et al., 2020), Brucella spp. utiliza una variedad de estrategias para
penetrar en las células del hospedero, alterar y modular el trafico intracelular, evitar la
muerte en los lisosomas y evadir los mecanismos de defensa (Liu et al., 2015). Dado que
sus factores de virulencia no son clasicos, ha desarrollado un método para lograr con
exito la infeccidon, evadiendo la respuesta inmune del huésped y finalmente lograr

diseminarse a otros tejidos (Figueiredo et al., 2015).



La patogenia de la brucelosis depende principalmente de macrofagos, células dendriticas
y trofoblastos placentarios para su supervivencia y replicacion ya que de esta manera
controla el trafico intracelular de sus vacuolas denominadas BCV (vacuola que contiene
Brucella) para evitar su degradacion y favorecer un nicho replicativo seguro, éstas se
fusionan con elementos de la membrana como el reticulo endoplasmico (RE) y de esta
manera la BCV interactia con aquellos endosomas/lisosomas tardios que controlan la
acidificacion vacuolar y la transcripcion de varios factores de Brucella spp. (Ahmed et al.,
2016). El operdn virB se encarga de codificar el sistema de secrecion tipo IV (T4SS), que
consta de 12 genes (virB1-12) ubicados en el cromosoma I, secreta moléculas efectoras
gue mantienen las interacciones de la BCV con el RE que controlan el estilo de vida

intracelular del patdgeno hasta lograr desarrollar su nicho replicativo (Liu.,2015).
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Figura 1. Invasion de células de mamiferos y trafico intracelular. Durante la infeccion, una vez que
Brucella logra penetrar la células del huésped, se aloja en una vacuola (BCV), adquiriendo marcadores
endosomales tempranos, una vez que pasa por los lisosomas, activa el T4SS para regular el trafico
intracelular hacia el RE para poder replicarse. Tomado de Gtowacka et al., 2018.

El trafico intracelular es mediado por la interaccibn de Brucella con el endosoma
temprano, el cual se caracteriza por los marcadores Rab5 (proteina de union a GTP) y
EEA1l (antigeno endosémico temprano 1). Después, la adicion de [B-1,2-glucanos

regulara la maduracion del BCV que activara al T4SS regulando el trafico intracelular



desde el autofagosoma al reticulo endoplasmico adquiriendo los marcadores LAMPL1 y
Sec61p (marcadores endosomales/lisosomales tardios) en esta etapa del BCV tardio el
paso final del trafico intercelular de Brucella es la adquisicion de los marcadores
caracteristicos del reticulo endoplasmico: calnexina, calreticulina y Sec61B para que
finalmente la bacteria sera liberada de la célula promoviendo la propagacion (Figura 1)
(Gtowacka et al., 2018).

1.4Quorum sensing en Brucella spp.

La deteccion del Quorum o Quorum sensing (QS) es un proceso de comunicacion donde
un grupo de bacterias regulan la secrecion y deteccion de sefiales quimicas de moléculas
autoinductoras (Fig 2), para iniciar cambios en la expresion génica de sus factores de
virulencia (Jin et al., 2021). Este proceso se realiza a partir de una concentracion umbral
de estos moduladores de deteccion del Quérum que se unen a reguladores

transcripcionales logrando una induccion o represiéon de los genes objetivo.

Quorum sensing
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Figura 2. Esquema del Quorum sensing. El QS es un sistema de comunicacion dependiente de la
densidad celular que requiere la secrecion de moléculas de sefializacion denominadas autoinductores
representadas con circulos morados que son producidas por una sintasa y son detectados por un regulador
especifico, de esta manera se activa la transcripcién de genes regulados por QS. Los moduladores de

detecciéon del QS aumentan en relacién con el nimero de bacterias. Tomado de Muras et al., 2020.



Los QSM prevalentes para bacterias Gram-negativas incluyen a las N-acil homoserina
lactonas (AHL) que son sintetizados por AHL-sintasas de tipo Luxl, que consisten en una
cabeza polar de lactona de homoserina y una cola alifatica no polar, esta naturaleza
alifatica les permite difundir a través de las membranas bacterianas y una vez que se
alcanza un umbral de concentracidon se unen a regulador transcripcional de tipo LuxR

para modular la expresion de diferentes genes (Whiteley et al., 2017).

C12-HSL H 0

Figura 3. Estructura quimica del autoinductor de tipo AHL en Brucella spp. Tomado de Taminiau et
al., 2002

A pesar de que no se ha identificado una AHL-sintasa clasica en el genoma de B.
melitensis, se sabe que la molécula autoinductora es la N -dodecanoil-homoserina
lactona (C12-HSL) (Figura 3) que se ha encontrado en cantidades bajas en
sobrenadantes de cultivos (Taminiau et al., 2002), esto se atribuye por la localizaciéon
intravacuolar de Brucella spp. en las células huésped por lo que su QS es un sistema no
cldsico y su activaciéon no depende netamente de la densidad poblacional. Se han
identificado dos reguladores conservados de tipo LuxR: VjbR y BabR que contienen un
dominio de unién a AHL en la posicidn N-terminal, estos reguladores transcripcionales
globales se encargan de controlar genes implicados en la virulencia, la respuesta al
estrés y el metabolismo (Terwagne et al., 2013).

El regulador transcripcional VjbR modula la expresién del operén virB y otros genes
asociados con la virulencia de Brucella como los componentes flagelares fliF y fliC,
importantes para el establecimiento de la infeccion cronica, control de la maduracion
vacuolar y un nicho replicativo seguro (Kleinman et al., 2017; Barbier et al., 2018). El
regulador VjbR conserva un dominio funcional que responde a la molécula autoinductora
AHL y se ha demostrado que esta unién anula la expresion del operon virB y la regulacion
de multiples genes, de esta manera C12-HSL modifica directamente la actividad

transcripcional de VjbR disminuyendo su expresion y como consecuencia modula la



virulencia de la bacteria, lo cual se ha relacionado con la capacidad de la BCV para
madurar a la cronicidad y replicarse. Por otra parte, se ha evidenciado una proteina que
hidroliza a las AHL, denominada AibP (proteina de Brucella que inactiva AHL) encontrada
en todos los genomas de Brucella, lo que provoca un incremento en la virulencia de la
bacteria por la expresion del T4SS y genes flagelares como se ejemplifica en la Figura 4
(Terwagne et al., 2013).

