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Resumen

Factores involucrados en lanteraccion inicial de Brucella suis con el hospedador: rol
de los autotransportadores triméricos.

El género Brucella comprende patdégeringacelulares facultativos que causan una
zoonosis conocida como brucelosis. Esta zoomssisa de las mas dispersas alrededor del mundo
y afecta a una amplia variedad de mamiferoseeaitos muchos de importancia agropecuaria. Un
aspecto fundamental en la virulenciaBiacellareside en su capacidad de invadir y replicar dentro
de células fagociticas y no fagociticas. El objetivo del trabajo de tesis fue identificar y caracterizar
moléculas dé. suisasociadas a la adhesién y/o invasién a las células del hospedador.

Mediante andlisis bioiofmaticos del genoma d&. suis1330 se identificaron posibles
proteinas que potencialmente podrian cumplir una funcién en la adhesién y/o invasion. En esta
tesis se estudiaron tres de las proteinas candidatas (Btak, BtaF y MapA). Diferentesiranalisis
silico indicaron que Btak y BtaF pertenecen a lailfarde los autotransportadores triméricos, los
cuales median su propia translocacion a travda deembrana externa. Enfoques mutacionales y
heter6logos demostraron que BtaE y BtaF estan involucradas en la adhesion a células no
fagociticas del hospedador y a componentes de lazneatracelular. En particular, BtaE confirié
adhesion a acido hialurénico mientras que BtaF conferiria una adhesion promiscua a una amplia
variedad de componentes de la matriz extracetidbhospedador y participaria en la formacion de
un biofilm in vitro. La adhesina BtaF cumpliriria ufancién adicional ya que confirié a la
bacteria que la porta tolerancia a la activithadtericida del complemento presente en el suero.
Ambos autotransportadores fueron necesarios pard.gseisgenere una completa virulencia en
ratones inoculados intragastricamente. Por otro lado, por inmunofluorescencia se pudo detectar a
BtaE, BtaF y a la adhesina BmaC en un numero reducido de células pero en todos los casos las
adhesinas se localizaron en el polo nuevo baotemgnerado luego de la division asimétrica de
Brucella Se propuso que eBrucella dicho polo estaria funciolmente diferenciado para la
adhesion.

En cuanto a MapA, la cepa mutante defectiva en esta proteina fue menos eficiente en la
adhesiéon a células no fagociticas. Sin embal@anutante también presentdé una sensibilidad
notable a diversos compuestos, como polimi8parriton X-100 y lisozimasugiriendo que la
membrana externa se encuentra alterada. Proponemos que MapA estaria involucrada en la sintesis
de algin componente de membrana, lo cual segupodria afectar directa o indirectamente la
adhesion a componentes del hospedador saali resistencia caracteristicaBleicellaal sistema
inmune del hospedador. Estudiotufws permitiran dilucidar la fui@n bioquimica de MapA en la
biogénesis de la membranaBleicellay su rol en la interaccion de la bacteria con el hospedador.

Palabras claves:Brucella autotransportador, adhesina, léncia, complemento, polo nuevo,
membrana externa



Resumen

Factors involved in the initial interaction of Brucella suis with the host: role of
trimeric autotransporters

The Brucella genus contains facultative intracddlu pathogens, which cause a zoonotic
disease called brucellosis. This zoonos is spaadnd the world and affects a wide range of
mammals, among them many of agricultural impargarA fundamental aspect in the virulence of
Brucellais its ability to invade and replicate withghagocytic and non-phagocytic cells. The aim
of this thesis was to identify and characteBzacella suignolecules associated to adhesion and/or
invasion of host cells.

Proteins that potentially could play a role in adhesion and/or invasion were identified
through bioinformatic analysis of tH&. suis1330 genome. In this thesis three of the candidate
proteins (BtaE, BtaF and MapA) were studied. Diffeliargilico analysis indicated that BtaE and
BtaF belong to the trimeric autotransporter family, which mediate their own translocation across
the outer membrane. Mutationalchheterologous aproaches demostrated that BtaE and BtaF are
involved in the adhesion to non-phagocytic cellsd components of the extracellular matrix.
Particularly, it was shown that BtaE confers adhesion to hyaluronic acid while BtaF confers a
promiscuous adhesion to a variety of compounds of the extracellular matrix and it would be
involved in the formation obiofilms in vitra The adhesin BtaF was involved in an additional
function since it conferred the bacteria that cariigtblerance to the bactericidal activity of the
complement present in serum. Both autotransporters were necessBrystasto exhibit a full
virulence in mice inoculated intragastricali@n the other hand, by immunofluorescence BtaE,
BtaF and BmaC were detected in a reduced number of cells but in all cases the adhesins were
localized at the new bacterial pole generated after the asymmetric diviBomcefla We propose
that this pole oBrucellais functionally differentiated for adhesion.

Regarding MapA, the mutant strain defective in this protein was less efficient in the
adhesion to non-phagocytic cells. wiver, this mutant also presed a remarkable sensitivity to
several compounds such as polymyxin B, TritobO% and lysozyme, suggesting that the bacterial
outer membrane is altered. We propose thapMwaould be involved in the synthesis of some
membrane component, which could directly or liadily affect the adhesion to components of the
host and alter the characteristic resistanc8rotella to the immune system of the host. Future
studies will be carried out to determine the hmmical function of MapA in the biogenesis of
Brucellds membrane and its role in the iretion of the bacteria with the host.

Key words: Brucella autotransporter, adhesin, virulence, complement, new pole, outer membrane.
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Introduccioén

Introduccioén

1. Brucella spp. y brucelosis

1.1. Generalidades

El géneroBrucella pertenece a la familiBrucellaceae la cual se encuentra dentro del
orden Rhizobiales de la clageProteobacteria (1-3). La claseProteobacteria estd compuesta por
familias de organismos que spatdégenos de animales (por Bjucella spp, Bartonellaspp.,
Rickettsiaspp) o de plantas (por ejgrobacteriumspp.), simbiontes (por eRhizobiumspp.,
Sinorhizobiumspp. yBradyrhizobium spp.), u organismos habitantes del suelo como por ej.
Ochrobactrumspp., que es congithdo un patdégeno oportunista. |Brigura 1 se muestra un arbol
filogenético construido con algunas especierespondientes a estos géneros, en base a la
secuencia del RNA ribosomal 16S, d&ibosomal _Database_ Projec{4). El género
filogenéticamente mas cercandBaucella es Ochrobactrum.Todos los patégenos o simbiontes
mencionados comparten la caracteristica de les&tbrelaciones de cronicidad con el hospedador,
como parte fundamental de su ciclo de ilp Una caracteristica genética diferencial de los
patdgenos intracelulares obligados es la disminucion del tamafio de sus genomas, una baja cantidad
de regiones codificantes y una alta pseudogenizaejémplos son los genomas de las especies de
Rickettsia con genomas de 1.1 Mb (6). En cambio, los simbiontes de plantas han sufrido una
expansién gendmica con tamafios de hasta 9 Mb debido a la adquisicion de uno o mas plasmidos
simbidticos de mas de 100 kb, que albergaregerecesarios y esencialesgpba simbiosis (7).
Dentro de lasi-Proteobacterias, las especiesBdecella presentan genomas de tamafio intermedio
(aproximadamente 3.2 Mb), entre los genomas pequefios como por ejempRickaltsiay los
simbiontes de plantas. Salvo para el biovar Bueella suis el material genético de las especies
deBrucellase encuentra organizado en dos cromosomas circulares, sin presencia de plasmidos. En

dicha biovariedad dB. suistodo el material genético se encuentra en un Unico cromosoma (8).
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Bartonella henselae
L Bartonella quintana
— Ochrobactrum anthropi
- Brucella suis

Rhizobium leguminosarum
_ﬂ:Sinomizonium .
Agrobacterium tumefaciens
Bradyrhizobium japonicum

Rickettsia rickettsii
Escherichia coli

Figura 1. Arbol fil ogenético.

Arbol filogenético construido enbase a la secencia del ARN 16S, con algnas especies gitenecientes alas a-
Proteobacterias nencionadas enel texto; se incliye a modo deoutgroup a E. coli (y Proteobacteria). Este abol se
construy6 utilizan do el RDP (4) @ base al métod Neighbor Joining.

En paricular, las epecies pesnecientes algéneroBrucella son ©co bacilos Gram
negativos, anambios faculétivos que peden infecta multiples species de @miferos casando
una zoonosis llasnada brucedsis. Dado gaen algunogasos puedser transmitila a humangsse la
puede catalogacomo unaantropozoonds. El Ministerio de Ci@cia, Techobgia e Inn@acion
Praductiva de laArgentina la incluido reeentemente da brucelosicomo una dlas enfermdades
deespecial relgancia en nugro pais (9).

En la atualidad sereconocen iz especieslentro del gnero Brucdla, algunasde las
cudes puedenes subdividicss en biovaedades. Estalasificacionestd basadaneel hospeddor de
preferencia, patgenia y encaracteristica antigénicasy bioquimecas (10) (11).Las seis g®cies
clasicas del géero (y sus bspedadoresle preferen@) son:B. melitensis(cgorinos), B. aortus
(bovinos),B. sus (porcinos) B. canis(caninos),B. nedomae(ratasde desiertoy B. ovis (ovinos).
Recientementese identificaon otras cetro especis. B. microi (ratones d campo) (2), B.
pinnipediae (leanes marinos B. ceti(balenas) (13)y B. inopinata (14). Estalltima espeie fue
aidada de unmplante marario humanddnfectado (epa BO1), peo adn no eslaro cudl sda su
hogedador dengferencia ().

El conepto de espee estd costantementesujeto a debte (16) (17).En particuar, en
Brucella, el cortepto de espme es aun @ controveril (18) por éalto porcetaje de similiud de
susgenomas. Eudios de Hiridizacion DNA-DNA revelaron magle un 90%de homologiaentre
las seis especgeclasicas (2-21) y entreéstas y lagecientemerd identificadss. Duranted afio
2002 se secuaiaron los pimeros genmas del géao, que fueon los deB. melitensis1l6M y
B.suis 1330 (2, 23). La omparacionde estos gesomas confimd una gra conserva@n de
sealencia y enla sinteniade los genesMas del 9% del gemma presentaina identiéd de
sewencia de AN entre el 8 y 100%. Qros estudiogomparativs estableciero que los geomas
delas distintasespecies defjéneroBrucella secuen@dos muestna una consefacion de ras del

98% (11). Porotro lado, Is genes quese considera mas variblles (identiddd menor al95%)
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corresponden principalmente a genes hipotétigpe en muchos casos codificarian proteinas
expuestas sobre la superficie bacteriana. Estagy@tiproteinas de membrana, transportadores de
membrana, putativas adhesinas (Sdik8) e invasinas. Estas difmcias en la superficie podrian
contribuir a las preferencias de hospedadorir@ismo a determinados tejidos y a algunas
manifestaciones de la enfermedad de las distagpscies, siendo estas caracteristicas claves en la
clasificacion de las especies Brucella Dada la gran cercania entre los miembros del género y el
alto nivel de conservacion génica, algunogrobiélogos han propuesto que el género deberia
considerarse monoespecifico denominandBloicella melitensis,y proponer a las distintas
especies (segun la clasificacion actual) como biegtades o cepas de la misma biovariedad (21,
24, 25). Sin embargo, esta teoria entra en conflimtida hipétesis de la supuesta evolucion a partir
de los aislamientos obtenidos de acuerdo difdmtas preferencias de hospedador (26).

Previamente se describia para cada una de las espedirsicgdla una Unica especie
hospedadora. Sin embargo se ha observado que, si bien pad#e d&ne un hospedador de
preferencia, algunas especies son ademas capatdsatar otras especies (siempre perteneciente
a los mamiferos) (27). Por ejemplo, el hospedador de preferenda aeortuses el ganado
bovino; sin embargo, esta especie tambiérsitla aislada, aunque con una frecuencia mucho
menor, de caballos, cerdos, ovejas, cabras, camellos, dromedarios, bufalos, alces, perros, ciervos
(28-30) y humanos (31, 3. melitensisnfecta principalmente cabras y ovejas, pero también se
ha visto que es capaz de infectar camellos, dromedarios y humanos. Otro eje@Eaigsuyo
hospedador de preferencia es el cerdo, peroi¢anthe aislada de otros mamiferos como reno,
cerdo silvestreQus scrofa (33), liebre europea.épus capensjs(33), varias especies murinas,
vacas, lobos zorros, perros (34) y humanos (3p,L26frecuencia de aislamiento de las distintas
especies dBrucellaen los distintos hospedadores es consistenih el concepto de hospedador de
preferencia (37); por lo tanto, el conceple adaptacién hospedador-especifica sigue siendo
considerado valido (38).

Un estudio publicado en 2004 mostré evidencias que sugieren gqu@ilagobacterias se
dividen mediante una divisiémsimétrica. En el caso @rucellase generarian dos células hijas de
tamafo ligeramente distinto, que presentarian funciones especificas (39). En la figura 2A se puede
observar una microscopia electronicaBdebortustomada justo antes de la tabicacion, en la cual
la célula hija larga esta indicada con la letra ylLIa corta con “S”. Por otro lado, se ha propuesto
que el crecimiento unipolar (implicado en la division asimétrica) seria una caracteristica ancestral
conservada dentro del orden Rhizobialegluyendo a la bacteria mutualist&s. melilotj al
patégeno de plantas. tumefaciensal patbgeno de animal@&ucella y al patbgeno oportunista

O. anthropi(40). En la figura 2B se puede observacrekcimiento polar efuncion del tiempo de
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una unica céluh de A. tumdaciensy la constricciéncelular quese produce iates de la diision

celular asimétra.

A

ium

Figura 2. Division asimétrica deRhizobiales

(A) Microscopia dectronica deB. abortus obtenida justo antes de la tabicaéén; con una “L” se indica la célula
larga, y con una ‘S’ la corta. Esta microscopia fie tomada del tabajo de Hallez y colaboracbres (39).

(B) Microscopia adistintos tiempos. Se muestra fotografias tomadas con irervalos de 30minutos de ura Unica
célula de A. tumefaciens en la clal se puede obervar el crecimiento unipolar y la divisién asimétrica. Las flechas
blancas indicacionel sitio de tabtacion, y la bara de en blancaindica la escah de 2pum. Esta imagen fue dtenida

del trabajo de Brown y colaboradores (40).

En otroestudio se aracterizé aPdhS, una Hitidina quinaa citoplasndtica esenciaén la
viabilidad de B. abortusy homdlogaa las histidha quinasasPleC y DiW de Cauldbacter
crescentus que presentan distribucion asimétrica. Se detamin6 que PdhS se loaliza
especificamenteen el poloviejo de la clula méas laga deBrucella 'y que lugo de la diveion y
crecimiento, lacélula chicaadquiere PdB en su poloviejo. Por lotanto, se prpuso a Pdh®omo
un marcador dgpolo viejo. Ademas, se ppuso que efasa-Protedpacterias qu@resentan dision
asimétrica, lueg de complairse la citoginesis, ocuiiria un everd de diferentacion (41).Con el
fin de profunditar el anabis en los pocesos dediferenciacidn de las céllas hijas, e han
identificado otios marcadas de polo.Recientemate se detenin0 que laproteina AdB se
localiza especitamente erel polo nugo de Brucdla, y en elsitio de costriccion, taito en
baderias en cuivo como @ bacterias ge se encudran infectano células KLa o macréagos.
AidB es una a@tCoA-dehidrogenasa cgipodria esr involucradh en la desticcién de gentes
alquilantes (42).