Quorum Sensing en Brucella melitensis

Modula la expresion de genes

Regulador Transcripcional
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Figura 4. Esquema del Quorum sensing en Brucella melitensis. La molécula autoinductora en Brucella
melitensis es la C12-HSL que disminuye la expresion de VjbR atenuando la virulencia de la bacteria, de
igual forma se ha demostrado la existencia de la proteina Aibp que es una acilasa que inactiva AHL lo que

provoca el apagado del QS promoviendo la virulencia. Creacién propia en BioRender.com

Existen diversos estudios acerca de moduladores del Quorum Sensing que pueden
atenuar la virulencia de la bacteria al modificar la expresion de genes blanco relacionados
con los factores de virulencia, estos estudios han sido llevados en diversos modelos

animales, donde combinan la terapia antimicrobiana y los moduladores del QS, logrando



un mejor control de la infeccion de manera mas efectiva, presentando una alternativa
como coadyuvantes de antibidticos convencionales (Chen et al., 2019).

En este sentido, el Quorum Sensing basado en N-acil homoserin lactonas (AHL) es
importante para la regulacion de los determinantes de virulencia de bacterias como
Brucella. Asi, la inhibicién de las sintasas de las AHLs ofrece un potencial terapéutico

sin base en antibidticos en contra de las infecciones bacterianas mediadas por el QS.

1.5 DATS sus efectos y su actividad antimicrobiana

Una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo son las infecciones
bacterianas y el uso desmedido de antibioticos convencionales ha causado la aparicion
de bacterias altamente resistentes, por o que es necesario explorar nuevas estrategias
de tratamiento que pudieran relacionarse con mecanismos bacterianos responsables
implicados en el establecimiento del proceso infeccioso como el sistema Quorum
Sensing (Santhakumari et al., 2019).

El estudio de este sistema de comunicacion bacteriana ha mostrado resultados
interesantes que han sugerido que el desarrollo de estrategias de interferencia en este
mecanismo puede lograr la interrupcion de las vias de sefializacion, mediante inhibidores
del Quorum Sensing que modifican de manera importante el establecimiento exitoso del
microorganismo en su huésped. De tal manera que esta informacién ha permitido crear
nuevas estrategias antibacterianas para atenuar la produccion de diversos factores de
virulencia como la formacién de biopeliculas resistentes a los farmacos (Fong et al.,
2018; Jakobsen et al., 2013).

Actualmente, se ha reportado que algunos compuestos bioactivos como los sulfuros de
alilo derivados del ajo poseen actividad anti virulenta en patdégenos oportunistas
alterando estas vias de deteccién del Quorum, contribuyendo a la atenuacion de su
virulencia, pero sin inhibir el crecimiento microbiano disminuyendo la posibilidad de
desarrollar resistencia (Li et al., 2018; Feng et al., 2014; Wu et al., 2014).

Diversos estudios han demostrado que el ajo (Allium sativam) tiene mas de 100
metabolitos secundarios bioloégicamente activos, de los cuales destacan los compuestos

organicos de azufre (OSC) los cuales comprenden a los sulfatos de alilo, y estos a su



vez engloban al sulfuro de dialilo (DAS), disulfuro de dialilo (DADS) y dialil trisulfuro
(DATS) como se observa en la figura 5 (Wang et al., 2012). Se ha postulado que el
numero de atomos de azufre explica la actividad biologica de estos fitoquimicos y al ser
DATS el que contiene la mayor cantidad de atomos de azufre es el compuesto con mayor
efectividad (Liu et al., 2015; de Garcia Vargas, 2021). Ademas de que también se ha
investigado como agente anticancerigeno, quimiopreventivo, y que regula multiples vias
distintivas del cancer, incluido el ciclo celular, la apoptosis, la angiogénesis, la invasion y
la metastasis, también se ha registrado sus propiedades antimicrobianas, modificacion

redox, su modulacion inmunitaria y su papel en la inflamacion (Puccinelli et al., 2017,

Nicastro et al., 2015).
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Figura 4. Via de sintesis de compuestos organicos de azlfre (OSC) en Allium. Tomado de Puccinelli
et al 2017.

En el 2019, Li et al., en estudios previos determinaron que DADS puede inhibir los
factores patdgenos al inactivar la transcripcion de genes clave de tres sistemas de
deteccion del QS de Pseudomonas aeruginosa (las, rhl y pgs) ademas de disminuir la

motilidad bacteriana y la quimiotaxis. Sin embargo, aln se necesita mas investigacion



para determinar como los sistemas del QS regulan estas funciones, al no afectar la
dinamica de crecimiento, en cambio inhibir la transcripcion de estos genes de virulencia.
Por ello es importante evaluar los efectos antimicrobianos del Dialil Trisulfuro (DATS) en

la expresion genética de Brucella melitensis.



2. JUSTIFICACION

Las bacterias del género Brucella son patégenos intracelulares facultativos que causan
brucelosis, una enfermedad que puede durar semanas 0 meses si no es tratada
efectivamente. Brucella melitensis es el principal agente causal en humanos, y su
particular estilo de vida intracelular le permite evadir la respuesta inmune de su
hospedero mediante estrategias importantes que involucran la expresion de factores de
virulencia como VjbR, sistema de secrecion tipo 1V, genes flagelares y modulacion del
sistema Quorum Sensing un sistema de comunicacion utilizado por Brucella spp.,
ademas, el encendido y apagado del QS se ha relacionado con la expresion organizada
y coordinada de multiples genes.

Debido a la creciente incidencia de la brucelosis y la capacidad del patégeno para
persistir y establecer una enfermedad crénica es esencial el uso de antibiéticos durante
un tiempo prolongado, hecho que pudiera provocar la resistencia de la bacteria ante el
tratamiento convencional, por lo que la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas
gue eviten la resistencia a antibiéticos es un desafio en la actualidad.

Actualmente, se ha reportado que algunos compuestos bioactivos como los sulfuros de
alilo derivados del ajo poseen actividad anti virulenta en patégenos oportunistas, de
modo que son capaces de alterar la expresion de factores de virulencia del patégeno
para que de esta manera se logre eliminarlos. Estudios previos in vitro e in vivo revelaron
una inhibicién significativa del Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa.

Asi, en el presente trabajo se propone evaluar el efecto del Dialil Trisulfuro (DATS) en la
expresion genética de algunos factores de virulencia y su efecto antimicrobiano en

cultivos de B. melitensis.



3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo General

Evaluar los efectos del fitoquimico Dialil Trisulfuro (DATS) sobre la expresion genética
de factores de virulencia relacionados con el Quorum Sensing en cepas de referencia y
un aislamiento clinico de Brucella melitensis, y su relacion con su capacidad

antimicrobiana.

3.2.0bjetivos particulares

e Evaluar el efecto antimicrobiano de DATS mediante ensayos de sensibilidad
antimicrobiana a las concentraciones de 0.1 uM, 1uM, 10 uM, 100 pM, 1 mM y
10 mM con el método estandarizado de difusion en disco de acuerdo con la Guia
CLSI 2014 contra B. melitensis 16 M, B. melitensis H18, E. coli y S. aureus como

referencia de bacterias gram negativas y gram positivas.

e |dentificar la fase logaritmica exponencial del crecimiento vegetativo de B.
melitensis 16M, y establecer las unidades formadoras de colonias (UFC) en esta

fase de mayor capacidad virulenta.

e I|dentificar los cambios inducidos por DATS 10 uM en los patrones de expresion
de vjbR, virB2 y fliC en la cepa de referencia B. melitensis 16M y el aislamiento

clinico B. melitensis H18, mediante PCR punto final.



DIAGRAMA DE TRABAJO

Conservaciony C Zacion microbiokoai
mantenimiento de —tl aracterizacion microbiolégica
cepas de Brucella o

. . Caracterizacion molecular
melitensis

: !

Brucella melitensis 16M Brucella melitensisH18
(Cepa de referencia) (Aislamiento clinico)

Cultivo en placa (48
horas) en medio
BrucellaBuap

v

| Obtencion de indculo |

Ensayos de sensibilidad |, Establecimiento de
antimicrobiana (CLSI 2014) "| curvas de crecimiento
. '
Suspension bacteriana a Recoleccion de alicuotas
estandar 0.5 Macfarland l
l Ensayos de expresion
Sembrado masivo | genética
7 sensidiscos por placa | Tratamiento de la
suspension bacteriana con
l DATS 10 uM
Adicién de DATS 0.1 pM, i
1pM, 10 pM, 100 pM,
1mM y 10 mM Recoleccion de alicuotas
L (13 h post-crecimiento)
Reporte de halo de inhibicién l‘

| Extraccion de RNA total ]

.

| Tratamiento con DNAsa |

.

| RT-PCR |

.

| Electroforesis |

Yy

I Normalizacién con g1dh I

.

Densitometria
Analisis de expresion
relativa)

={ Analisis de resultados Iﬁ




5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Material

Material de vidrio, plastico y reactivos de grado analitico o grado biologia molecular

segun sea el caso para cada ensayo experimental.

5.2.Material bioldgico

Cepas bacterianas de B. melitensis 16M y B. melitensis H18 aislada de humano

conservadas en el laboratorio de patogenicidad microbiana (CICM-ICUAP).

5.3.Equipos

Tabla 1. Caracteristicas de los equipos

EQUIPO

MARCA

MODELO

Incubadora

Boekel Sientific

Dry Batch Incubator. Boekel.

Céamara De Electroforesis

Bluegel

Single

Gabinte De Bioseguridad

Nuaire. Biological Safety
Cambinets

Class li Type A/B

Centrifuga Eppendorf 5424
Espectrofotémetro Jenway 6405 Uv/Vis
Estufa Lumiste li lec - 41

Incubadora Con Agitacion

New Brunswick Scientific

Innova 4080. Incubator Shaker.

Termociclador

Techne

Tc-412

Vortex

Scientific Industries.

Vortex —T. Genie 2

Campana De Bioseguridad

Nuaire.
Biological Safety Cambinets

Class li Type A/B




5.4.Métodos

Tabla 2. Referencia de los métodos

DETERMINACION METODO REFERENCIA

Obtencién de RNA total Método de TRIzol Terwagne et al., 2013

DNAsal, RNAsa free Thermo

Obtencion de cDNA Retrotranscripcion g
Scientific.

Identificacion molecular de la PCR multiple Brucella-ladder

cepa v2.0 Lopez-Goiii et al., 2011

Deteccion de los genes VjbR,
virB2, fliC y ftcR

Terwagne et al., 2013; Lei et al.,

PCR punto final 2016: Smith et al., 2013

Sensibilidad antimicrobiana Método de difusion en disco Guia CLSI 2014

6. METODOLOGIA
6.1.Conservacion y mantenimiento de las cepas de Brucella melitensis

Las cepas utilizadas en este estudio fueron reactivadas mediante el modelo murino (de
Flores, 2018), las bacterias se aislaron y se conservaron en caldo BrucellaBUAP con
glicerol al 30% posteriormente se almacenaron a -70°C hasta su identificacion

microbiolégica y molecular.
6.2.Caracterizacion microbioldgica

Las cepas previamente almacenadas a —70°C se descongelaron y se aislaron para
realizar su caracterizacion microbiolégica, se sembraron en agar BrucellaBUAP
mediante estria cruzada, se incubaron a 37°C con atmosfera de COzal 5% durante 48 h.
Una vez pasado el tiempo de incubacion se observaron colonias puntiformes circulares,
convexas, con bordes regulares y traslicidas, a partir de una colonia aislada se realiz6
tincion de Gram y se realizaron pruebas bioquimicas en TSI, LIA, MIO, citrato de
Simmons y urea de Christensen siguiendo la metodologia de caracterizacion

microbiolégica de Flores, 2018.



6.3 Caracterizaciéon molecular de las cepas bacterianas

La caracterizacion molecular se realiz6 a partir de la extraccion de ADN mediante la
técnica de choque térmico, donde se realizé una suspension bacteriana (OD600 =1.0)
en un tubo para microcentrifuga con 300 uL de agua destilada estéril, posteriormente se
sometié a ebullicibn en un bafio seco durante 10 min y se tomo el liquido sobrenadante
el cual se centrifug6é a 8000rpm/15 min para separar el sobrenadante nuevamente,
finalmente se sometié a PCR multiple un microlitro de ADN extraido mediante el método
Brucella-ladder v2.0 para confirmar la identidad de la cepa (L6pez-Gofi et al., 2011) cuya

mezcla de reaccién se indica en la tabla 3.

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

COMPONENTE CONCENTRACION FINAL VOLUMEN (L)
DreamTag Green PCR Master
Mix (2X) 0.5X 12.5
Mezcla de oligonucleétidos 0.5 uM 6
DNA 1 ug -

Agua libre de nucleasas
(c.b.p.25puL)

El protocolo de reaccion de PCR se muestra en la tabla 4, los productos de PCR se
visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X, sometidos
a 110 V por 30 min para su corrimiento y empleando un marcador de peso de 100 pb
Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder.