Si bienBrucella puale sobrevivi en el ambigte, el nichopreferido el intraceluér. La
supervivencia de Brucella en el medioambiente sta relaciomda con la émperatura,pH vy
humedad. En gua corrientea una temgratura de 3°C, las espaes de ésta@énerosobreviven

diez dias, mientas que a 0T sobreviven dos afios ynedio. Se dcula que ersuelos huredos a
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20° C y 40% de humedad relativa sobreviven hastzoaneses. La supervivencia de la bacteria en
orina es de un mes; sobre fetos abortados pliegaer a sobrevivir dos meses y en exudados
uterinos llega a los siete meses (43). Aund@racella es relativamente resistente y puede
sobrevivir por un tiempo considerable en elb@nte, éste no es considerado como una fuente
importante de infeccién. Cabe destacar que al expBnagella a 56°C las bacterias pierden
viabilidad rapidamente (44), con lo cual asteurizar un producto (calentandolo hasta los 62°C
durante 30 minutos) se eliminan todos Basicellasque lo puedan estar contaminando (ver mas
adelante seccién 1.3. “Brucelosis en humandsS)muy importante la pasteurizacién de productos
lacteos ya que de no hacerBrucella puede sobrevivir hasta doseses en productos como por

ejemplo quesos.

1.2. Brucelosis en animales

Como se menciond anteriormenBeucellaes el agente causal de la brucelosis, una de las
zoonosis mas dispersas alrededor del mundo que afecta amplia variedad de mamiferos, entre
ellos muchos de gran importancia paga como por ejemplo ganado bovirid @bortu$, ovino
(B. ovig, caprino B. melitensis y porcino B. sui§. La brucelosis (también llamada fiebre de
Malta, enfermedad de Bang) es endémica enrshgeareas del mundo, aunque en gran parte del
norte de Europa, Australia, parte de Estados Unidos y Canada ha sido erradicada o al menos
virtualmente erradicada del ganado gracias a pragate control. En cambio, en la cuenca del
Mediterrdneo, Medio Oriente, Golfo Arabicalgunas areas de EE.UU y algunos paises de
Latinoamérica (incluyendo Argentinda enfermedad persiste (45-47).

En los animalesBrucella causa infecciones generalizadas, seguidas por una localizacién
de la bacteria en érganos reprailtas y el sistema reticulo-endotéliba fuente de infeccion la
constituyen los animales infectados ya que eaorena gran cantidad de bacterias junto con los
tejidos y productos de los abortos, en la leghen menor medida en las secreciones genitales y
orina. De este modo, los animales enfermos contanghsurelo, los corrales, la paja de las camas,
los arroyos, etc (48). Ademas de las espedi&snterés econémico que son susceptibles a la
brucelosis, también existen reservorios en animales salvajes (49). En los Ultimos afios se ha
incrementado la aparicion de cepasBleabortusy B. suis en animales salvajes. Los animales
salvajes infectados son un amplio reservorio (B®)jue son una importante fuente de reinfeccion
hacia el ganado (51, 52). La amplia variedi hospedadores para cada especie del género
Brucella la importante diversidad de especies del géBeuwoellay la presencia de reservorios en

animales salvajes complica la erradicacion de estas bacterias.
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La brucelosis provoca en el mundo (incluyedia Argentina) pérdidas importantes en la
produccién pecuaria y restricciones sanitarias ezomercio interno y exportaciones, tanto en la
comercializacion de los animales como de susymtod derivados (53). Algunos de los problemas
de los animales enfermos que impactan eaclanomia son abortos, reduccion en la fertilidad
(incluso infertilidad), nacimientos de terneros débiles, pérdida de peso y merma en la produccion
de leche (47, 54). En particulBr abortus, B. melitensi®5) y B. suis(56), son las especies con
mayor impacto econdmico del grupo. Las estioraes oficiales sobre las pérdidas anuales
Unicamente por brucelosis bovina en Américéiriza(en el afio 2001) eran de aproximadamente
US$ 600 millones, de los cuales un 10% correspandeerdidas en la Argentina (57). Esta
enfermedad junto con la tuberosis bovina fueron las principales causas de pérdida de dinero en
la ganaderia del siglo XX. Es por esto qgmsten regulaciones internacionales que imponen
restricciones en el movimiento y comercio devates infectados con cualquiera de estas especies
(58).

La prevalencia en América Latina de la d@losis bovina varia considerablemente de un
pais a otro, con rangos que varian entre el 0.5 y 10%. En el caso de la brucelosis porcina, la
prevalencia no se conoce con certeza. Respecto adeldsis caprina y ovina son pocos los paises
gue reportan datos y son variables entre paises (59-65).

Particularmente en Argentina, en la décdeh 60 el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) realizé estudios en distintagiones del pais y detaind que el porcentaje
de granjas o haciendas con animales infectadogl@r 25% en el caso de establecimientos de
ganado lechero, mientras que para las haciethelagmnado para consumo crne el 20% de las
granjas estaban infectadas. Para ambos tipos de granjas, aquellas en las que se encontraron
animales infectados, el porcentale individuos infectados fue de aproximadamente el 5% (66).
Posteriormente, entre los afios 1994 y 1998, el INTA realiz6 otro estudio en la provincia de Buenos
Aires, en el cual se incluyeron 53.000 bovinos. En ese relevamiento se determindé que la
prevalencia era del 5.6% (Documento del Progralem Salud Animal, Mimeo, 85 pp, INTA). Por
otro lado un relevamiento a nivel nacional realizado por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) entre los afios 20042005, indicé que en el 2004 el porcentaje
promedio de vacunos infectados era del 2.15%l&Tap En particular las provincias de Buenos
Aires, Cérdoba, Entre Rios, Formosa, La Ridja@ndoza, Rio Negro, Salta y Tucuman fueron las
provincias méas afectadas, mientras que en La Pampa, Misiones, San Juan y San Luis no se
encontraron casos positivos. El promedio de masunfectados en 2005 presentd un leve ascenso,
al 3.27% de casos positivos, con un aumento gmoghedio de casos positivos en provincias de

alta actividad ganadera como Bueda®s, La Pampa, Santa Fe y Cérdoba.
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2004 2005 TOTAL
Cantidad Namero Cantidad Numero Cantidad Numero
Provincia de muestras de sueros IC %| 1C{ de muestrag de sueros Id+% |IC- | de muestras de sueros %
(sueros) positivos (sueros) positivos (sueros) positivos
Buenos Aires 3,543 77 2.662.17|1.69 5006 186 4.253.72|3.18 8,549 263 3.08]
Catamarca 508 6 2.131.18/0.24 12 0 01]0.00] O 520 6 1.15
Cordoba 935 24 3.592.57|1.54 828 36 5.774.35|2.93] 1,763 60 3.40
Corrientes 780 11 2.241.41]0.58] 612 23 5.293.76|2.62 1,392 34 2.44
Chaco 510 7 2.391.37(0.36 320 13 6.274.06| 1.85] 830 20 2.41
Entre Rios 508 16 4.693.15(1.61 603 22 5.173.65/2.12 1,111 38 3.42
Formosa 2,650 59 2.792.23(1.66 2281 82 4.373.59(2.82 4,931 141 2.86)
Jujuy 377 4 2.1 1.06]0.02 29 0 0 (0.00] O 406 4 0.99
La Pampa 750 3 0.840.40]0.00 808 22 3.862.72|1.58] 1,558 25 1.60
La Rioja 871 29 4.543.33(2.12 0 0 0 10.00] O 871 29 3.33]
Mendoza 1,172 33 3.782.82|1.86 60 1 4.931.67| O 1,232 34 2.76)
Misiones 360 3 1.740.83|0.00 195 0 0 (0.00] O 555 3 0.54
Neuquén 0 0 352 10 4.6/2.84(1.08 352 10 2.84
Rio Negro 2,026 53 3.322.62|1.91] 3896 106 3.2112.72] 2.20 5,922 159 2.68
Salta 1,716 39 2.992.27|1.56 375 3 1.710.80f O 2,091 42 2.01
San Juan 188 0 0.04 0.00{0.00f 0 0 0]0.00] O 188 0 0.00|
San Luis 140 1 2.110.71]0.00| 165 5 5.693.03| 37 305 6 1.97
Santa Fe 77 12 2.431.54/0.67| 1008 32 4.273.17(2.07| 1,785 44 2.46)
Sgo. Estero 290 6 3.742.07|0.41 60 2 7.993.33] 0O 350 8 2.29
Tucuman 370 14 5.713.78|1.80] 0 0 0 10.00] O 370 14 3.78]
TOTAL 18,471 397 2.34 2.1% 1.9k 16610 543 3.9 3|27 487 35,081 940 2.68

Tabla 1. Resultado del muestreo ddrucelosis bovina durante los afis 2004 y 2005, en 20 provincias de la
Republica Argentina. Fuente: SENASA

En cuanto a brucelosis ovina en Argentiaigunos estudios indican que en todas las
regiones del pais en las que se crian ovejasletactan ovejas con brucelosis. Por ejemplo,
estudios realizados en la provincia de Buefiives determinaron que el 28.6% de las ovejas no
eran recomendables para la cria, debido a la brucelosis (59, 66). Por otro lado, respecto a las cabras,
el primer reporte en Argentina data de la déawld 940, en la cual la prevalencia fue del 20%.
Estudios posteriores en el noroeste del pais informaron una tasa de infeccién de entre el 20 y 25%
de los animales (66). En 1993 hubo un brote en una granja de 2300 cabras en la provincia de
Mendoza (con una tasa de infeccion superior &b)50esultando en 26 personas infectadas (67).
Por otra parte, relevamientos realizados ebt®@9 y 2002 indican una prevalencia entre el 0.5 y
0.8%, en el noroeste del pais (66). Esto sugiereabmenos en el noroeste del pais la prevalencia
en cabras habria bajado.

En nuestro pais se ha estudiado la prevalenda lokeicelosis porcina a partir de la década
de 1940. Entre 1960 y 1980 se realizaron relegatog que indicaron una prevalencia de entre el
14.2 y 25%. En la actualidad no existen progradeasionitoreo de brucelosis porcina, y segun una

comunicacion personal con personal del adma brucelosis del SENASA, esto se debe
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principalmente a la falta de un método de diagndstico funcior@dreinos. De hecho, la situacion
epidemioldgica de la brucelosis en cerdosestdnocida (66). Los métodos de diagnostico que se
utilizan por ejemplo en vacas, no son Utiles emrdalat la brucelosis porcina ya que introducen
muchos errores. El Gnico método confiable en porogsosl aislamiento de la bacteria a partir del
tejido, lo cual es muy dificil denplementar. Sin ebrargo, algunos criadores realizan un monitoreo
privado con el fin de luchar contra la enferme(@g). En Febrero de 2013 mediante la resolucion
63/2013, el SENASA cre6 el “Registro Naciord# Establecimientos @falmente Libres de
Brucelosis Porcina”. La incorporacion a Mdic Registro es obligatoria solo para los
establecimientos que desean comercializar reproductores porcinos y/o material reproductivo
porcino (por ejemplo, semen), pero no es obligajmaia establecimientos que crian animales para
ser faenados.

En cuanto a la brucelosis canina en Atgenexisten estudios de los ultimos afios que
indican que es frecuente el aislamientddeanisen perros (36, 68) tanto en poblaciones urbanas
como suburbanas. Incluso, se han erreolat también casos de perros positivos Barabortusy
B. suis(66). Finalmente, no se han llevado a cabo estuglgrsficativos en el pais respecto a
reservorios de vida silvestre. Sin embargo, se sabe que en el pais se h8aahadinsde lobos,
comadrejas y hurones By suisde la liebre europea (69).

En cuanto a la prevencion, a nivel mundial, existen algunas vacunas aprobadas para uso
animal. Sin embargo, cabe destacar que aun isteexvacunas para todos los hospedadores, ni
para todas las especies @gucella En el caso del ganado bovino, existen dos vacunas
comercializadas, pero su uso no estd aprobadodmel mundo. Ambas vacunas utilizan cepas
atenuadas d®. abortus Una de ellas utiliza la cepa 19 & abortus(S19), cuyo uso esta
aprobado solo para la vacunacionteameros de entre 3 y 9 meses, mientras que la vacuna con la
cepa RB51 puede aplicarse en animales de cealgdad. Una ventaja de la cepa RB51 es que no
produce anticuerpos contra el antigeno O gelpiblisacarido (LPS) ya que es una mutante rugosa
(deficiente en el antigeno O del LPS, ver seccién 2.2.a.). Esto permite discriminar entre los
animales vacunados con esta cepa, de los enderya que en animales enfermos hay un titulo
importante de anticuerpos anti-antigeno O. Por otra parte, un gran problema de ambas vacunas, es
que estas especies son atenuadas en bovinos pero son capaces de infectar humanos. Otro de los
inconvenientes que tienen estas vacunas es qes olaro si protegen al hospedador Unicamente
deB. abortus o si ademas son eficientes, por ejemplo, Baraelitensi® B. suisque también son
capaces de infectar bovinos (70).

En Argentina la vacunacion del ganado boviha sido intensa; en el afio 1982 se

establecié que la vacunacion de terneras de entre 3 y 8 meses con la cepB.Shdasfuese
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obligatoria en todo el territorio nacional (SENASA Resolucion 73/82 Mimeo, 32 pp). A partir de
1998 se autorizo el uso de la vachabortusRB51 en terneros de sexo femenino de mas de 10
meses y ho mas de tres meses de prefiez y ademas se implementd la vacunacion simultanea contra
la brucelosis y la fiebre de aftosa. En ese mmméa vacunacién de terneras con S19 alcanzé un

95% (66). Sin embargo, no se combatié leedefén del ganado bovino por otras especies de
Brucella asi como tampoco se previno la infecciéiBdabortusa otros hospedadores (71)

En cuanto al ganado caprino, existe lawsc Revl que consiste en el uso de una cepa
atenuada. Al igual que lo que ocurre con las cepas S19 y RBSlatbertus ésta cepa también es
virulenta para humanos. A pesar de la alta prevaaieia brucelosis caprina en el pais, el uso de
esta vacuna fue autorizado en Argentieagién a fines del afio 2006 (Resolucién 216/2006,
SENASA). Por otro lado, en China se ha utilizado una cefga deis(cepa 2) para la vacunaciéon
de diferentes especies, entre ellos cerdos (72). Sin embargo, un Comité de evaluacion internacional
ad-hoc designado por la Organizacion Mundial e Salud (OMS) ha determinado que los
resultados obtenidos en ratorely ovejas son pobres, con lo cual la utilizacion de esta vacuna no
esta autorizada en el resto del mundo (73).

La Organizacion Mundial de la Sanidad idal recomienda el uso de las vacuras
abortus S19, B. abortusRB51 y B. melitensisRevl para el control de ganado (74, 75). Sin
embargo, como se menciond estas cepas sogmitas para humanos, con lo cual no solo no
sirven para vacunar humanos sino que ademasirainistrar las vacunas las personas pueden

contraer la enfermedad (54).

1.3. Brucelosis en humanos

Ademas de las pérdidas econ6micas por infecd@®mganado, la brucelosis tiene un alto
impacto en la salud publica ya que también afactos humanos. Tradicialmente se consideré
gue cuatro de las especies del génBracella pueden causar enfermedad en humars:
melitensis, B. suis, B. abortusB. canis(el orden en que se hombran coincide con la virulencia en
humanos, de mayor a men€8p, 71, 76, 77). Sin embargo, también se ha descripto la aparicién de
infecciones y complicaciones de pacientes infectado8 coraris(ceti) (78).