Tabla 4. Protocolo utilizado en lareaccién de PCR Brucella-ladder v2.0

CICLOS FASE TEMPERATURA °C TIEMPO

1 Desnaturalizacion inicial 95 7 minutos
Desnaturalizacion 95 35 segundos

30 Alineacién 63 1 minuto

3 minutos

Extension 72




1 Extension final 72 minutos

6.4 Eleccion de la concentracion de DATS a evaluar en ensayos de expresion
genética

La mayoria de los ensayos de DATS sobre la inhibicién de factores de virulencia, la
inactivacion de la transcripcion de genes del Quorum Sensing y sus efectos sobre el
crecimiento han sido realizados en Pseudomonas aeruginosa. Li et al., en el 2018
establecieron y evaluaron el efecto de DATS a concentracién de 0.64 mg/mL con
resultados positivos en la inhibicion de factores de virulencia. Feng et al., en el 2014
reportaron las respuestas de Cronobacter sakazakii a diferentes compuestos organicos
de azufre a 3.88 mM disuelto en DMSO mostrando una regulacion negativa de los genes
relacionados con la motilidad. En el 2015, Liu et al., reportaron el efecto dosis respuesta
de DATS sobre células tumorales de cancer de mama utilizando diferentes
concentraciones que iban de 2.5 uM, 5 uM, 10 uM hasta 20 uM utilizando como vehiculo
DMSO al 1% para solubilizar al fitoquimico, por lo que finalmente se decidié que en este
estudio los ensayos de expresion genética se evaluaran a la concentracién de 10 uM de
DATS.

6.5 Ensayos de sensibilidad antimicrobiana
6.5.1 Obtencién del in6culo

A patrtir de un cultivo en placa de las cepas utilizadas (B. melitensis 16M y H18) se tomo
un inoculo para realizar un cultivo overnight (O.N.) en caldo BrucellaBUAP a 37°C/150
rpm/13h, para obtener una suspension bacteriana de 1x107 UFC en 200 pL de PBS pH
7.4 estéril siguiendo el método del CLSI 2014.

6.5.2 Método de difusion en disco

A partir de la obtencion del inoculo se realizo un cultivo microbiologico a 37°C durante 48
h con atmosfera de CO:2 al 5% en medio BrucellaBUAP para obtener una suspension
bacteriana a estandar 0.5 de MacFarland que se ocup6 para realizar un sembrado

masivo, se utilizaron dos placas por cepa y se colocaron 7 sensidiscos de 100 mm de



diametro por placa, a continuacion, cada concentracion de DATS se coloc6 por duplicado
(0.1 pMm, 1pM, 10 pM, 100 pM, 1 mM y 10 mM) en volumen de 10 pl por sensidisco,
ademas del vehiculo (DMSOQO) en un sensidisco para quitar las interferencias que pudiera
provocar, posteriormente se incubaron 37°C/24 h y 48 h finalmente se realizo el reporte

del halo de inhibicion.

6.6 Estudios de expresidon genética
6.6.1 Extraccion de RNA

Se obtuvo una suspension bacteriana de 1x107 UFC en SSI, a una Absorbancia=0.01 a
A= 600 nm con el propdsito de evaluar la expresion genética en la fase mas virulenta del
crecimiento vegetativo de las cepas en estudio. Asi, se recolectaron alicuotas
bacterianas después de 13 h a 150 rpm/37°C por triplicado, en los siguientes grupos de
estudio: B. melitensis 16M y B. melitensis H18 en medio BrucellaBuap (control), medio
de cultivo BrucellaBuap/DMSO 5% (vehiculo) y medio de cultivo BrucellaBuap/DMSO
5%/DATS 10 upM. Estas alicuotas se centrifugaron 5000 rpm/50 min/4 °C y se
conservaran en RNA later. Posteriormente se realizo la extraccion de RNA de cada
muestra mediante el método TRIzol, y serd conservado a -70°C para su posterior
analisis. Se examind la integridad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.8% mientras que la concentracion del RNA total obtenido se analizo
espectrofotométricamente a 260 nm donde 1 unidad de absorbancia (A260) equivale a
40 pg de una cadena de RNA/mL. La pureza se determiné de acuerdo con las relaciones;
A260/A280 =1.7 - 2.1 y A260/A230 = 1.8 — 2.1 (Petrov et al., 2013).

6.6.2 Retrotranscripcion

El RNA total fue tratado con DNAsa para eliminar el DNA gendmico mediante el kit DNasa
[, libre de ARNasa de ThermoFisher siguiendo las instrucciones del fabricante, cuya
reaccion se realizé a 37°C durante 30 minutos, posteriormente el tratamiento se detuvo
y de esta manera se inactivd a la enzima Dnasal; se agregd 1 uL de EDTA 50 mM y se

incubo a 65°C por 10 minutos la mezcla de reccion se observa en la tabla 5.



Una vez removido en su totalidad el DNA gendmico, se procedio a la sintesis de cDNA
mediante el Kit Thermo Scientific Revert Aid First Strand cDNA synthesis mediante las

instrucciones del fabricante, la mezcla de reaccidon se muestra en la tabla 6.

Tabla 5 Mezcla de reaccion utilizada en el tratamiento con DNAsa

COMPONENTE CONCENTRACION FINAL VOLUMEN (ML)
Buffer de reaccién 10 x con

MgCl, 1X 1

DNase |, RNase-free 0.5 uM 1
RNA 1ug 1

Agua libre de nucleasas )

(c.b.p.10 pL)
EDTA 5mM 1

Tabla 6 Mezcla de reaccion utilizada en la Retrotranscripcion

COMPONENTE CONCENTRACION FINAL VOLUMEN (L)

RNA libre de gDNA 0.1ngab5ug 10
Random Primer 5uM 1
Buffer de reaccion 5X 1X 4
Inhibidor Riboblock RNAasa 1U 1
Mezcla dNTP 10 mM 0.5mM 2

Enzima RT 10U 0.3

Agua libre de nucleasas cbp 20

Volumen final 20




6.6.3 PCR punto final

La mezcla de reaccion para PCR punto final se realizé con GoTaq® Green Master Mix,
utilizando una concentracion de 12.5 pmol/uL de cada primer y 1 uL (<250 ng) de cDNA

para un volumen final de 25 yL como se muestra en la tabiila 7.

Tabla 7. Mezcla de reaccion utilizada en PCR punto final

COMPONENTE CONCENTRACION FINAL VOLUMEN (L)
DreamTagq I\(jir)¢(3?2r1>(|3)’CR Master 0.5X 12.5
Oligo Forward 0.5uM 1
Oligo Reverse 0.5 uM 1
cDNA 1pg 1
Agua libre de nucleasas 9.5
Volumen final 25

Los oligonucleétidos utilizados para amplificar los genes de interés se muestran en la
Tabla 8. Se muestra el protocolo de reaccién de PCR en la Tabla 9, las condiciones de
amplificacion utilizadas fueron las siguientes: la desnaturalizacion inicial 95°C se llevo a
cabo durante 20 segundos, después 40 ciclos de: desnaturalizacién a 95 °C durante 5
segundos, alineamiento 58 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C durante 60
segundos, finalmente posterior al dltimo ciclo, se realiz6 una extension final a 72 °C

durante 300 segundos.

Tabla 8. Oligonucleétidos empleados para la evaluacién de la expresion genética de
genes eucariontes y procariontes por PCR punto final.

NuUmero de Tamafio
Gen diana A Secuencia del oligonucleétido del Referencia
cceso "
amplicén
F5 - CCGCTACGTAACGCATACCT -
. 3 Uzureau et
vibR BMEII1116 R 5- CGGGTCAATGGCAAAGTAGT - | 139PP al., 2010
3
. F5- Terwagne et
virB2 | BMEII0026 GCAAAAAGTGCTGGACTTGCTA-3 | B0PP al., 2013




R5-
CCATCTTGTAACCGGACCAGAT - 3

F5-CTTCGTACAATCGTTCCGGT -
’ Terwagne et

. 3
fliC BMEI0150 81 pb al.. 2013
R 5- CCATGGTCTTCGCATCAGT - 3

R 5- AAATACGCCATCGACCAGAT -
g Uzureau et

3
gldh BMEIO861 82 pb al., 2010
R5-ACTTGCCGACATGGCTATG -3

Tabla 9. Protocolo empleado en lareaccion de PCR punto final (Terwagne et al., 2013)

CICLOS FASE TEMPERATURA °C TIEMPO
1 Desnaturalizacién inicial 95 20 segundos
Desnaturalizacion 95 5 segundos
40 Alineacién 58 30 segundos
Extension 72 60 segundos
1 Extensién final 72 300 segundos

6.6.4 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.8% en buffer TBE 1X, el corrimiento electroforético se realizé a 90 V durante 50
minutos, se utilizé un marcador de 50 pb Thermo Fisher Scientific GeneRuler 50 pb DNA
Ladder. Finalmente el cDNA amplificado fue normalizado con respecto a la expresion del

gen constitutivo gldh para el andlisis mediante densitometria.

6.6.5 Analisis de expresion relativa

Este analisis se realiz6 mediante densitometria, estableciendo una relacion entre las
densitometrias obtenidas de los genes en estudio con el gen constitutivo, analizadas

mediante el empleo del software DGIT3.



7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Caracterizacién microbiolégicay molecular de las cepas de estudio

7.1.1. Mantenimiento y caracterizacion microbioldgica de las cepas
bacterianas

La pureza de las cepas de Brucella melitensis 16M y Brucella melitensis H18 se analizo
mediante ensayos microbioldgicos de esta manera se confirmé su género y especie. La
identificacion de las cepas utilizadas fue a partir de su morfologia colonial (Figura 6)
donde Brucella melitensis presenta colonias circulares, convexas de bordes regulares,
translucidas de coloracion ambar, en la figura 6A las colonias de Brucella melitensis H18
presentan una morfologia colonial mas pequefa y puntiforme que B melitensis 16M
(Figura 6B), a pesar de esto no se observan diferencias en la tinciéon de Gram, como se
aprecia en la Figura 7, en donde se identifican bacilos cortos gram negativos.

Figura 5. Cultivo microbioldgico de Brucella melitensis en medio Agar BrucellaBUAP después de
48 horas de incubacion a 37°C con tensién parcial de CO; al 5%. A) Morfologia colonial de Brucella

metinensis 16 M. B) Morfologia colonial de Brucella melitensis H18.



A) I B) I
Figura 6. Tincién de Gram. A) Brucella melitensis 16 M. B) Brucella melitensis H18. Se muestran bacilos

cortos Gram-negativos caracteristicos del género Brucella spp.

Después se realizaron pruebas bioquimicas a partir de una colonia aislada inoculando
los medios TSI, LIA, MIO, Citrato de Simmons y UREA (Figura 8), éstas demostraron que
Brucella spp., no fermenta azlUcares como glucosa, sacarosa o lactosa y no producen
acido sulfurico en el medio TSI, no descarboxilan la lisina en LIA, no utilizan el citrato
como unica fuente de carbono pero al contar con la enzima ureasa pueden hidrolizar la
urea, en el medio MIO no descarboxilan la ornitina, son indol negativas y aunque tienen

genes que codifican para flagelo son inmdéviles pues no lo expresan constitutivamente.

A)

Figura 7. Identificacidon de Brucella mediante Pruebas Bioquimicas. a) Agar TSI Hierro Triple Azlcar
b) Agar MIO Movilidad Indol Ornitina c) Agar Citrato de Simmons d) Agar LIA Hierro Lisina e) Agar Urea.
A) Pruebas bioquimicas para Brucella melitensis 16M. B) Pruebas bioquimicas para Brucella melitensis
(H18).



7.2Caracterizacién molecular de género y especie

La caracterizacion molecular se realiz6 mediante mediante PCR mudltiple de punto final,
en la cual las especies de Brucella melitensis se caracterizan por presentar un patron
tipico de la amplificacién de seis fragmentos de 1,682, 1,071, 794, 587, 450 y 152 (pb)
(Lépez Goiii et al., 2011), los cuales fueron identificados por electroforesis en gel de

agarosa 1.5 % como se muestra en la Figura 9.

1682 pb
1071 pb

794 pb
587 pb

450 pb

150 pb

Figura 8. Identificacion de las cepas por PCR multiple: Brucela ladder v2.0. Carril 1: Marcador de
peso Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder. Carril 2: B. melitensis 16M Carril 3: B.

melitensis H18.

7.3Andlisis de los efectos de DATS en los ensayos de sensibilidad
antimicrobianay factores de virulencia

Al ser DATS uno de los compuestos organosulfurados mas abundantes del aceite de ajo
con una variedad de efectos benéficos que van desde antioxidantes, anticancerigenos y
qguimiopreventivos (Puccinelli et al., 2017). Diferentes investigadores han documentado
el efecto antimicrobiano de los componentes del ajo; la alicina tiene un amplio espectro
de dianas celulares, eficaz contra bacterias y hongos, y se ha documentado su actividad

contra patégenos pulmonares (Reiter et al., 2017).