Las personas pueden infectarse por consumalidentos contaminados y crudos (por
ejemplo leche y otros lacteos en general, no pasteurizados, carne mal cocida), por exposicién a
animales infectados, muestras de los mismos (por ejemplo sangre, placenta, fetos, secreciones
uterinas, orina), entre otras. Las bacterias pueden ingresar al organismo via cortes o abrasiones, por
via oral (por ejemplo por ingestion de alirtesn contaminados), por contaminacion de las

conjuntivas con aerosoles o por via respiratoria ¢gmplo por inhalacion de aerosoles) (11, 79).
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La brucelosis en humanos es muy comun en areas como la costa del Mediterraneo, Medio Oriente,
y Latinoamérica, donde la enfermedad es endémica. En cambio, en areas del mundo mas
desarrolladas en las que las medidas de higjegentrol de alimentos son mas estrictos, la
enfermedad se asocia con la actividad labpralJo que se considera una enfermedad profesional

(de veterinarios, carniceros, personal de frigorifitalsoratorios, granjeros y ganaderos) (71). La
infeccidn lateral y congénita entre humamgsmuy poco comun, aunque se han reportado casos
esporadicos por ejemplo por transfusiongednea o trasplante de médula (69, 80-83).

La aparicion de esta patologia en humasesasocia a la enfermedad del ganado. En
particular, en la Argentina la brucelosis humasti muy relacionada con la infeccién de cabras en
la zona oeste del pais y comgdo bovino y porcino en el este, niras que en centros urbanos las
mayores fuentes de infeccidn son los frigorificos (59).

Para lograr un adecuado control de la ené&lad en el hombre es fundamental el
desarrollo de programas de vacudacen el ganado. Asi mismo Migilancia epidemiolégica en la
poblacién expuesta es fundamental, ya que un diigaodemprano permite una rapida mejoria, lo
cual evita las complicaciones s@darias asociadas a la cronicid#al la enfermedad. Ademas,
dado que algunos individuos con brucelosis se muestran asintoméaticos, es necesario un diagnastico
preciso, especialmente en areas endémicas (35). ldidanale control se basan en la prevencion
de los factores de riesgo. La vigilancia esorogs un elemento clave para el manejo de los
programas de prevencién y control (84). Segu®NMS desde mediados de la década de los 70,
cada afio se registran en el mundo medio millécades de adquisicion de brucelosis en humanos.
Debido a que los sintomas clinicos suelen confundirse con otras enfermedades y a que no se suelen
realizar los controles de rutina adecuag@sa su diagnostico, se cree que dicho numero
representaria solo el 4% de los casos reales (36, 85).

En los paises libres de brucelosis como &iemm Bélgica la incidencia no supera el
1/1.000.000 de casos reportados aio, estando usualmente asociados a infecciones contraidas en
zonas turisticas consideradas endémicas. En cambio, en las zonas endémicas (como por ejemplo
algunos paises de Asia y América Latina), adancia alcanza a 30-60 casos nuevos por afio cada
1.000.000 de individuos 74 66, 86). En América Latina losipas en los que se registra la mayor
cantidad de casos son: Argentina, Pert y México. Segun la Organizacion Panamericana de la salud,
durante el afio 2000 la cantidad de nuevos casbrudelosis humana registrados fueron 507 en la
Argentina, 2.171 en México y 1.072 en Peru (&R cambio, segun otra fuente, en ese afio en Peru
se registraron 2.566 nuevos casos (88). Esta al@bilatad en las cifras dauevos casos refleja la
poca validez de los datos oficiales. Por otdn|aen 2008, Lucero y colaboradores (36) publicaron

un informe correspondiente a un seguimiento de aislamientBsudellaen humanos y animales
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en América Latina, comprendido entre los afi®68 y 2006. Este seguimiento se llevo a cabo en
dos etapas, una primer etapa entre 1968 y 1991 (con cepas aisladas en toda América Latina) y una
segunda etapa (entre 1994 y 2006) aistamientos Unicamente obtdos en Argentina. Durante el
primer periodo, la mayor causa de brucelosis en ArgentinB.fgais mientras que en México y
Perd hubo méas casos BemelitensisEn el segundo periodo en ArgentiBa,melitensis/ B. suis
se presentaron con una mayor frecuencia que pringér periodo, mientras que la frecuencia del
aislamiento dd3. abortusdisminuyé. Otro dato interesante ekte informe es respecto a la cepa 19
deB. abortusque se utiliza como vacuna de ganado bovino, ya que el relevamiento muestra que en
el segundo periodo hubo un incremento en el nimero de aislamientos de esta cepa en humanos.
Esto confirma su potencial fggenicidad para los humanos.

Después de la exposiciérBaucellaspp., los humanos presentan un periodo de latencia o
“incubacién” de dos a cuatro semanas, antes egeptar sintomas de brucelosis. Esto sugiere que
la penetracion inicial de las mucosas por part8meellano se manifiesta con una respuesta de
inflamacién (89). Una vez que se manifiesta la élagis se la puede separar desde el punto de
vista clinico, en 3 etapas. La primer etapa (de caracter agudo) se caracteriza por presentar un
periodo de incubacion de entre dos a cuatro sasyadurante el cual ocurre la diseminacién
septicémica de la bacteria. Esta etapa se enauaotmparada por fiebre alta, malestar general,
dolor de cabeza, sudoracién, artralgias (doloaiculaciones), dolores musculares y pérdida de
peso. Le sigue la etapa de brucelosis subagudaglzeforma tipica descripta en areas endémicas
y puede tener una duracion que varia entre dos a cuatro meses si no se inicia el tratamiento
adecuado. Esta etapa se presenta con fiebre baja intermitente, que da lugar a otro de los nombres de
esta enfermedad que es el de fiebre ondulgdtiy frecuentemente con compromiso articular,
alteraciones hematologicas y dafio hepéatico. Elpgieque transcurre hasta llegar a la Ultima etapa
llamada brucelosis crénica, es muy variablep gaiede ocurrir rapidamente o varios meses e
inclusive afios después de la infeccion (90). La etapa crénica se suele presentar como un cuadro de
fatiga, depresion, mialgia (dolores musculares)re otros sintomas. En esta etapa es cuando
aparecen las complicaciones severas, entres ellanifestaciones osteoarticulares, como por
ejemplo artritis, sacroilitis, espondilitis (91); u otipo de manifestaciones como neurobrucelosis,
endocarditis o dafios en el higa(71, 79, 92-94). Si bien mes del 2% de los enfermos
desarrollan endocarditis, esta complicacion constitupeifeipal causa de muerte de los pacientes
(71). Brucellapuede producir desde manifestaciones clinicas sistémicas relativamente leves, hasta
complicaciones severas (94). La variedad deifestaciones de infeamies agudas y cronicas

muchas veces lleva a un diagnéstico errénes). (Bn muchos casos los sintomas de esta
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enfermedad hacen que se confunda con gripgudéohace que la enfermedad progrese mientras el
paciente recibe el tratamiento inadecuado.

Es muy importante tener en cuenta el potencial infeccioso que tienen las bacterias
pertenecientes a éste género. Se ha desagipe la dosis minima infectiva d&grucella para
humanos es menor si ésta ingresa por la via respiratoria que por la ruta oral (95). Se ha estimado
gue para el contagio de humanos via aerostdedpsis minima infectiva varia entre 10 y 100
bacterias (96). Debido al potencial epidémicdalta de vacunas para humanos y la posibilidad de
infeccidn por aerosoles y alimentos, el gérigmacella se clasifica como un agente de tipo B por el
Center of Disease Control and Preventiprpor el National Institute of Allergy and Infectious
Diseaseq27, 97, 98). Esta es la segunda categemi@uanto agentes que podrian ser utilizados
para bioterrorismo. Debido a esta clasificacién y caracteristicBsudella la agencia de Salud
Publica de Canada, una de las mas reconocidas a nivel mundial, indica que las practicas de
laboratorio que impliquen manipulacion de cultizosxperimentos con anates; deben realizarse
en condiciones de bioseguridad de tipo Il (99).

Por otro lado, la cronicidad de la enfermedad se basa en la capaci@adcdia de
sobrevivir dentro de las células del hospedaBoucella puede invadir y multiplicarse en una
variedad de células, incluyendo células epiteliales, trofoblastos placentarios, células dendriticas y
macrofagos (100). Luego de la endocitosis la bacteria se adapta a condiciones intracelulares y
supera las defensas del sistema inmune del hosped@&]d 01, 102). Por lo tanto, una vez que se
alcanzé la etapa cronica es difieifadicar la bacteria ya que su estilo de vida intracelular la pone
fuera del alcance de la respaebumoral del sistema inmune, y d&rios antibioticos (102, 103).

La falta de vacunas seguras y efectivas para hunzmi@®mo la falta de un tratamiento especifico
acentla la importancia de comprender la biologida brucelosis panaoder desarrollar vacunas
para humanos y agentesapéuticos efectivos.

El tratamiento aplicado en la actualidad para la brucelosis humana involucra una
combinacién de antibiéticos que pueden penetralasncélulas (como macréfagos) y actuar en el
ambiente intracelular acidico. Estos incluyen doxiciclina, estreptomicina, gentamicina, rifampicina,
ofloxacina y ciprofloxacina. Los tratamientos gar extenderse durantedas periodos de tiempo
(104, 105), pero no siempre son efectivos (106, 107). El tratamiento recomendado por la OMS
establece el uso de doxiciclina en combinaciom ifampicina o estreptomicina (104), a pesar de
que este tratamiento ha presentado una tasa de recaida del 5 al 15% (107).

Distintos grupos de investigacion han tdatade mejorar la penetracion intracelular de
antimicrobianos, uniéndolos a micro o nano-pardiguPor ejemplo un grupo espafiol patenté un

método para obtener un complejo idnico de geitiam y bis-2-etil etil sulfosuccinato de sodio

12



Introduccioén

(108). Estos autores postulan que la union de losi@nobianos a las nanogiiculas aumentaria el
acceso de la gentamicina a la célula delpbdador, permitiendo y mejorando el efecto del
antibiotico. Esta alternativa peitiria reducir las dosis de drogas utilizadas en los tratamientos
convencionales, lo cual disminuiria toxicidad del tratamiento.

Dado que una vez que la bacteria se establece en las células del hospedador es muy dificil
de erradicar, la prevencion de la infeccion evel(94). Ademas de la prevencion gque involucra
evitar el consumo de productos sin pasteurizagl cuidado al tener contacto con animales
enfermos, otra estrategia seria la vacunacion deuhosn al menos en los grupos de alto riesgo de
infeccién. Sin embargo, como se mencioné anterintejainguna de las vacunas aprobadas en la
actualidad contrBrucellaesta autorizada para el uso en humanos. Esto se debe principalmente a la
virulencia residual en humanos s cepas vacunales utilizadas en animales y la posibilidad de
una reversion de las mutantes a un fenotipolesnto (94). Esta limitacion junto con otros
inconvenientes de las vacunas que estan actuedneenuso para anings, han dado lugar a la
investigacion de vacunas acelulares (tamlwénocidas como vacunas de componentes). Estas
investigaciones se han centralizado en el ddkae respuestas citotdxicas que pueden dar lugar
al reconocimiento y muerte de las células infeasaglo a la estimulacion de la respuesta de los
linfocitos T helper(Thl). Esta respuesta induce la secrecion de interfe(f¥iN-y) que a su vez
activa la accién microbicida de los macréfagosuéiss realizados en el modelo de raton han
confirmado que estas respuestas son eficaces para limitar la infec8ducdka (94). Uno de los
antigenos que mostrd conferir proteccion es laakina sintasa (BLS). Estudios realizados en
ratén y ovejas muestran que la vacunacién cgmdeeina quimérica constituida por BLS ylaop
expuesto de la proteina de membrana externBrdeella Omp31 (Omp pormouter membrane
protein), confiere proteccion significativa al desafio damucellaviva (109, 110). El uso de BLS
como andamio para la presentacién de péptidos esta protegida bajo patente (111).

Se encontraron otras proteinasBiacellacon potencial a ser utilizadas en la vacunacion,
como por ejemplo algunas proteinas de transportadores de tipo ABCGnaditensigque son tanto
inmunogénicas como protectoras, en modelo tam)yael polipéptido PotD (codificado porletus
BMEII0923 de B. melitensiy el cual confiri6 la misma proteccién que la cepa vacihal

melitensisRevl. El uso de PotD también se eanttva protegido bajo una patente (112).

1.4. Diagnostico de brucelosis
El Unico diagnéstico absoluto o definitivo deitelosis tanto para animales como humanos
involucra el aislamiento dBrucellaa partir de cultivos de sangre, médula Gsea u otros tejidos. Sin

embargo este método es muy laborioso, se tardéswdias en obtener los resultados e involucra
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la amplificacién del patégeno. La amplificacidel patégeno implica un riesgo de contaminacion y
ademas requiere de personal altamente calificanistadaciones adecuadasclaal lo hace inviable

como método de diagndstico de rutina. Existen ademas pruebas serologicas, que aportan un
diagnéstico presuntivo (48). Las pruebas serolbgicas se pueden dividir en dos categorias: directas,
las cuales evidencian la presend@&la bacteria o sus componentes, e indirectas, que detectan la
presencia de anticuerpos que se generanaererges infectados. Muchas pruebas seroldgicas
muestran la aglutinacién de anticuerpos especifmm®0o por ejemplo: i) el Test de aglutinacion
sérica (SAT), en el que se detectan anticuerpos de las clases IgG e IgM (la incorporacién de 2-
mercaptoetanol en el tubo inactiva los antipoer de clase IgM, y proporciona asi el titulo
especifico de los anticuerpos de clase 1gG); irleeba de rosa de bengala que detecta anticuerpos
IgM e IgG, y iii) la prueba de Coombs que detectatdaanticuerpos completos como incompletos

de clase IgG. Otro tipo de prueba serolégica es la de Fijacién de complemento (CFT), la cual se
basa en que la presencia de anticuerpos en & §jeeel complemento, previniendo la lisis de
eritrocitos sensibilizados. Se considera que éste método es méas sensible que las pruebas de
aglutinacion porque da menos reacciones inespecifieasslayprueba de referencia internacional.