La alicina se descompone rapidamente en compuestos ricos en azufre incluidos el dialil
sulfuro (DAS), el dialil disulfuro (DADS) y el dialil trisulfuro (DATS), derivados que
recientemente han tomado gran importancia por su capacidad antimicrobiana y cuyo
numero de azufres determina esta capacidad (Tang et al., 2021). Uzun y colaboradores
en el 2019 evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite de ajo y los sulfuros de alilo,
contra P. aeruginosa y K. pneumoniae microorganismos responsables de la otitis media
externa y encontraron que el compuesto mas eficaz era el dialil trisulfuro, sin embargo,
aunque exhibio actividad microbiostatica, este efecto estuvo por debajo de los

antibiéticos convencionales.

Por otra parte, no hay ensayos de la evaluacion del efecto de DATS sobre los factores
de virulencia o las vias de deteccion del QS en bacterias a pesar de ello Li et al., durante
el 2018 evaluaron el efecto del disulfuro de dialilo DADS sobre el crecimiento, factores
de virulencia y transcripcion de genes implicados en el QS de Pseudomonas aeruginosa,
donde DADS inhibié efectivamente los factores de virulencia al inactivar la transcripcion
de genes de los sistemas de deteccion del QS, en el 2019 también demostraron que la
motilidad bacteriana y la quimiotaxis también fueron inhibidos por DADS, finalmente Liy
colaboradores en el 2021 demostraron que el dialil sulfuro (DAS) inhibi6 de igual manera
la transcripcién de la mayoria de genes relacionados al QS y ademas mejoro la expresion
de ciertos genes implicados en la biosintesis de factores nutricionales beneficiosos para

Pseudomonas aeruginosa.

7.3.1 Efectos de DATS sobre la sensibilidad antimicrobiana

El crecimiento de Brucella melitensis 16M y Brucella melitensis H18 no fue inhibido en
presencia de ninguna de las concentraciones evaluadas de DATS (1 uM, 10 uM, 100 uM,
1 mM vy 10 mM), como se observa en la figura 10. Inicialmente se exploré el efecto
inhibitorio del fitoquimico, y se evaluaron las condiciones de desarrollo del método de
difusion en disco, realizando los ensayos por duplicado con cada sensidisco,
considerando el desarrollo del ensayo en presencia de un control con agua destilada y
otro con el vehiculo DMSO para eliminar interferencias. Posteriormente, se decidié
evaluar 5 concentraciones de DATS 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM y 10 mM y el efecto de

los tres antibioticos para reportar su concentracion minima inhibitoria. En la Figura 11 se



observa que DATS no desarrollo la presencia del halo de inhibicion de B. melitensis por
lo que no hubo inhibicién del crecimiento del patégeno. En cambio, se observa que los
antibidticos considerados como un control positivo de inhibicion del crecimiento de este
patdgeno, Ampicilina, Acido Nalidixico y Sulfametoxasol/Trimetoprima, si inhibieron el
crecimiento. De igual forma se muestran las placas de crecimiento de S. aureaus y E.
coli como cepas de referencia de bacterias gram positivas y gram negativas. De acuerdo
con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2020), los antibioticos doxiciclina y
estreptomicina, rifampicina, gentamicina o sulfametoxazol/trimetoprima son empleados
en el tratamiento de la brucelosis. Es recomendable el uso de 100 mg de doxiciclina cada
12 horas durante 45 dias, ademas de 1 g de estreptomicina al dia durante 15 dias, pero
la principal terapia alternativa es de 100 mg de doxiciclina dos veces al dia durante 45
dias, mas 15 mg de rifampicina por kilo y dia (600-900 mg) durante 45 dias. Asimismo,
se establece que la estreptomicina puede sustituirse por 5 mg de gentamicina por kilo y
dia, durante 7 a 10 dias. El tratamiento éptimo para las embarazadas, los recién nacidos
y los nifios menores de 8 afios aun no se ha determinado, en el caso de los nifios, las
opciones incluyen la trimetoprima/sulfametoxazol (cotrimoxazol) combinada con un
aminoglucdsido (estreptomicina, gentamicina) o rifampicina (Organizacién Mundial de la
Salud, 2020). Aun asi, los tratamientos requieren su aplicacion por mas de una semana
y debe evitarse el tratamiento con un solo antibidtico, ya que existe una alta tasa de
recaida cuando no se usa un régimen combinado y durante el tiempo indicado. Ademas,
la falta de atencion para terminar estos tratamientos puede provocar riesgo de generar

resistencia (Yang et al., 2021).

Si bien la actividad antimicrobiana asociada a los compuestos hidrofébicos del ajo como
alicina, vinilditinas, ajoenos y polisulfuros de dialilo ha sido reportada en mdultiples

estudios, no se habia reportado en contra de Brucella spp.
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Figura 9. Estandarizacién del método de sensibilidad antimicrobiana. Crecimiento de Brucella
melitensis 16 M frente a sensidiscos en presencia de A) DATS 0.1 uM, 1M, 10 uM B) DATS 100 pM, 1
mM y 10 mM y Crecimiento de Brucella melitensis H18 frente a C) DATS 0.1 pM, 1uM, 10 uM D) DATS
100 puM, 1 mM y 10 mM, ademas de un sensidisco con agua destilada (Control) y DMSO (Vehiculo).

La mayoria de los estudios atribuyen la capacidad antimicrobiana del ajo a la alicina la
cual es capaz de inhibir la formacién de biopeliculas de bacterias el cual es un factor de
virulencia importante y una de las principales causas de resistencia bacteriana al
tratamiento con antibioticos (Nakamoto et al., 2020), los otros compuestos como los
sulfuros de alilo pueden ser buenos candidatos en concentraciones mas altas para
interrumpir el crecimiento bacteriano. DATS ha demostrado mejor actividad



antimicrobiana que los otros sulfuros de alilo como DADS, ya que DATS presenta una
actividad quimica y bioldégica mas compleja y ademas al presentar una cadena mas larga

de sulfuros son mas estables (Miinchberg et al., 2007).

Figura 10. Ensayo de sensibilidad antimicrobiana. A) Crecimiento de Brucella melitensis 16 M B)
Crecimiento de Brucella melitensis H18 C) Crecimiento de Escherichia coli D) Crecimiento de
Staphylococcus aureus. Frente a DATS 1pM, 10 pyM, 100 uM, 1 mM y 10 mM y antibiéticos AMP:
Ampicilina, NA: Acido Nalidixico y SXT: Sulfametoxasol/Trimetoprima.