En las distintas etapas de la brucelosidpminan distintos tipos de anticuerpos, los
primeros anticuerpos que se geameson de tipo IgM. Luego aparecen de forma progresiva los de
clase 1gG e IgA. Transcurridos los primeros mesesbserva una disminucion de los anticuerpos
clase IgM aun en los enfermos no tratados (48). Un problema general de las pruebas seroldgicas es
la reactividad cruzada y el tipo de anticuerpo peglomina en cada etapa (tipo IgM o IgG), los
cuales pueden ser aglutinantes o no. Por este motivo, no se obtiene un buen diagndstico con una
Unica prueba (48). En un estudio de diagnésticbrdeelosis humana, se utilizaron 911 sueros de
personas infectadas. Del total de sueros, 341 pertenecian a una poblacion asintomatica, y al ser
evaluados por pruebas serologicas convencionaggendnegativo. Esto evidencia lo dificil que
resulta el diagndstico de brucelosis (113). Raracorrecto diagndéstico serolégico de brucelosis
humana es recomendable efectuar por lo menaspuneba de aglutinaciéon y una prueba de
Coombs, o alguna prueba de interaccion primgmia ejemplo ELISA), que permita la deteccién
de los distintos tipos de anticuerpos preserit&éd)( y asi poder ademas estimar el periodo de la
infeccion. Al igual que en humanos, para layoréa de los animales se obtiene un buen diagndstico
combinando dos o méas pruebas seroldgicas. En particular, en porcinos las pruebas serolégicas no
permiten obtener un buen diagnéstiadn combinando sus resultados. Es por eso que para cerdos

el tnico diagnostico implica el aislamiento del patdégeno.
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2. Patogénesis dBrucella

2.1. Etapas iniciales de la infeccion y trafico intracelular

En las etapas iniciales de la infeccion en humaBasellase une a las mucosas, como las
que estan presentes en las vias nasales, respiratorias o digestivas y penetra a través de ellas (66, 71).
Luego atraviesa el epitelio y se traslada hacidinésnédulos locales, en donde invade neutrofilos
y macrofagos. Una vez dentro de los fagocitos, las bacterias estan protegidas del sistema inmune y
proliferan. Cuando el nimero de bacterias dedédfagocito es muy elevado (generalmente entre
la primer y séptima semana post-exposicion), sdyme la ruptura de las células eucariotas y las
bacterias se liberan a sangre circulantedpciéndose una bacteremia. Luego de colonizar
macréfagos ubicados en ganglios linfaticos y producirse la bacte®mézlla se disemina hacia
un gran namero de érganos y sistemas, tales ¢dgaalo, bazo, médula 6sea, glandulas mamarias,
organos sexuales y glandulas salivales (115). Esto da lugar a las distintas complicaciones de la
etapa cronica de la enfermedad previamergacionadas (ver secciones 1.2.y 1.3.).

Como se mencioné anteriormenBrucella es un patégeno intracelular facultativo capaz
de invadir y replicar en fagocitos profesional&$6), asi como también en células no fagociticas
(106, 117).Brucella infecta macréfagos, células epiteliales, células dendriticas, fibroblastos,
osteoblastos, sinoviocitos, entre otros tipos eedd (118-120). Para poder invadir y sobrevivir
dentro de estas células, la bacteria hace usoalestrategia Unica en la que modifica el proceso de
maduracion de los fagosomas en la que inhibedi@riude lisosomas a la vacuola que la contiene,
estableciendo un nicho celular en donde se multiplica (121-123). Las bacterias ingresan a la célula
en un macropinosoma (vesicula), proceso que depende de la presenatia dipidicos (balsas
lipidicas) ricos en GM1 y colesterol de la célula (124, 125) y del lipopolisacarido (LPS) de
Brucella (126). Una vez dentro de la céluBaucellainhibe la fusion de la vacuola que la contiene
con lisosomas (120, 123, 127,8)2Las vacuolas que contienerBeucella (BCV, por Brucella
containing_vacuolginteractian transitoriamente camdesomas temprano$20, 128) adquiriendo
el marcador lisosomal LAMP-1 pero sin fusics®m@a estos (129). Posteriormente, la activacién de
la bomba de protones V-ATPasa celular disminuye el pH de la BCV, siendo este cambio en el pH
una sefial esencial para la activaalénvarios genes dérulencia deBrucellaspp. (130). Mediante
la intervencion de la bacteria, la BCV nexticiona la via fagocitica normal inhibiendo la
interaccion con lisosomas. El escape a la fusion lisosomal por pdteadla es dependiente del
sistema de secrecién de proteinas tipo IV VirB (ver seccion 2.2.d.) y de la sintesis de los glucanos
ciclicos (ver seccién 2.2.c.), entre otros fact¢i€4). Durante la maduracion, la BCV interacciona

con el reticulo endoplasmico, un proceso que i@més dependiente de VirB, y asi la BCV pasa a
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seruna BCV ‘multimembranosa” con narcadores deeticulo endplasmico. Rcién en est8CV
madura la bactea puede rplicar (120, 28, 129, 13, 133) Mediante este etanismo,Brucella
evade los meanismos nairales que iene la célla para lidar con los patégenos ylogra
estblecerse emsu nicho replkativo. En lafigura 3 semuestra un radelo del tréico intraceldar de

Brucella.

Brucella
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Figura 3. Modelode replicacién ntracelular de Brucella spp.

Las bacterias ingresan a las céllas en un proeso dependiete de la interaccion conrafts lipidicos. Brucella se
localiza en vacuoas llamadas BG/ que interactian con endosmas temprana adquiriendo el marcador lisosomal
LAMP-1. Estas wacuolas interactian con el reticulo endglasmico y maduran convirtiéndose en elnicho
replicativo de Brucella (128). Durante el proceso de maduacion, la BCV adquiere macadores de eticulo
endoplasmico. Encambio, ciertas mutantes (pr ejemplo envirB) que no pieden inducir la maduracion de la
BCV, mueren déido a que lasBCV que las contienen sa eventualmere fusionadascon lisosomas(128).
Modificado de Celiy col (129).
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2.2. Factores de virulencia d8rucella

Los factores producidos por un microorgarospatégeno que dan lugar a una infeccién
son llamados factores de virulencia. Estos factéeepermiten a la bacteria: i) colonizar al
hospedador, ii) mediar la adhesion e invasion adadas, iii) evadir las defensas del hospedador e
iv) inhibir la respuesta inmune, entre otras funciones (134). Algo que distiByueellade otros
patdgenos es que no se han descripto factores dendial clasicos capaces de dafiar directamente
a las células eucariotas, como son las exotoxinas. Tampoco expresa determinantes patogénicos
como capsula, fimbrias, plasmidos, inductorpspadticos ni fagos lisogénicos (135, 136). Sin
embargo Brucella despliega una serie de mecanismos que le permiten evadir la respuesta toxica
liberada por las células y alcanzar su nicho caplio. La falta de factores capaces de dafiar
directamente las células del hospedador, seigigre la bacteria induce dafio tisular de modo
indirecto, probablemente a través de la actévaale mecanismos de fespuesta inmune del
hospedador, después del recomiento de antigenos dBrucella por receptores del sistema
inmune. Examinaciones histologicas de tejidoshdmanos y animales infectados revelaron la
presencia de infiltrados inflamatorios en lasdess (94). Estas observaciones parecen contradecir
la hipotesis que sostiene gBeucellaregula negativamente la inflawion. Sin embargo, ambos
conceptos no son contradictorios yi@e el potencial inflamatorio d&rucellaes débil comparado
con el de otros patégenos. Probablemente, el secreto de la patogérigrsisetia resida en su
habilidad de establecer infecciones cronicas deradnados tejidos ‘anco”, induciendo una
inflamacién relativamente pobre pero permane(@d). A continuacion se describiran los
principales factores bacterianos que influyen sobre la virulencidBrdeella spp. en sus

hospedadores.
a. Particularidades del LPS y de la membrana externa dBrucellay su rol en la patogenia

La membrana bacteriana actia como medidefensa y control de la interaccién con el
hospedador. Uno de los principales componentda deembrana externa (ME) en bacterias Gram
negativas es el LPS, el cual secuentra anclado en la membrana externa a través de su porcion
lipidica. El LPS est& constituido por tres partes: el lipido A (porcion del LPS asociado a la bicapa
lipidica), el nucleo @ore polisacaridico y la cadena o antigeno O (Figurd#)cellaexpresa un
LPS de composicidn particular. Esta caracteriggieaefleja en una superficie con menor carga
(negativa) global al de la mayoria de los LBSsa mayor hidrofobicidad. El lipido A drucella
spp. consiste en un glicolff® que contiene un esquelee azucares (glucosamina y
diaminoglucosa) con sustituciones de acidos grdedsngitud de cadena variable en sus grupos

amino e hidroxilos. El lipido A d®rucellatiene la caracteristica de estar formado por acidos
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grasos de caehas muchomas largas(C19-C28) que aquelle presentesen los LFSs de
enerobacterias(C12-C16), lo cual lo hace mas idrofébico (L37). Por tro lado, el core
polisacaridico d Brucellatambién es paicular ya g contiene glicosa, manasy acido 3,deoxi-
D-mano-2-octubsénico, pes no contime heptosasni fosfatos como muclas otras baerias.
Ademas, a difemcia de lo ge ocurre erotrasa-2 PioteobacteriascomoOchrobactrum el core
del LPS deBrucella no poge acido uréito (azlcame carga negiva), lo quecontribuiriaa una
baja carga nedéva de su ES (8). El anigeno O deLPS deBrucella es un haopolimerolineal
de aproximadanente 100 sulmidades dezucares copuesto poresiduos de Normil perosmina
(4,6 dideoxi-4formamidoe-D manopiraosilo) (48,137-140). El gran taméo del antigno O
contribuye a emascarar lagscasas carggrovistas pr el corey el lipido A.

g =
. Antigeno O
LPS . Core
— Lipido A
Membrana
externa | -

ACGML

| l’li éf

] D AT
=

Periplasma— }Pcptidoglicano

3 Glucanos ciclicos
Figura 4. Esquena de la envoltura de Brucella spp.
La envoltura de las células cmprende la menbrana interna que consisteen una bicga de fosfolipdos; la
membrana externa con una carainterna de fosblipidos y una @ra externa enla cual se encentra anclado d LPS;

y entre ambas elperiplasma. El LPS de las cpas lisas esta anstituido por el lipido A, el ndcleo polisa@ridico
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(core) y el antigeno O. El LPS de las formas rugosas carece del antigeno O o esta reducido a muy pocos residuos.
El lipido A contiene un esqueleto de azucares, el cualesgcuentra acetilado con &cidograsos muy particulares ya

que presentan una cadena muy larga (en la figura indados como AGCML por acidos_grasos de cadena muy
larga). El LPS junto con proteinas integrales de membrang la bicapa lipidica conforman la membrana externa.

Los glucanos ciclicos son sintetizadogor proteinas de la membrana inérna (Cgs), y luego transportados al

periplasma por transportadores (Cgt). Modificado de Haag y colaboradores (141)

En muchas bacterias Gram negativas targas negativas del LPS son estabilizadas
mediante la interaccion con cationes bivalentescual confiere estabilidad a la ME (8). Sin
embargo, las caracteris particulares del LPS dg&rucella, hacen a esta bacteria resistente a
quelantes de cationes bivalentes, lo cual induea estos cationes no serian importantes para la
estabilidad de la membrana externa. Se ha laolstique la ausencia de la estabilizacion dada por
estos cationes se compensa por las interaccioidesfébicas del LPS y el fuerte anclaje a la
membrana debido, en parte, a la mayordiabicidad de la membrana (142, 143).

El LPS es uno de los principales factores de virulencia no clasicBsudella Dada su
estructura “no canoénica”, las actividades biol6égicas inducidas por su LPS son cuanti- y
cualitativamente diferentes a las del LPS “clasiad'mo por ejemplo el de las enterobacterias
(144, 145). El LPS d8rucella presenta una baja toxicidad ()46es un pobre estimulador de la
division celular de linfocitos B (94). En cuantdaainduccion de mediadores pro-inflamatorios, la
actividad biolégica del LPS dgrucellaes al menos 3 érdenes de magnitud inferior a la del LPS de
las enterobacterias (147, 148). La estructuréicodar del lipido A del LPS le permite evadir la
deteccion por receptores implicados errdapuesta innata de tipo TLR4 (un tipo Dell-like
recepto) (149, 150). Una segunda caracteristica anti-inflamatoria del LPBruiella es que
genera una pobre activacion del complemento (145). Por otro lado, el LBSia#dla cumple
funciones particulares, interviniendo en el contrdltd#ico intracelular (ver seccion 2.1.), en el
control de la respuesta inmune de la célulgp@édadora e inhibiendo la presentacion antigénica por
el Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipgMHCII) con la consiguiente disminucion en
la activacion de linfocitos T (126, 146). En partér, se ha observado que el antigeno-O del LPS
inhibe la apoptosis de los macréfagagadidos, beneficiando a la bacteria (151).

La presencia o ausencia de la cadena OLBS lleva a la clasificacién de cepas de
Brucella en lisas (LPS con antigeno O) o rugosas (auiadiotal o parcial del antigeno O). La
mayoria de las especies (incluyerBloabortus, B. melitensig B. sui3 son naturalmente lisas,
mientras queB. canisy B. ovis son naturalmente rugosas (8).dJgran cantidad de trabajos
publicados indican que las cepas rugosas son incagaceisistir en ratones y estan afectadas en

la replicacion en los modelos celulares de macréfagos id7vitro (152, 153). Sin embarg®.
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canisy B. ovisson infectivas en sus hospedadores naturales; inBlusanisha mostrado ser
virulenta en humanos (77, 154). El LPS de lasasdjsas es el antigeno mas importante de la
superficie celular deBrucella en particular el antigeno O es la seccién serolbgica
inmunodominante (8).

Se ha demostrado que el LPS Be abortustiene una menor capacidad de unién al
lipopéptido catidnico polimixina B que el de otras especies domntoliy S. entericg142, 155) y
gue esta reduccion estaria causada, al menos &y gastamente por el bajo nimero de grupos
anionicos fosfato presentes en el lipido A (155).@m lado, la presencia o ausencia del antigeno
O modifica profundamente la topologia de la superfici@deella Su presencia enmascara los
grupos iénicos de las proteinas, del lipido A y aw®k polisacaridico. Es por este motivo que las
mutantes defectivas en el antigeno O (rugosiesen una carga superficial negativa (a pH
fisioldégico), mientras que las cepas lisas tieneg puca carga (156, 157). Por lo tanto, el acceso a
los grupos anidnicos del lipido A se encuemisgricamente poco accesible en las cepas lisas, lo
cual contribuye con la resistencia a péptiddgnaos en general. Ademas, se ha observad®que
ovis (especie naturalmente rugosa) y mutantes rugos@sat®rtus son menos tolerantes a dichos
péptidos que las cepas lisas, lo cual apoyada ue la falta del antigeno O repercute en las
diferencias de permeabilidad de la membrana (158).

Se ha observado que los cultivisvitro de Brucella pueden sufrir variaciones en su
morfologia (de lisas a rugosas) que se acompafaalteoaciones en la estructura antigénica, la
susceptibilidad a fagos y en su virulencia. Aeggstoceso se lo ha denominado disociacion. El
efecto de la disociacion es la pérdida total o redmcde la porcion de antigeno O expuesto en el
LPS. A nivel molecular, la disociacion se produce por una menor expresion de genes que codifican
la glucosilacion adicional de las porciones polisacaridicas del LPS, como por eyeno@ioue
codifica una glicosil transferasa clavearensamblado del antigeno O (151).

La composicién lipidica de las membranasBiecellaspp también posee caracteristicas
particulares; el fosfolipido mayoritario es lasfatidilcolina, un fosfolipido comin en eucariotas
pero poco frecuente en bacterias (1999s propiedades estructurales proporcionadas por la
fosfatidilcolina son distintas a las de la fosfaégihnolamina, fosfolipido mayoritario en muchas
otras Gram negativas. En ensayositro, la fosfatidilcolina forma bicapas més estables (8). Se ha
demostrado que su sintesis ocurre a partir de colina suministrada por el hospedador y que su
presencia es necesaria para la colonizacionradenes BALB/c (160). Las caracteristicas
particulares de los lipidos de membrana Bleicella contribuyen a que la bacteria sea
considerablemente permeable a compuestasofdbicos pero poco permeable a péptidos

cationicos (142, 143, 155, 161, 162). Otros componentes de la NBfudella relevantes en la
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virulencia son las Omps (163, 164). Mutantesdigtintas Omps (por ejemplo Omp10 y Omp19)
han mostrado ser atenuadas en raton (165).