Oosthuizen y colaboradores demostraron en el 2017 que, al evaluar diferentes mezclas
de sulfuros de alilo, la mezcla con mayor concentracion de DATS fue la que presentd
mayor actividad antimicrobiana, identificando una concentracion inhibitoria minima de 2.5
pHg/mL en contra de M. tuberculosis, y aquella mezcla con menor cantidad de DATS no
inhibi6 el crecimiento de manera importante, finalmente una mezcla con mayor cantidad
de tetrasulfuro de alilo no incremento la inhibicion. Por lo que sera interesante desarrollar
mas estudios aumentando la concentracién evaluada e identificar su potencial para
alterar el crecimiento bacteriano.

7.3.2 Analisis de la expresion de genes relacionados con QS en B.
melitensis en presencia de DATS

Para evaluar los efectos de DATS sobre los genes relacionados al quorum sensing en
Brucella melitensis primero se identifico la etapa logaritmica tardia, en la curva de
crecimiento, por ser la etapa con mayor capacidad de virulencia y en la que se ha
identificado una regulacion importante del quorum sensing (Terwagne., 2013, Kleinman
et al., 2017). La curva de crecimiento de B. melintesis 16M y B. melintesis H18 se evalu6
por 20 horas (Figura 12), monitoreando el desarrollo poblacional a una A=600 nm (ODsoo
nm), cada hora (Gréfica A). Las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) fueron
evaluadas a lo largo del crecimiento bacteriano, y se identificaron las fases

exponenciales, estacionaria y de muerte (Grafica B).
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Figura 11. Curvas de crecimiento vegetativo de B. melitensis 16M y H18. Las cepas fueron cultivadas
en caldo BrucellaBUAP, 150 rpm a 37°C. A) Evaluacion del desarrollo bacteriano respecto a la absorbancia
evaluada a A=600 nm, monitoreada durante 20 horas. B) Evaluacién del desarrollo bacteriano respecto a
las UFC/mL, durante 20 h. En los graficos se muestra la fase exponencial (a-c), estacionaria (d) y de muerte
(e). En ambos casos cada punto corresponde a la media de tres repeticiones independientes, las barras

de error corresponden al error estandar.

Después de identificar la fase logaritmica tardia, se evaluo la expresion de factores de

virulencia relacionados con el QS, para lo cual se recolectaron alicuotas por triplicado del



crecimiento vegetativo de B. melitensis 16M y H18 de los tres grupos de estudio Grupo
1: Medio de cultivo BrucellaBUAP (grupo control), Grupo 2: Medio de cultivo
BrucellaBUAP adicionado con DMSO 5% para discriminar el efecto del vehiculo (grupo
vehiculo) y Grupo 3: Medio de cultivo BrucellaBUAP adicionado con DATS 10 uM. El
RNA total extraido mediante el método TRIzol (adaptado de Terwagne et al., 2013) se
cuantific6 mediante espectrofotometria y se determiné la pureza por medio de las
relaciones de absorbancia Ajeg250 Y Azeo/230. 1@ integridad se identifico mediante
electroforesis en gel de agarosa, los resultados se muestran en la Tabla 10 y Figura 13,

respectivamente.

Tabla 10 . Andlisis de la pureza y cuantificacion de RNA extraido de cultivos vegetativos.

CONCENTRACION

MUESTRA RELACION 260/230 RELACION 260/280
(Mg/ pL)
Control 1.849 1.939 0.312
Vehiculo 1.340 1.914 0.131
Bacteria tratada con 1255 1.903 0.231

DATS 10 pM

La concentracion, pureza e integridad fueron 6ptimas, por lo que la calidad del RNA

extraido fue adecuada para continuar con los ensayos posteriores.

Figura 12. Integridad de RNA extraido de B. melitensis. Electroforesis en gel de agarosa 1.8%, buffer
TBE 1X /48 V /40 minutos. Carril 1: Control, Carril 2: vehiculo, Carril 3: RNA de bacteria tratada con DATS
10 pM.



La determinacion de los perfiles de expresion genética de vjbR, virB2 y fliC se observan
en la Figura 14, estos perfiles se identificaron a partir de ensayos de RT-PCR para cada
grupo evaluado, los que se indican a continuacion. Grupo 1: Control, Grupo 2: Vehiculo
DMSO 5%, Grupo 3: DATS 10 uM +DMSO 5%, los resultados de los amplicones
obtenidos se muestran en la Figura 14 A-F. La densitometria de las bandas amplificadas
correspondiente a los productos de RT-PCR de los genes en estudio se normalizé con

respecto al gen constitutivo gldh, como se muestra en la Figura 15 A, By C.
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Figura 14. Perfiles de expresién genética de vjbR, virB2 y fliC de Brucella melitensis 16M y H18.
Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 2.5%, TBE 1X, 90 V, Linea MP: marcador de 50 pb Thermo
Fisher Scientific GeneRuler 50 pb DNA Ladder. Linea 1 (Figuras A y B): Expresion del gen constitutivo
gldh. En todas las imagenes Linea 1: grupo control, Linea 2: grupo vehiculo, Linea 3: grupo tratado con
DATS 10 pM. Se indica el tamafio de amplicén de cada gen amplificado.



Ambas cepas, Brucella melitensis 16M y el aislamiento clinico Brucella melitensis H18
empleadas en este estudio, fueron previamente activadas y recuperadas del modelo
murino (De Flores Martinez, 2018) en donde se demostré su capacidad para inducir
cambios fisiopatolégicos en bazo e higado, los cuales fueron mas severos al infectar a
los ratones con la cepa H18.

En este estudio, ambas cepas mostraron cambios en los patrones de expresion de VjbR,
virB2 y fliC en presencia del fitoquimico DATS, respecto al grupo control. En la Figura 15
se observa que la expresion de vjbR, fliC y virB2 del aislamiento clinico Brucella
melitensis H18 es mayor al 50% que la expresion mostrada por la cepa de referencia
Brucella melitensis 16M, lo que sugiere que el aislamiento bacteriano de humano podria
presentar mayor capacidad para desarrollar sus caracteristicas virulentas que la cepa de
referencia, debido a que estos 3 genes se expresan con mayor intensidad y estan
relacionados con el establecimiento del proceso infeccioso.