Distintos autores han sugerido que la estrecha relacibn entre la membrana externa
particular de la bacteria, con su estilo ddayihacen que ésta membrana sea clave para la

virulencia de la bacteria (8).

b. Otros factores que confieren resistencia a la respuesta inmune del hospedador

Otros sistemas que confiererBaucella resistencia a la respuesta inmune innata son: la
super oxido dismutasa (166), una catalasa (167), vias metabdlicas de denitrificacion (168), la

hidrolasa de sales biliares Cgh (169) y la prolina racemasa PrpA (90).

c. Glucanos ciclicos

Brucella produce, como sus parientes cercafigsobacterium, Sinorhizobium meliloti
Rhizobium glucanos ciclico$s1,2 que se acumulan fundamentatteeen el periplasma de la
bacteria (Figura 4). La sintetasa (llamada Cgs en el cas®rdeelld) es una proteina
multifuncional responsable de todas las actividaghzimaticas (iniciacion, elongacién, ciclizacion
y fosfordlisis) necesarias para la sintedslos glucanos ciclicos (170-172). Rhizobiumy S.
meliloti, la sintesis de estos glucanos son necesarios para la fijacion simbiotica de nitrégeno (173).
En el caso d8rucella los glucanos son importantes paraitalencia en diferente modelos (174).

Se propuso que los glucanos actian sobre la membie la célula del hospedador a nivel de las
balsas lipidicasayudando a prevenir la fusion de la BCoh lisosomas y alcanzar asi la vacuola
derivada del reticulo endoplasmico en donde ocurre la replicacion masiva (131). Como es
esperable, mutantes en la sintetasa muestrarviamiancia reducida en varios modelos (174).
Curiosamente, evidencias recientes muestran que los glucanos ciclicos son potentes activadores de
las células dendriticas, lo que induce una respuestavo CD8& T especifica de antigeno.
Ademas, los glucanos aumentarian las respuestas de células ¥,yCOB8&t especificas de
antigeno (175). Estas observaciones convierten auloargbs ciclicos en posibles adyuvantes en la

formulacién de vacunas.

d. Sistema de secrecion VirB: un factor de virulencia crucial para la vida intracelular

Una excepcion a la “falta de factorés virulencia clasicos” utilizados p@&rucella spp.
es el sistema de secrecidn tipo IV, VirB (ver seccién 2.1.). Este sistema se encuentra codificado en

un operén de 12 marcos abiertos de lectura (ORFs, ogem _reading fram@snombrado por
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homologia al sistema homénimo Aetumefaciensesponsable de la tralocacion del complejo-T
a la célula hospedadora (176). Los sistemas de secrecion tipo IV han sido descriptos en otras
bacterias patégenas confBprdetella pertussis, Legionella pneumophylaHelicobacter pylori
(176, 177). El sistema VirB dgrucellaspp. es indispensable para el correcto trafico intracelular de
la bacteria ya que esta involucrado embduracion de la vacuola que conti@macella(BCV) en
una organela en la cuBtucellapuede replicar (Figura 3) (132, 178, 179). Mutantes en el sistema
VirB presentan un menor ingreso a la célula hospedadorson capaces de sobrevivir ni replicar
en el medio intracelular y tampoco son capatdesinfectar ratones BALB/c (128, 179, 180).
Ademas, por vias aun no comprendidas VirB pecavaina respuesta inflamatoria en células
infectadas (181).

En varios patdgenos, los sustratos transgoggor los respectivos sistemas tipo IV han
sido identificados y asociados a los fenédmenos/iddencia (182). Sin embargo, hasta hace
relativamente poco tiempo se desconocian los sustratos del sistema \VBicgdla Se han
identificado algunas proteinas que serian transéscadas células eucariotas de modo dependiente
de VirB, pero se en general desconocen suxidues (183, 184). Los primeros sustratos
identificados fueron VceA y VceC. Recientemente se determind que VceC induce inflamacion a
través de la induccién de estrés del reticulo endmidas(181). Otro sustrato identificado de VirB
es RicA, el cual interactia con GDP y Rab2 uniglutse si, evitando el reclutamiento de Rab a la
BCV, lo que a su vez afecta el trafico intraceluld85). Otro sustrato de VirB llamado SepA
también estaria involucrado en el trafico celular. Si bien la cepa mutante presenta una mayor
capacidad de invasion que la cepa silvestre; presenta ademas una un defecto en etapas tempranas de
la replicacion intracelular tanto en fagocifm®fesionales como no profesionales (186). Esto se
debe a que SepA evitaria la fusiébn de la B&h lisosomas (186). Cabe destacar que no se
encuentran homaologos de esta proteina fuera del gBnecella (186). Por ultimo se ha descripto
gue un subgrupo de proteinas translocadas pd3 Namadas BspA, BspB y BspF, inhiben la
capacidad de secrecién de la célula eucariotacadhhan sido translocadas. Mutantes simples o
combinadas ehspA bspBy bspFpresentan afectadas la capacidad de replicacién en macréfagos y
la persistencia emigado de ratones infectados (18Eptos resultados sugieren gBeucella
modula la capacidad de secrecion de la célula infectada via efectores translocados por VirB, que

acttan de modo coordinado promoviendo l@génesis de la bacteria (187).
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e. Sistema de dos componentes BvrR/BvrS

Otro factor de virulencia dBrucella involucrado en la superwwncia intracelular es el
sistema de dos componentes BvrR/BvrS. Esterastesta compuesto por una histidina quinasa
sensora localizada en la membrana celular (BvrS), y un regulador transcripcional citoplasmatico
(BvrR). Se ha descripto que el sistema BvnRS participa en la homeostasis de la ME
controlando la estructura del LPS y la expyesde Omps (188-190). Estas observaciones son
relevantes ya que la mayoria de teterminantes de patogenicidad Bleicella parecen estar
concentrados o actuar en la superficie bastar (135). Mutantes en BvrR/BvrS presentan una
mayor sensibilidad a péptidos bactericidas y al demgnto, son deficientes en la invasion celular,
tienen un tréfico intracelular alterado y adersésha observado que no son virulentas en raton
(191). Dentro de los genes regulados por éstersa de dos componentes se encuentran los que
corresponden a VirB, con todas las implicandjae éste sistema de secrecién implica en la

virulencia deBrucella(192) (ver seccién 2.2.d.).

f. Sistemas de detoxificacion

Durante la interaccién con lostmas de defensa del hospedaBorcellase enfrenta con
distintas fuentes de estrés ambientales. Los n&uasi por los cuales la bacteria se detoxifica y
supera estas fuentes de ésthan sido poco estudiados. Enmelitensisse ha caracterizado un
transportador de expulsién pertenecientelaa superfamilia MATE, llamado NorMI. Este
transportador es una proteina integrahwEmbrana interna que funciona coamiporter de Nd
(193). Por otro lado, nuestro grupo de trabajo describiéBgseiisalberga sistemas de eflujo de
tipo RND, dependientes de la proteina de menthexterna BepC, que también contribuirian a la

detoxificacién de la bacteria y a su virulencia (194, 195).

3. Adhesién a componentes del hospedador

3.1.Importancia de la adhesion e invasion en patdgenos

La capacidad de los microorganismos devgiziar y multiplicarse en un tejido especifico
del hospedador es un prerredoispara poder establecer una enfermedad infecciosa. La
internalizacion a células de mamiferos es uneategfia comuan, utilizada por muchas bacterias
patdgenas que les permite colonizar al hogp@d$196). Los patdégenos intracelulares deben
primero adherirse a la superficie celular, y reast esa asociacion con el tejido del hospedador

(197). Esta etapa es critica en el proceso de idfiega que evita la eliminacion de la bacteria de
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los tejidos, sobe todo pargpatdgenos amo Brucella spp., yYershia spp. queprimero cobnizan
aress que estanontinuamete lavadas pofluidos, ma/imientos peistalticos opor accion deilios
presentes en lasuperficiesmucosas de kvias digestia y respiratdas. Por ot lado, el reembio
de células epithales de estasuperficieses bastanteapido; por egmplo, la nenocapa de @ulas
epiteliales intesnales se ngone contimamente, reovandose amximadamete cada 48horas
(134). Tal es laimportanciade la adhesin, que inaiso se ha mpuesto quda inhibicibnde la
adhesion bacteana a distinbs componems del hospdador tendriain potenciaterapéutico198).
Para ablerirse a lascélulas delhospedador]as bacteriapatdégenas xpresan maiculas
asaiadas a lasuperficie lamadas ad¥sinas queen muchoscasos recascen directanente
proteinas de lassuperficie elular eucarota u otroscomponentesde la supdicie (por egmplo
cambohidratos),mediando wna fuerte asgacion conla célula delhospedadorEn cambio,otras
achesinas se dikren de mdo indirectoa la célula hgpedadora alinirse a prductos de seecion
deesta u otra déilla, como pr ejemplo poteinas de lanatriz extraelular, que shien estanunidas
a la membrangplasmaticano son partentegral dela misma (99). En la fgura 5 se peden
observa los esgemas represtativos dembos tipogle interacci@: en un casel reconoainiento
de la célula A por partede la célulaB seria direto, la adhsina de lacélula B reonoce
directamente alreceptor pesente en d superficie de la célulaA. En el segundo cas el
reconocimientoseria indiread: la adhesia de la céluh D reconocea la célulaC via una mtécula

intermediaria (@ amarillo).

A B

Célula A Célula C

Figura 5. Esquema de
reconocimiento celular
(A) directo e (B)

indirecto.

CélulaD

En mudtos casos ladhesion @& mediada @ una 0 m& adhesinasjue puederectuar
simultaneamerg 0 en distitas etapasiel procesode infeccion (200). Adends de estrturas
extracelulares @amo fimbries o pili, se han descrigt un consideable nimer de adhesigs no
poliméricas queeconocen ditintos elemetos sobre lauperficie @ la célula ewariota, inclyendo

componentes d la matriz extracelular omo colageo, proteogicanos, lamimas, hialuraos y
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glicoproteinas adhesivas como fibronectina y vitatima. Los receptores de la membrana celular
como integrinas y cadherinas pueden interaataaralgunas de estas adhesinas mediando la union
o internalizacion de la bacteria (201).

Muchas bacterias patdégenas han adoptadategias para adherirse y ademas invadir
eficientemente células no fagociticas (200, 202, . Z0&p estrategia les permite tanto multiplicarse
en un nicho protegido (204), como tener acceso a otros tejidos del hospedador (204, 205). El estilo
de vida intracelular confiere ventajas al patéggacgue no necesita invertir tantos recursos en
mecanismos de adhesidn que le permitan permaaradrsitio de infeccidn, y estan protegidos del
sistema inmune y eventualmente de antibiétiteduso, los patdgenos intracelulares tienen acceso
a una amplia variedad de nutrientes presentes eitoplasma celular (206). La vida intracelular
requiere de determinantes de virulencia apropiattnsplo para ingresar en la célula sino también
para tolerar el ambiente intracelular (207).

La invasion de patdgenos intracelulares pumclerir por contacto directo con receptores
celulares (como integrinas) o por translocacién directa de efectores bacterianos al citosol de la
célula hospedadora, lo cual promueve rearreglda deembrana y luego la entrada de la bacteria
(201). Dado que la adhesion del microorganismo a la superficie celular y su entrada a la célula
estan muy ligados, no es sorprendente que muchasiads también actien como invasinas (199).

Por otro lado, la interaccion con las moléculdshdspedador le da a la bacteria tropismo a
determinadas células y le permite al patdgeno infectar ciertos tejidos y/u 6rganos especificos. Es
decir, en funcién de las adhesinas presentes ipkxficie bacteriana ésta se adherird a las células
del hospedador de modo selectivo, colonizando las que expresen los receptores/ligandos
reconocidos por sus adhesinas, lo cual deterfoméejidos y 6rganos infectados por el patégeno
(199, 208). Es mas, la mayoria de las bactpaddgenas expresan multiples adhesinas, que pueden
actuar sinérgicamente, reforzando su funciéon X208mbién pueden expresarse diferencialmente,
reguladas por distintas sefiales ambientales (209%irtasis de diversagpos de moléculas de
adhesion, cada una de ellas regulada por distintos estimulos y/o en distintas etapas del ciclo de vida
bacteriano, podria permitir la modulacién del cidli@ccioso dentro del hospedador. En el caso de
Brucella la invasion de tejidos del hospedador ex@mtemente un proceso complejo que consiste
en muchos pasos entre los gse suceden interacciones esfiea$ e inespecificas. Como se
mencionod anteriormente (seccién 1.1.), durante la infecBiarcella debe atravesar una capa de
células epiteliales y en este proceso necesiadir estas células. Su entrada a las células
epiteliales es un evento transitorio que da lweg# infeccion de macrafjos. Se puede predecir
que en estadios posteriores de la infeccionalddiia se adherira e invadira células de una gran

variedad de tejidos y érganos.
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3.2. Adhesinas

Antiguamente se creia que la adhesion a lagasttlel hospedador servia Unicamente para
gue la bacteria colonizara el sitio y evitareclkelarancepor secreciones mucosas y movimientos
peristalticos. Sin embargo, es claro ahora gseallhesinas bacterianas dependen de interacciones
con su ligando para mediar una serie de evatdasenalizacion que pueden afectar la adhesién y/o
invasion bacteriana y/o promover eventos pro oiafiimatorios al interactuar con receptores del
sistema inmune innato (210). Una gran cantidadadhesinas interactian con ligandos solubles
presentes en el suero. Si bien estos eventasliiesion no son estrictamente interacciones del tipo
adhesina-ligando, este contacto tiene un rol imyyortante durante la invasién bacteriana, por
ejemplo evadiendo la deposicién del complemdgtll), o por union de componentes del suero
implicados en coagulacién, liberacion de molésweo-inflamatorias, y generacion de productos
que actian como péptidostiamcrobianos (212).

Dentro de las adhesinas bacterianas Het6ricamente mas estudiadas han sido las
adhesinas multiméricas llamadas fimbrialeib. Sin embargo en los Ultimos afios se han
identificado una gran cantidad de adhesinas no fimbriales unidas a la superficie. Algunas de éstas,
pero no todas, son filamentosas (210). Dentrdadeadhesinas fimbriales presentes en bacterias
existen distintos tipos dali como los de tipo | (por ejemplo FimH &e coli (213)) y los de tipo
IV (como por ejemplo Pil d&l. gonorrhoeaeo Spa deClostridium perfringeng y las llamadas
curli las cuales no suelen tener un ligando especifico (como CSaglamnella enteriga(210).
Dentro de las no fimbriales se encuentra la fandé los Autotranspordatores, detallada en la

siguiente seccion (3.2.a.)

3.2.a. Autotransportadores (Sistema de secrecidn tipo V)

La secrecion de proteinas es esencial para enorme variedad de funciones. Para
translocar proteinas a través derlambrana interna, las bacteri@ram negativas suelen utilizar
vias dependientes de la maquinaria Sec (214, 215). Otros sistemas de secrecién a través de la
membrana interna son dependientes de atitas como Tat (por sus sigla en inglBsjn-Arginine
Translocasgy la ruta SRP (por sus sigla en inglégnal recognition_particle (216, 217). El
destino de la proteina translocada a través de la membrana interna es amplio. Muchas proteinas
tendran como destino final el espacio periplasmidmas utilizaran este espacio como “de paso”.
Las proteinas cuyo destino final es la superficie celular o el medio extracelular deben, ademas,
atravesar la ME. Para ello, las bacterias hesadollado varios sistemas de secrecion, algunos de
los cuales prescinden de las maquinarias que median el transporte a través de la membrana interna,

ya gue integran el transporte tanto a travéls deembrana interna como de la externa (218).
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La secrecién de proteinas de superficie o extracelulares en Gram negativas tiene al menos
cinco vias principales enumeradas del | al ¢,daales estan muy conservadas. Los sistemas de
secrecion de tipo | son independientes de la maquinaria Sec y la translocacién a través de ambas
membranas de la proteina a translocar (protefi@etora) ocurre en un Unico paso. Estos sistemas
consisten en tres proteinas: una proteina de magratexterna que forma un poro, una proteina de
fusién de membranas (MFP) y una proteina debrana interna que une ATP (ABC) (218). Los
sistemas de secrecion tipo Il secretan sus sustestodos pasos, utilizando en el primero la
magquinaria Sec. El transporte a través demkEmbrana externa requiere mas de 10 proteinas
accesorias. Los sistemas de secrecién tipo Il all igua los de tipo |, translocan la molécula
efectora a través de ambas membranas en un gy independientemente de la maquinaria Sec.
Una de las caracteristicas mas llamativas de estos sistemas de secrecion es la capacidad de dirigir
las moléculas efectoras directamente al iatede células eucariotas. Estos sistemas estan
compuestos por multiples proteinas, llegando a umend de 25. En referencia a los sistemas de
secrecion tipo IV aun no hay un consenso en cuanto a cédmo atraviesa la molécula efectora la
membrana interna. Al igual que los sistemas de tipo lll, los sistemas tipo IV son capaces de dirigir
la molécula efectora al medio intracelular de la célula hospedadora y también comprenden un alto
namero de proteinas (218). Un ejemplo de estedipsistemas es el previamente descripto, VirB
(seccion 2.2.d.). Estos sistemas de secrecion (del | al IV) implican el gasto de energia por parte de
la bacteria (218).

Los sistemas de secrecion de tipo V esponden a los autotransportadores (ATs) (218).
Estos se caracterizan porque las propias proteindmmsu transporte al medio extracelular, es
decir que un Unico gen puede codificar todosctmaponentes requeridos para su propia secrecion.

La secrecién al medio extracelular consta basicamente de dos pasos; las proteinas contienen un
péptido sefial reconocido por la maquinaria Sec, el cual les permite atravesar la membrana interna
(219). Una vez en el periplasma, son translocados a través de la membrana externa por un
mecanismo mediado por el dominio C-terminaltaBsanslocacion parece ser independiente de
fuentes externas de energia, tales como adendsfosfato (ATP), gradiente de iones u otras
proteinas (218). La hip6tesis mas aceptada propanéaduente de energia para la translocacion a
través de la membrana externa deriva del correcto plegamiento del dominio pasajero sobre la
superficie bacteriana (220), de ahi ténbsu denominacién “autotransportador”.

Quizas la via de transporte de los ATs sea para las Gram negativas el mecanismo mas
simple para la secrecién de proteinas atlimeextracelular (221) y por eso, sea uno de los
mecanismos de secrecion mas adoptado por numgratigenos. Los ATs sélo estan presentes en

el reinoBacteriay son mas prevalentes erpblylumProteobacteria, incluyendo las clases-, y-
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, ¥ &- Proteobacteria (222). Cabe destacar questdo® ATs caracterizados a la fecha han sido
catalogados como factores de virulencia. Los pliaden tener una ampliariedad de funciones,
incluyendo adhesion, invasién, protedlisis, towxicidad, resistencia al complemento,
hemaglutinacion, entre otras (223, 224). Incluso un Unico AT puede cumplir mas de una funcién.
En forma general, ademas del domigie contiene el péptido sefialer-terminal (que media el
transporte a través de la membrana interr@)AIbs poseen un dominio pasajero (que presenta la
actividad biolégica) y un dominio C-terminal tramshdor (223, 225). Se haescripto dos tipos de

ATs: los de tipo | 0 monomeéricos, y los de tipo triméricos. Los AT | estan compuestos por una
Unica cadena polipeptidica que contiene las regfones caracteristicas, o sea, un péptido sefial
ubicado en el extremo N-terminal, un dominio translocador en el C-terminal y entre ellos el
dominio pasajero (221). Se propone que luego deateslocacion a través de la membrana interna
por la maquinaria Sec, el péptido sefial esadiiy y la proteina se libera al periplasma. A
continuacion, el dominio C-terminal se insertd@membrana externa formando una estructura de
barril B formado por 12 laming’ (197, 219). El dominio pasajero es entonces translocado a través
del poro del barril al espacio extracelular. En la mayoria de los AT I, el dominio pasajero es
clivado, resultando un proteina o bien solublaina proteina que queda en contacto con la
superficie bacteriana mediante interacciones no covalentes con epl{@da8, 224). En la figura

6A se muestra una representacion esqueanddda secrecion de un AT .

Aparentemente, el plegado del dominio extracelular a su conformacion nativa seria
simultaneo a la translocacién. Se sabe ajgenos AT | como por ejemplo BrkA dgordetella
pertussispresentan un dominio chaperona intramolecular que es muy importante para el correcto
plegado del dominio pasajero en el espacioaegtular. Este dominio chaperona es una region
conservada, que esta presente en varios AT | (226).

La regibn mas variable de los AT | es la que corresponde al dominio pasajero, que es la que
alberga la actividad biolégica. En cambio, édminio C-terminal identificado se encuentra
altamente conservado (dominio PFAMO03797) y suele estar formado por aproximadamente 250-300
aminoacidos (224). El dominio transbwor del autotransportador NalP Meisseria meningitidis
(En PDB: 1UYO) fue cristalizado confirmandose la presencia de un pagdmpuesto por 12
laminas B transmembrana y un poro central de aproximadamenté #e diametro, con un
segmentar helicoidal pasando por el poro (227). En la figura 6B se puede observar la estructura
obtenida por cristalografia, coloreada en fundéria estructura secundaria. Las dimensiones del
poro formado por el barril sugieren que el dominio translocado atraviesa la membrana en estado
desplegado (227).
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Figura 6. Secreci@ y estructurade ATs |

(A) Esquema de tanslocacion delos ATs tipo | o monoméricas. El dominio rosado corresjpnde al péptido sefial
para el transporte via maquinaria Sec, el domifo pasajero esh representadoen azul y el doninio translocador se
enauentra anaranjado. La translocacién a traws de la membana interna (MI) esta dirigida por el pépido N-
terminal, via maquinaria Sec. Ura vez en el paplasma, el daninio C-terminal dirige la proteina a la menbrana
externa (ME), donde forma un barril , por cuyo poro o caral central se transloca el doninio pasajero hacia el
espacio extracelular. Luego el dominio pasajero suele ser cliado, pudiend liberarse al medio extracellar o
quedar retenido ala superficie bacteriana medante uniones o covalentesAdaptado de tter y colaboradores
(224). (B) Estructura cristalografica del dominio translocada de NalP convistas lateral y superior. Sepuede
observar el barril formado por 12 laminasp (en marrdn), atravesado por un segmentoa-helicoidal (en rosado).
Estructura 1UYO depositada erel banco de dabs de proteinasPDB (Protein Data Bank) (227).

Otro ejeanplo que rerece ser mecionado deATs tipo | & TibA de E. coli enterobxica.
TibA cumple \arias funciores: media laautoagregacia de las baeftias, partigha en la fomacion
debiofilm sobresuperficies bidticas, melia la adhesid de la bacteéa a una seede tipos cellares
humanos (228229) y tamlyén funcionacomo invasia ya que de necesarigpara una imasion
eficiente a vais tipos cellares humaos (230). Lacapacidadde formar atbagregadoss un
mecanismo de dfensa comiien varias bcterias patgenas ya quées permite esistir mecarsmos
de defensa delhospedadg como el ataque porcomplemend, fagocitoss; y condciones
ambientales defsvorables (31, 232).

Por otrolado, los AT | de una ¢an variedadde bacilospatogénicosjncluyendo tsA y
SeA de Shigela flexnerj AIDA-I de E. coli NdP, y BrkA de Bordetdla pertusis estan
localizados enuno de los plws de la baeria (219, 33). Curio@smente, estoAT han matrado

una ubicacionpolar en el toplasma pevia su se@&cion (233). Experimermos realizads con

29



Introduccioén

porciones de distintos AT | sugieren que lomponentes celulares que los posicionan polarmente,
estarian conservados en varios organismos (234, 235). Por ejemplo, Na\P nemingitidis
(bacteria con forma esférica) contiene la infaciin molecular para localizarse en el poloede

coli mientras que eN. meningitidis NalP es secretada en sitios distintivos alrededor de la célula
(233).

Se identifico una subfamilia de ATs, los AT de tipo Il (AT II) o triméricos (224). Los AT Il
tienen la misma organizacion modular que logige I; un péptido sefial en el N terminal que
media el transporte a través de la maquinaria Sec, un dominio pasajero y un dominio C-terminal
translocador. El dominio C-terminal esta altaraertnservado entre los AT Il y difiere al de los
AT | en que presentan un menor tamafio (apragamente 70 aminoacidos, mientras que los
monomeéricos tienen alrededor de 250-300) (219).22% conservacion del dominio translocador
(PFAMO03895)en los AT Il permite una identificacion eficiente de estos AT en bases de datos
(197, 219). Los ATs triméricos tal como indicareumbre, son homotrimeros obligados, ya que se
necesita de la trimerizacion de tres polipéptidostidés para la formacion de la proteina funcional
y asi lograr la translocacion del dominio pasajero (219, 236). Como se puede observar en la figura
7A, el péptido sefial de cada molécula medidaratsporte de cada polipéptido a través de la
membrana interna via maquinaria Sec. Luegediante la trimerizacion de los dominios
translocadores de moléculas idénticas, se forma un pagrilla membrana externa. A través del
poro central del barril, se translocan los tres dominios pasajeros al espacio extracelular. A
diferencia de los ATs I, todos los dominioaspjeros de los AT Il estudiados hasta la fecha
permanecen unidos cdeatemente al barrp del dominio pasajero, es decir, no son clivados luego
de su secrecién (237). Dado que el dominio pasajueda expuesto al medio extracelular, éste
puede interactuar con otras moléculas bacterianas expuestas, asi como también con moléculas de
las células del hospedador o de su entorno.

Andlisis bioquimicos del dominio C-termain de distintos AT Il revelaron que este
dominio forma trimeros en la membrana externa que son resistentes a tratamiento con calor y
dodecil sulfato de sodio (SDS) (226, 238). Por otro lado, las predicciones de la estructura
secundaria indican que cada momdm contiene cuatro lamings por lo tanto, en caso que
ocurriera la trimerizacion, el dominio translocador de los AT Il (trimérico) estaria compuesto por
12 laminagB, de manera similar a lo que ocurre es AT | (224). La trimerizacion de estos ATs
fue confirmada por cristalografia. Por ejempks Estructuras obtenidas por cristalografia de la
region 107-126 residuos C-terminales del AT Il HialBemophilus influenza@PDB: 2GR8 y
3EMO) revelan la presencia de un baBricompuesto por 12 [amins(239) (240). Ademas, los

datos estructurales sugieren que el canal formado por el barril es atravesado por 3 hélices,

30



Introduccion

conectando al dminio transbcador con kedominio p&ajero. En Idigura 7B sepuede obsemar la
estuctura desdena vista ladgral y superor del domino translocadr junto conuna pequefiaegion
deldominio pagjero, en la nal cada sulnidad se engentra de urcolor difererte. En la figira 7C

se muestra lamisma estruttira, pero B este casogl color secorrespondecon la estictura

seaindaria.
A B C
t—--.\
ME
Periplasma
P MI

Figura 7. Secreci@ y estructurade ATs I

(A) Esquema de tanslocacion ddos ATs tipo Il o triméricos. Los dominios & los distintos plipéptidos (idénticos
entre si) se muesan con coloressimilares. Entodos los caso$s dominiosrosados correponden a la segencia
sefal para el transporte a travésde la membrara interna; los dominios pasaj& os estan repreentados en aal y los
dominios translocadores se engentran en tonalidades anaanjadas. Se peden observa 3 mondmers, que
corresponden a tes polipéptidoscodificados porel mismo genAl igual que oarre con los AT |, la translocacién a
través de la menbrana interna (MI) ocurre mediante la maquinaria Sec; luego el Cierminal de los tres
monomeros se trimeriza y forma un barril p enla membrana externa (ME), a través de cyo poro se trarslocan
los tres dominiospasajeros. LosAT Il no serian clivados en lasuperficie de b bacteria. Adaptado del trabajo de
Cotter y colaboradores (224).

Estructura cristalogréafica de losdominios translocadores de Ha desde una \sta lateral y vista superior, enla cual
los distintos colores representan(B) cada unade las subunidales, o (C) la structura secundaria (en marrén se
muestran las laminas B, y en rosdo las hélicesn). Adaptado de las estructums 3EMO y Z5R8 depositad® en el
banco de datos deproteinas PDB(239) (240).

La resducion de etructuras dstalograficasde variosAT tipo | y Il dio lugar al
reconocimientode notablesimilitudes esructurales atre los mienbros de lagamilias deAT |y
tipo Il. Las comparaciones r@re la estratura del barnt § de Hiay la del AT I NalP indica que
ésks practicamete se puedesuperpone(239), con leexcepcion d que el bartip de los ATs | es
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atravesado por un Unico segmento helicaigal el de Hia por tres. Incluso, el diametro del poro
de Hia es similar al de NalP. Hoy en dia, se puede afirmar que los bgrdéesodos los AT
comparten una arquitectura comun (219).

Cabe destacar que las estructuras obtenidashmialografia de dominios funcionales
presentes en el dominio pasajero de ATs Il; como por ejemplo el dominio llamado “de unién
primario” de Hia y el dominio de unién a colagat®YadA (el ejemplo clasico de AT II), indican
gue éstos también forman trimeros (241, 24Ryiriendo que los dominios pasajeros también
presentarian una arquitectura trimérica. Base a restricciones fisicas, se supone que la
trimerizaciéon del dominio pasajero no podria ocuerir el periplasma; en particular, porque el
trimero plegado no podria pasar por el poro fanaor el barril. En consecuencia, los dominios
pasajeros deben ser translocados por el pomo goolipéptidos individuales, probablemente en
estado desplegado o parcialmentesplegado. Una vez translocados los tres polipéptidos, es
posible que la energia libre asociada con la &itm del trimero provea las bases del plegamiento
y la adquisicién de la conformacién nativa. Eptadria explicar porque los ATs triméricos no
presentan dominios intramoleculares Briée con actividad de chaperona que participen en el
plegado del dominio pasajero en el espacio extracelular (242).

Todos los AT Il descriptos hasta la fecha mostraron cumplir funcion de adhesina, entre
otras funciones (197, 224, 237). Miembros de ésmilia se unen a diversas moléculas, como por
ejemplo receptores de la superficie celularlaleélula hospedadora, componentes de la ECM
(como por ejemplo colageno y laminina) o entre si (actuando como autoaglutininas). Ademas, a
menudo protegen a la bacteria de respuedtdssistema inmune del hospedador, uniendo
moduladores de vias mediadas por anticuerpos o por la via innata del complemento (243). Los
miembros clasicos de los AT Il son YadA dersinia enterocolitica244, 245) e Hia dé.
influenzae (246). El autotransportador YadA promueve la adhesion a células epiteliales y a
proteinas de la ECM, y esta involucrado en la resistencia al complemento presente en el suero
(247-249).