La presencia del fitoquimico DATS disminuy6 severamente la expresion genética de vjbR
y fliC respecto al grupo control. La expresion de vjbR disminuy6 hasta 66.67% en Brucella
melitensis H18 y un 57.14% en Brucella melitensis 16M. El vehiculo también mostré
disminucién de la expresion de estos genes a la concentracion de DMSO empleada para
solubilizar al fitoquimico, aunque en el aislamiento clinico la disminucion fue menor que
en la cepa de referencia, estos resultados sefialan que en estudios posteriores sera
necesario adecuar la concentracion empleada para solubilizar al compuesto, cabe
sefialar que la concentracion elegida fue identificada en la literatura consultada en donde
no hay evidencias de su empleo en medios de cultivo bacterianos, solamente en lineas
celulares humanas y en modelos murinos, por lo que en ensayos futuros sera interesante
evaluar diferentes concentraciones de DMSO (Liu et al., 2015). Sin embargo, fue
interesante identificar que la presencia de DATS promueve la disminucion de la
expresion de vjibR, ain mas en el aislamiento clinico, que en la cepa de referencia (Figura
15A). Un patrén similar también se observa en la disminucion de la expresion de fliC,
mucho mayor en Brucella melitensis H18 (54.55 %) que en Brucella melitensis 16M (40
%) (Figura 15B). La expresion de estos genes es importante para establecer un proceso
infeccioso exitoso por lo que estan relacionados con la capacidad virulenta de la bacteria,

y su expresion es limitada debido a que este patdgeno evita la activacion del sistema



inmune del huésped, mediante C12-HSL molécula importante en el desarrollo del QS y
gue influye negativamente en la virulencia de Brucella, de esta manera provoca una
represion de genes disminuyendo la expresion de vjbR provocando una atenuacion de
la virulencia necesaria para evitar una respuesta inmune del huésped y asi lograr un
nicho replicativo seguro (Terwagne et al., 2013). Por lo que el efecto de DATS en la
disminucién de la expresion de estos genes en la fase logaritmica tardia podria estar

relacionado con la modulacién del sistema de comunicacién QS.

El efecto de DATS en el patron de expresion de virB2 (Figura 15C) destaca, ya que en
comparacion con VvjbR y fliC, la disminucion de la expresion de virB2 fue del 15% en
Brucella melitensis H18, lo que sugiere que el fitoquimico puede modular negativamente
la expresion de genes clave de factores de virulencia que se conoce que estan relacion
con el QS.
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Figura 13. Efecto de DATS sobre la expresion relativa de vjbR, virB2 y fliC de Brucella melitensis
16My H18. Andlisis de la expresion genética relativa de vjbR, virB2 y fliC, del grupo control, grupo vehiculo



y grupo tratado con DATS 10 puM de los corrimientos electroforéticos evaluados 13 h postratamiento

mediante densitometria con el software DGIT3.

La disminucion de la expresion de vjbR inducida por DATS puede estar relacionada con
la disminucion de la expresion de virB2, debido a que el regulador transcripcional VjbR
promueve la expresion de virB2, asi como de todo el sistema de secrecion tipo IV (T4SS)
(Ke et al., 2015; Ahmed et al., 2016). Se espera que la disminucion de la expresion de
VjbR esté relacionada con la disminucién de sus efectos como regulador transcripcional
del operon virB, lo cual en este trabajo se reflejé en la disminucién de virB2, como se

aprecia en la cepa H18.

La expresion de factores de virulencia como el T4SS es importante porque durante el
proceso infeccioso permite al patdgeno liberar efectores a la célula hospedera, los cuales
van a modular el trafico vacuolar para establecerse en su nicho y lograr una replicacion
exitosa (Rambow et al., 2008; Li et al., 2017; Liu et al., 2020). Asi, identificar el efecto de
dialil trisulfuro como modulador negativo de estos importantes factores de virulencia
(Figura 15), asi como su efecto negativo al inhibir crecimiento microbiano, es interesante,
debido a que al no presentar actividad antimicrobiana contra las cepas estudiadas, podria
ser de interés al no inducir a largo plazo resistencia al agente quimico DATS, sin
embargo, es de gran interés su funcion como modulador negativo de la expresién de

importantes factores de virulencia que también son modulados por el sistema QS.

Persson y colaboradores en el 2005 realizaron un estudio con diferentes compuestos
organosulfurados y sus efectos en la inhibicion competitiva de los reguladores
transcripcionales del QS del complejo LasR en Pseudomonas. Se sabe que el uso de
inhibidores de deteccion del QS para controlar la virulencia bacteriana podria tener un
gran potencial y desarrollarse como un coadyuvante para la administracion de
antibidticos en bacterias multirestistentes con tratamientos crénicos o como una medida

alternativa de tratamiento a antibidticos (Cady et al., 2012, Santhakumari et al., 2019).

Aunque no existen actualmente estudios de los efectos de DATS sobre los factores de
virulencia en Brucella melitensis, diversos analisis de Liy colaboradores en el 2018 y en

el 2019 evidenciaron que DADS inhibia los factores de virulencia de Pseudomonas



aeruginosa al inactivar la transcripcion de genes clave en los tres sistemas de deteccion
del QS, ademéas de modular la motilidad bacteriana y la quimiotaxis. En el 2020
determinaron que DAS de igual manera suprimia la producciéon de algunos factores de
virulencia (aunque en menor cantidad que DADS) atribuyendo estos resultados al grupo
tioéter del compuesto, por lo que identifican que DADS al tener dos grupos tioéter tiene
una actividad inhibidora del QS mas fuerte que DAS que sélo tiene uno, ademas se ha
informado que los sulfuros de alilo del ajo podrian tener una actividad importante en la
guelacion de metales libres unidos a proteinas, provocando también tiolacion de

proteinas (Filomeni et al., 2008).

El ndmero de atomos de azufre explica la importancia de la actividad bioldgica de los
compuestos organosulfurados del ajo y DATS al contener la mayor cantidad de éstos es
el compuesto con mayor efectividad, ademas de que se ha reportado en multiples
estudios como agente anticancerigeno, quimiopreventivo, antioxidante y antiapoptotico
(Filomeni et al., 2008; Puccinelli et al., 2017; Liu et al., 2015).



8. CONCLUSIONES

El fitoquimico DATS a las concentraciones 100 uM, 1 mM y 10 mM no inhibié el
crecimiento microbiano de B. melitensis 16M y H18, en cambio se mostro que, durante
la fase exponencial del cultivo vegetativo, el efecto de DATS disminuye la expresion de
los genes relacionados con factores de virulencia y quorum sensing como son VjbR, virB2
y fliC, principalmente en el aislamiento clinico B. melitensis H18. En este estudio, se
identificé que el fitoquimico DATS no mostré efectos antimicrobianos, sin embargo,
podria modular la capacidad virulenta del patdégeno mediante la disminucion de la
expresion genética de importantes factores de virulencia. Por lo que sera de gran interés
gue en estudios posteriores se evalle el efecto de DATS sobre la expresion de diferentes
factores de virulencia, mediante gRT-PCR, asi como su potencial para limitar el proceso

infeccioso en un modelo de estudio o lineas celulares.
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