Desde el punto de vista estructural, los AT Il tienen una organizacion de tipo cabeza-
conector-tallo-anclaje (Figura 8). Eldaulo de anclaje coincide con el baf¥jlmientras que los
demas corresponden al dominio pasajero.nfioroscopia electronica de YadA Weenterocolitica
y UspAl deMoraxella catarrhalisse observé que la fraccion extracelular de estos ATs protruye
sobre la superficie celular en forma de tallostrendo una estructura tipo cabeza en el extremo del

tallo (250). Lupas y colaboradores desarrollaron el seB@main Annotation in Trimeric

Autotransporter Adhesin@aTAA, http://toolkit.tuebingen.mpg.de/dajague permite predecir la

estructura modular de los AT Il (251).
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Figura 8. Estructura modular de los AT
triméricos.

Tallo Consiste en ma cabeza, un onector, un tallo y un
moddulo de arclaje a membrana. Esta figira ha
sido adaptada del esquemageneral de @ATAA,
http://toolkit.t uebingen.mpgde/dataa.

Anclajea
membrana

Por otrolado, en fucion de la d@ructura prelicha para dminios pasajros de ATdI, se
deermindé que éstos domiios tienen riple simetré, es decir,tres caras dénticas (22). La
presencia de #®s caras idéticas puedeproveer elpotencial detres pocket de uniony una
interaccion mulivalente cona superficiede la célulahospedadoraEsto resuliria en un amento
enla avidez po el ligandoy una interacion mas emble, con na consecuge mayor afiidad
comparada corla que gen@ria una irgraccion maovalente. la disociacidn de una adesina
monomeérica uida a una céla epitelialrequiere un idico eventode disociaci@; mientrasgue la
disociacién deuna adhesin&rimérica regiere la disaiacion de ls 3 pocketsde unién (Figira 9).
Se ha propuest que esteaumento enla avidez pdria ser tinportante pea superar derzas
mecanicas del bspedador, @r ejemplo,movimientosmucociliares,movimiente peristaltics, etc.
(224). Curiosanente, la argitectura triméca y la capcidad de urdn multivalente de alta afiidad
también se haobservado eradhesinas mpteicas tard de virus omo de céllas eucariota Por
ejemplo, la fibra 2 (con fumion de adhdmsa) de adeovirus es unhomotrimeo que contien tres
sitios de unidridénticos quenteractiarcon tres maoéculas distitas del misro tipo de reeptor.
Estudios realizdos con estéibra, muestn que la ingraccion trivelente da lugr a un aumeto de
25veces en lafmidad relatva, respecta la interacabn monovalete entre éstéibra y su reeptor
(252). Por otraparte, la pesencia de3 pocketsde union enlos AT Il podria perntir el
agupamiento @ receptoresmoleculares facilitando eventos desefializacid en la célia del
hogedador (22).
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Adhesina bacteriana Adhesina bacteriana
con un pocket con tres pockels

Membrana de la célula
eucariota

(ﬁ QO

Figura 9. Mdltiple s pockets de unién aumentan h avidez de la interaccion bacteria-patégeno.

Citoplasma de la
célula eucariota

A la izquierda semuestra esquenaticamente wa adhesina (@ azul) conteriendo un Uni® pocket de union (en
rosa); mientras que a la derecha e muestra unaadhesina con tespockets de unién independentes. Los reeptores
de células eucaridas se muestra en verde. Ladisociacion deuna adhesinamonomérica de la célula egariota
requiere un Unicoevento de disogacion, mientras la disociacié de adhesinagriméricas requiere la disociaion de
los tres pockets. Ademas la presacia de los trespockets puedeagrupar receptores moleculaes, gatillando @entos

de ®fializacién enla célula eucarota. Modificado de Cotter y @l (224).

3.2.b.Adhesinas erBrucella

A lo largo de los Aos se harecumuladoevidencias ge sugierenque la adhdén a
componentes déa ECM y/oa las célulaslel hospeddor es un pasimportanteen la infecabn de
Brucella (253-57). A pesa de su imprtancia, nose conocemucho acera de los pocesos
involucrados ena adhesiére invasién deBrucellaspp a células dehospedado Debido al aplio
espectro patogéico deBrucella y su capcidad de inadir distintostipos celulaes y tejidog258),
seha sugeridajue la bacted es capaz dexpresar migculas de gperficie (adlesinas) capzes de
remnocer receres generak asi comdambién reeptores espaficos de déerminados djidos
(253). En el &0 2004, Gstafieda-Ralan y colalradores pulicaron un tabajo en elcual
investigaron laspropiedadesle adheretia de Brucdla spp. a chlulas epiteldles y macréagos.
Esibs autores daostraron ge B. abortusy B. melitersis son capaes de unirsa estas célaks con
una cinética eracteristica(253). Se gudio la nauraleza delos receptaes de las @éulas
hogpedadorasesponsablegie la interacion de la lacteria a ést células maiante ensays de
achesion y anbizando el écto sobrela adhesiénde posiblescompuestosinhibitorios y de
tratamientos quhicos y enzinaticos. A tavés de es®enfoques & propuso qa la adhesia seria
dependiente deaeceptores an residuosricos en aao sialico yb residuos slfatados, tato en
macrofagos, céllas epiteliabs como ereritrocitos humanos (253259). Tambén se propus que

algunas proteias de lamatriz extraelular (EOM, del inglé extracellubr matrix) como
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fibronectina, colageno y vitronectina podrian actuar como puente en las etapas de adhesion (253).
Estudios anteriores habian demostradoRyueellase adhiere a &cido sialico presente en globulos
rojos humanos y de otros animales (259). Por otro lado, mediante microscopia de barrido
electrénico se demostrdé que una vez Buoecella entra en contacto con laembrana de células
epiteliales, ocurre una acumulacién de baceddheridas con la consiguiente formacion de
microcolonias (253).

En un trabajo posterior cuyo fin eraeidificar proteinas de superficie d&ucella
involucradas en la adhesién a células de mansifes® marcaron con biotina proteinas extraidas
con calor de la superficie bacteriana. Luego se determiné cudles de esas proteinas eran capaces de
adherirse a una monocapa de células Hela,tiflamdo asi a SP41, una proteina con alta
similitud a un transportador de glicerol-3-fosfate tipo ABC. Es interesante destacar que la
capacidad de adhesion de SP41 se pierdetilddau células HelLa previamente tratadas con
neuramidasa, lo cual sugiere que alguna molécula de la célula rica en acido sialico estaria
involucrada en la interaccion. Por otra pastepbservo que el agregado de anticuerpos anti-SP41,
inhibe en forma dosis dependiente la adhesidnvasion bacteriana a células HelLa. La cepa
mutante en SP41 presentdé una menor capacidad de adhesion e invasién a células epiteliales
humanas. Dado que SP41 parece ser ubicual egénero, se propuso que las interacciones
promovidas por SP41 serian de tipo inespecificgwifoarias) y no responderian a interacciones
de alta afinidad que medien el anclajeversible de la bacteria a la célula (208).

Bandara y colaboradores caextzaron una proteina dB. suis que perteneceria a la
familia de los autotransportadores monomeérieol que denominaron OmaA. En funcion de su
similitud con proteinas con funcién de adhesosautores propusieron que podria tratarse de una
adhesina; sin embargo esta posibilidad no fue explorada. La mataafeno presentd diferencias
con la cepa silvestre en la replicacion intracelulamaoréfagos (a 24 ni 48ras) y tampoco en la
carga en bazo de ratones una semana despu#abde sido inoculados intraperitonealmente. En
cambio, entre la tercer y novena semana siguiideinoculacion, la mutante fue eliminada mas
eficientemente que la cepa silvestindicando que OmaA seria importante en la fase crénica de la
infeccién (261).

En nuestro laboratorio, con el fin de identificar adhesinaB.dsuis se construyd una
biblioteca de fagos que exponam su capside péptidos d& suis 1330 phage display
Enfrentando esta biblioteca a fibronectinanavilizada se aislaron fagos que expresaban
fragmentos de proteinas candidatas a ser adhesinas con capacidad de union a fibronectina, uno de
los compuestos de la ECM a los dBricella se adhiere. Entre los candidatos, se identificé un

autotransportador monomeérico, al que se llamé BmaCHparella_monomeric autransporerEl
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fago que expresaba el péptido de BmaC fue capaz de inhibir la adhe®drsulstanto a una
monocapa de HeLa como a fibronectinenovilizada. A su vez, la cepa @& suismutante en
bmaCmostré una menor capacidad de adhesion a fibronectina inmovilizada y a las lineas celulares
epiteliales HeLa y A549 (linea epitelial pulmonar lan@). Al realizar infecciones a células HelLa
co-inoculando las cepas mutante y silvestre, la mutante fue desplazada por la silvestre. Se
determiné que anticuerpos anti-BmacC asi contifdmonectina son capaces de inhibir la adhesion
deBrucellaa células HelLa. Por inmunofluorescencia se pudo determinar que la proteina se localiza
unipolarmente. Se propuso que 8hmediaria la adhesién 8e suisa la fibronectina, tanto para
adherirse a la matriz extracelular comtagocitos no profesionales (262).

Varios andlisis han revelado una importante similitud entre los genomas de las distintas
especies d8rucella (11, 263). Se ha propuesto que lasréifigias en la patogenicidad, tropismo
de tejido y preferencias de hospedador podrian ser la consecuencia de inactivacion en ciertas
especies de algunos genes codificantes de componentes de la superficie bacteriana, como resultado
del proceso de adaptacion a una determinesizecie animal como hospedador (38). Estos
mecanismos de adaptacion especie especificasidanpropuestos para otros patégenos, como
Yersinia(264) yBordetella(265). Es importante mencionar que tanto BmaC como OmaA poseen
ortélogos en varias especiesBleicella, pero no en todas. En el caso de OmaA existen ortélogos
con una alta identidad (mayor al 95%) Bncanis, B. microty en algunas cepas d& abortus
(S19) yB. melitensig16M). En cambio, los ortélogos de otras cepaB.dgbortus B. melitensiy
B. ovispresentan una identidad mucho menor (abledelel 41-42%), incluso algunos de estos
genes podrian codificar proteinas no funciesalEn cuanto a BmaC, pueden identificarse
ortélogos funcionalesn B. microti, B. ovis, B. abortus, B. pinnipedai8. microti. En cambio,
los ortdlogos e. canisy B. melitensiserian inactivos.

Con el objetivo de identificar nuevos factores involucrados en la interaccion inicial de
Brucella suiscon el hospedador se realiz6 una busquediaformatica en el genoma de la cepa
1330 de todas las posibles proteinas que expresen algin dominio asociado a adhesinas. Se
obtuvieron 11 candidatas, incluido el autosfortador monomérico Bma®e las 10 proteinas
restantes, otras dos pertenecian a los ATohfmeéricos), uno de los cuales corresponde a OmaA.
Por otro lado, diversos estudios informaticos @exciones |.2. y Il.1. de Resultados) demostraron
que dos de las posibles adhesinas perteneceriafamila de los autotransportadores triméricos.

En el marco de esta tesis se han caracterizaderfoques genéticos y moleculares los dos AT Il y

un tercer candidato cercano filogenéticamente.
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Hipotesis

Las especies comprendidas dentro del géridracella son patdgenos intracelulares
facultativos. Ademas de invadir fagtms profesionales como macréfag@sucella es capaz de
persistir en otros tipos celulares como células epiteliales, fibroblastos, osteoblastos, sinoviocitos,
entre otros tipos celulares (118-120, 266, 267)a Pa invasion y proliferacion intracelular, es
crucial la adhesion inicial de la bacteria auaesficie de la célula. Trabajos previos demostraron
gue Brucella es capaz de unirse a células de origen epitelial y a componentes de la ECM,
particularmente a fibronectina, aunque tamtaéoolageno y vitronectina (253). Al momento de
iniciar este trabajo de tesis, con excepcion de SP41 (208), se desconocian los factores bacterianos
involucrados en la adhesion @sucella a componentes de la ECM o células del hospedador.

Nuestro grupo de trabajo se propuso identificar y caracterizar estos factores.

La hipotesis general del proyecto es que dabacterias pertenecientes a especies del
géneroBrucella expresarian multiples moléculas involucradas en la adhesién a las células del
hospedador y/o a su matriz extracelular. Aunas de las adhesira podrian tener roles
aditivos e incluso sinérgicos, mientras que @&s podrian tener roles complementarios. La
capacidad deBrucella de adherirse e invadir estas células podria ser clave en el tropismo a
ciertos tejidos y contribuir con la preferenca de hospedador de las distintas especies del

género.

Mediantephage displaydentificamos a BmaC, un autotransportador monomeérico de gran
tamafo que participa en la adhesién a célulasligpgtey a la ECM a través de su interaccién con
fibronectina (262). Por otra parte, en funcion diaminios proteicos asociados a adhesinas, se
realizé una busqueda en el genomaBdesuis1330 de genes que codifiquen posibles adhesinas.
Tres de las proteinas candidatas (BR_0072, BR_1846 y BR_0049) se agruparon juntas en un arbol
filogenético. Comprobamos qiBR_0072 y BR_1846 codificarian miembros de la familia de los
autotransportadores triméricos (secciones 1.2.ly He Resultados). Para nuestra sorpresa, la
tercer proteina (codificada por BR_0049) no saria adhesina, sino mashiuna proteina con
una funcion en la biogénesis de la membranarmxte Nos propusimos analizar el rol de estas

proteinas en la fisiologia de la bacteria y en la interaccién con el hospedador.
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Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue identificar y caracterizar factor8sudella suis

involucrados en la adhesién y/o &sion de las células del hospedador.
Objetivos especificos

e Evaluar el rol de BR_0072 y BR_1846 en laesgifin y/o invasion a células del hospedador a
través de enfoques genétidazutacionales y heter6logos)

o Determinar el rol de BR_0072 y BR_1846laradhesion a componentes de la ECM

e Caracterizar otras posibles funciomesBR_0072 y BR_1846 en la interacciénBlesuiscon
el hospedador

e Evaluar la posibilidad de un efecto aditivonésigico o complementario en determinada(s)
funcién(es) de BR_0072 y BRA 1846

e Analizar la expresioim vivode BR_0072 y BR_1846

e Estudiar la importancia de BR_00yBR_ 1846 en la virulencia d&ucellaspp.

e Analizar la localizacién celular de las proteinas codificadas por BR_0072 y BR_1846.

e Evaluar el rol de BR_0049 en la adhesion y/o invasion a células del hospedador

e Caracterizar los fenotipos asociados a las caracteristicas de la envoltura bacteriana de la

mutante defectiva en BR_0049
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Materiales y Métodos:

1. Cepas bacterianas y plasmidos.

Las cepas dEscherichia colly Brucellautilizadas en este trabajo, se detallan en la tabla 2.
En el caso de las cepas del gérignacella, a menos que se indique lo contrario se trata de cepas
de B. suis Debido al potencial patégeno de kespecies pertenecientes al génBracella el

trabajo realizado con estas cepas fuezedb en condiciones de bioseguridad.

Cepa Caracteristicas relevantes Origen o referencia

Escherichia coli

DH5a. F-p80dlacZAM15 ?(lacZYA-argF)U169 deoR, recAéndAl Invitrogen LT.

hsdR17(¢ m," phoA supE44. thi-1 gyrA96 relAl.
BL21 B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [malB+]KXSY Invitrogen LT.
S17 Cepa para conjugacion biparentaBesuis Dr. Luis lelpi
K12 (CC118) Cepa no adherente ni invasiv& deoli Dr. Luis lelpi
pBBR Cepaper seno adherente ni invasiva transformada con el Esta tesis
plasmido pBBR1MCS vacio.

pBBRmapA Cepaper seno adherente ni invas que expresa el gemapA Esta tesis
deB. suisclonado en el plasmido pBBR1MCS.

pBBRbtaE Cepaper seno adherente ni invag que expresa el gétaE Esta tesis
deB. suisclonado en el plasmido pBBR1MCS.

pBBRbtaF Cepaper seno adherente ni invas que expresa el gbmaF Esta tesis
deB. suisclonado en el plasmido pBBR1MCS.

pBBR GFP Cepa K12 transformada coplésmido pBBR1MCS y el Esta tesis

plasmido pHC60 el cual codifica payip expresada
constitutivamente (+ pHC60)

pBBRbtaEGFP  Cepa K1BtaEque expresa la proteina GFPpHCG60) Esta tesis

pBBRbtaF GFP  Cepa K1BtaF que expresa la proteina GFPpHC60) Esta tesis

BL21 pAcMapA Cepa BL21 + pAcMapA Esta tesis

BL21 pAcBtaE Cepa BL21 + pAcBtaE Esta tesis

BL21 pAcBtaF Cepa BL21 + pAcBtaF Esta tesis

Brucella

M1330 Cepa silvestre ATCC

AmapA Mutante por delecion del genapApor doble recombinacion Esta tesis
cromosomica

AmapAcomp Mutante por delecion del gerapAcomplementada (pBBRapA  Esta tesis

AbtaE Mutante por delecion del gétaE por doble recombinacion Esta tesis
cromosomica

AbtaEcomp Mutante por delecion del getaE complementada (pBBR&E) Esta tesis

AbtaF Mutante por delecion del gdmaF por doble recombinacion Esta tesis
cromosoOmica

AbtaF comp Mutante por delecion del getaF complementada (pBBR&F) Esta tesis

AbtaE AbtaF Doble mutante por deleciones de los gdrtagy btaF Esta tesis
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B. suisGFP
AbtaEGFP
AbtaF GFP
B. suispPdhS

B. suispAidB
AbtaEpPdhS
AbtaE pAidB
AbtaF pPdhS
AbtaF pAidB
B. abortuspPdhs

B. abortuspAidB

M1330 que expresa la proteina GFP (+ pGFP) Esta tesis
Cepa\btaE que expresa la peina GFP (+ pGFP) Esta tesis
Cepa\btaF que expresa la pmiha GFP (+ pGFP) Esta tesis
Cepa silvestre que ademas portsslérfide la proteina Esta tesis
fluorescente eGFP al mador de polo viejo, PdhS
Cepa silvestre que ademas porta $idiu de la proteina Esta tesis
fluorescente YFP al marcador de polo nuevo, AidB

Mutante en el gbiaE que ademas porta la fusién deptateina Esta tesis
fluorescente eGFP al madvr de polo viejo, PdhS

Mutante en el gebtaE que ademas porta la fusion deptateina Esta tesis
fluorescente eGFP al marcador de polo nuevo, AidB

Mutante en el gbtaF que ademas porta la fusién deptateina Esta tesis
fluorescente eGFP al mador de polo viejo, PdhS

Mutante en el gebtaF que ademas porta la fusion deptateina Esta tesis
fluorescente eGFP al marcador de polo nuevo, AidB

Cepa silvestre que ademas portssiarfude la proteina (42)
fluorescente eGFP al mador de polo viejo, PdhS

Cepa silvestre que ademas porta &diu de la proteina (42)

fluorescente YFP al marcador de polo nuevo, AidB

Tabla 2: Cepas bacterianas utilizadas

A continuacion se detallan todos los plasmidos utltizaen el transcurso de esta tesis (Tabla 3):

Plasmido

Caracteristicas relevantes

Origen o referencia

pPGEM-T Easy®
pK18mobsacB

pAmapA
pAbtaE
pAbtaF
pHC60
pGFP
pBBR1IMCS

pBBRmapA
pBBRbtaE
pBBRbtaF
pPET-22b(+)

pAcMapA
pET-28a(+)

pAcBtaE
pAcBtaF
pPdhS-eGFP

pAidB-YFP

AmpB. Vector de clonado

Kah Sac. Plasmido para obtencién de mutante8ercella
por delecién por dobleecombinacién cromosdmica.

Karf® Construcci6n parta delecién denapAen pK18mobsacB
Karf® Construccién parta delecion détaEen pK18mobsacB
Karf® Construccién parta delecién détaF en pK18mobsacB
Tek. Porta el geyfp bajo expresién constitutiva

Kaf. Porta el gemfp clonado en pBBR4 bajo el promotac.

CarR. Vector de clonado de nimero medio de copias, de amplio
rango de hospedador

Canf. Gen completanapAdeB. suisclonado en pBBR1MCs
Canf. Gen completdtaE deB. suisclonado en pBBR1MCs
Canf. Gen completdtaF deB. suisclonado en pBBR1MCs

Amp Vector de clonado de proteinas bajo promotor inducible
por IPTG, con fusién a HisTag en el C-terminal.

Amp? Porcién de MapA clonada en pET-22b(+)
Kaf. Vector de clonado de protefbajo promotor inducible
por IPTG, con fusién a HisTag en el N-terminal.

KaR. Porcion del dominio paao de BtaE clonada en pET-28a(+)
Kar¥. Porcion del dominio pajgao de BtaF clonada en pET-28a(+)

K&nCant* Porta el marcador de polo viejo PdhS fusionado a la
proteina fluorescente eGFP

Kark CanfPorta el marcador de polo nuevo AidB fusionado a la

proteina fluorescente YFP.

Promega Inc.
(268)

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
(269)

Lic. L. Bukata

(270)

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
Novagen

Esta tesis
Novagen

Esta tesis
Esta tesis
(41)

(42)

Tabla 3: Plasmidos utilizados
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2. Medios y condiciones de cultivo bacterianos

2.1 Medios de cultivo

E. coli fue cultivada en medio Luria-BertaniR), salvo en el caso de la preparacion de
electrocompetentes para lo cual se la cultivd en 2xBT;suisse cultivd en medidryptic Soy
Broth® (TSB, DIFCO). Para ambas especies las incubaciones duraron entre 12 a 24 horas, salvo
cuando indicado de otro modo y se realizar®Y%C con una agitacion de 200 revoluciones por
minuto (rpm). En el caso de medios sélidoadieiond 1,7% (p/v) de agar (Britania).

A continuacion se describe la composicion de los medios de cultivo LB y 2xYT, indicada
como gramos por litro de cada componente (Tabla 4):

Gr. por It de medio LB 2xYT Tabla 4. Composicion ddos medios de cultivo LB
Triptona 10 10 y 2xYT.
Extracto de Levaduta 5 10 Para cada compuesto se indican los gramos por
NacCl 5 5 litro.
Agar * 17 - *, Unicamente para medios sélidos

2.2 Antibidticos

En caso de ser necesario se adicionaron distaritbiéticos a los medios de cultivo. En la

para cada especie.

tabla 5 se encuentra el listado de antibiétidilizados junto con las concentraciones empleadas

Antibiético Stock Concentracion final (pg/ml
Concentracion (mg/ml Solvente E. coli B. suis
Acido Nalidixico 20 Agua - 10
Ampicilina 200 Agua 400 10
Cloranfenicol 25 Etanol, metarjol 50 6
Kanamicina 50 Agua 50 25
Tetraciclina 5 Etanol 10 -

Tabla 5: Concentraciones de los antibiéticos utilizados.

2.3 Conservacion de las cepas
La conservacion a largo plazo de las celpasterianas fue reahda por congelamiento
rapido de una suspension de bacterias cultivadateeio sélido (bajo predin de seleccion cuando

corresponda) en glicerol estéril a una concentrd@@hde 20% (v/v) en criotubos conservados a
-20°y -80°C.
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3. Aislamiento, purificacién y manipulacion de ADN

3.1 Procedimientos generales

Los protocolos utilizados para las gdstiones con enzimas de restriccion,
desfosforilaciones del ADN, rellenado de los extremos 5', electroforesis en gel de agarosa y
ligaciones se realizaron segun la metodologias descriptas en el nidaleauiar Cloning (271).

Para la recuperacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa y PCR se
emplearon los sistemadizard SV Gely PCR Cleanup Systefffromega Inc. Cat N° #A9282).
Tanto las enzimas de restriccidon, polimeridacilisozima, ADNasa, ARNasa y algunos de los
marcadores de peso molecular fueron proviptmsNew England Biolabs (Beverly, MA, USA),
Promega Inc o Invitrogen Life Technologies (La Ja&, USA). En algunos casos el marcador de
peso molecular, Tag ADN polimerasa y Pfu polimerasa fueron provistos por el servicio de Biologia

Molecular de la Fundacion Instituto Leloir (FIL)

3.2 Preparaciéon de ADN cromosémico dBrucella
Para purificar el ADN cromosoémico @ucellase empleo el siguiente protocolo:
1) Se cultivaron las bacterias por 3 dias con los antibi6ticos adecuados.
2) 25 ml de TSB se inocularon con 0.25 ml del pre-cultivo estacionario.
3) Cuando se alcanz6 una R&0.6 las bacterias fueron cosadhs por centrifugacion (8.000 rpm
5 min a 4°C)
4) Las bacterias se lavaron 2 veces con 5ml de TE20 0.1% sarcosil y luego dos veces con 5 ml
TE20. En cada paso de lavado las células se centrifugaron por 5 min a 8.000 rpm.
5) El sobrenadante (SN) se descarté y las@glse resuspendieron en 1 ml TE sacarosa 25%
6) Se agregaron 30 pl de lisozima (50 mg/mi#00 pl de EDTA (0.25 M) y se mezclé por
inversion. Esta preparaciéon se incub6 por 10 min a 37°C.
7) Luego se agregaron 2 ml deGHmilliQ, 200 pl de SDS 10%.
8) Se agregaron 50 ul de RNasa (10 niig/se mezcld e incubd por 15 min a 37°C.
9) Luego de agregar 50 ul de proteinasa K (10 mg/ml) la mezcla se incubé por 5 min a 37°C.
10) La preparacion fue sometida a una extracagnun volumen de fenol: cloroformo (aprox. 4
ml) y centrifugada a 5.000 rpm por 15 min a 4°C. La fase superior (acuosa) se transferirio a un
tubo limpio. Este procedimiento se repetié hasta obtener una interfase limpia.
11) Se realizé una extraccién con igual volurdercloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
12) Se agrego acetato de potasio pH 4.8 (0.3 M final) y 2 volimenes de etanol absoluto y se mezclo
por inversion.

13) Se centrifugb a maxima velocidad 10 min padletse lavé con 500 pl de etanol 70%.
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14) El etanol se descartd y se dejo secar al aire.
15) ElI ADN se resuspendio en buffer TE.

Buffers:
TE20: 50 mM Tris pH 8, 20 mM EDTA, 1M NaCl
TE: 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA

3.3 Preparacion de ADN plasmidico d&. coli.

Las preparaciones de ADN plasmidico a partirEdecoli se realizaron siguiendo las
recomendaciones del libravtblecular Cloning (271). El protocolo se describe brevemente a
continuacion:

1) Se cultivaron las bacterias en medio LB kmnantibiéticos adecuados, hasta obtener un cultivo
en fase estacionaria (ON a 37°C).

2) Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion (5.000 rpm, 5 min).

3) Las células fueron resuspendidas en solucién P1.

4) Luego de agregar solucion P2 y RNasamkzcla se incubdé por 15 min a la temperatura
adecuada para la RNasa utilizada.

5) Se agregd la solucién P3y luego se centrifugd (15 min a 14.000 rpm).

6) La preparacion fue sometida a una extraccion de ADN con un volumen de cloroformo y
centrifugada a 5.000 rpm 15 min a 4°C. La fasperior (acuosa) fue transferida a un tubo
limpio.

7) Se agreg6 etanol absoluto y se incubo6 el tubo 25 min a -20°C.

8) Se centrifugd la muestra (30 min a 14.90®), y luego de descartar el SN se lavpadletcon
500 pul de etanol 70%.

9) Se resuspendié el ADN en 20 o en 50 padea milliQ, segun correspondiera a plasmidos de

bajo o alto nimero de copias.

Soluciones empleadas:
P1: Tris-HCI 50 mM; EDTA 10 mM pH=8,0
P2: NaOH 200 mM; SDS 1%
P3: Acetato de sodio 2,55 M, pH=4,8

En los casos en que se requiri6 de plasmidos de alta calidad por ejemplo para

secuenciacioén, se utilizé el kitizard® SV Gel and PCR Cleanup systéRromega, Cat #A9282).
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3.4 Secuenciacion del ADN
Las muestras se secuenciaron utilizando elBkgDye (Applied Biosystems) en un
secuenciador ABI 377, por el servicio de secuenciaédla FIL. Para el andlisis de las secuencias

se utilizé el programa Chmaas Lite version 2.01.

3.5 Geles de agarosa

La separacion de plasmidos o fragmentos obtenidos por extraccion de ADN plasmidico,
restriccion, PCR¢olonyPCR y RT-PCR fue realizada mediaatectroforesis en geles de agarosa,
generalmente entre 0.8 y 1.2% (p/v); conteniendo 1-2 pg/ml de Bromuro de Etidio. El perfil de

bandas fue fotografiado en un sistema digital de adquisicion de imagenes Bio-Rad.

4. Transformacién genética bacteriana

4.1 Preparacion dek. coli competentes porshock térmico y transformacion

Para la obtencion de célulasklecoli competentes pahocktérmico se utilizo el siguiente
protocolo:

1) Se cultivaron las bacterias en 5 ml de LB ON con agitacion, a 37°C.

2) 50 ml de LB fueron inoculados conpee-cultivo y cultivados con agitacion a 37°C.

3) Cuando se alcanzé una RE0.5-0.6 las bacterias fueramansvasadas a mamaderas de
centrifuga (estériles). A partir de este paso dtisco mantener las células en hielo todo el
tiempo.

4) Las células se centrifugaron a 5.000 rpm durambtén a 4°C en un rotor previamente enfriado.

5) Luego de descartar el SN, se resuspendjiekgt en 25 ml de Ca@l0.1M estéril frio, y la
suspension fue incubada 20 min en hielo.

6) Las células fueron centrifugadas a 5.000 rpm durante 5 min a 4°C sin freno.

7) Luego de descartar el SN se resuspendieron suavemente las células en 2 m} @elKacCl
estéril frio.

8) Se agregaron 2 ml de glicerol 30% estéldisacélulas y se alicuotaron de a 200 pl. Las alicuotas

se conservaron a -80°C.

El protocolo utilizado para la transformacién phocktérmico fue el siguiente:

1) Los tubos de competentes guardados a -80°C se incubaron en hielo 10 a 15 min.
2) Luego se afiadi6é el ADN y se incub6 la mezcla 1 h en hielo.

3) La mezcla fue incubada durante 90 seg. en bafio a 42°C.

4) Luego se agregd 1 ml de LB estéril y se agit6é vigorosamente.

5) La mezcla fue incubada 1 h a 37°C con agitacion.
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6) Se centrifugaron las células 2-3 min y luego se descart6 la mayor parte del SN (se dejaron
aproximadamente 100 pul para resuspendeeléd)

7) Elpelletfue resuspendido en el resto del SN y luego fue plaqueado en medio selectivo.

4.2 Preparacion dek. coli electrocompetentes de alta eficiencia y transformacion

Para obtener células electrocompetenses,utilizé un protocolo previamente puesto a
punto con el fin de obtener electrocompetendes alta eficiencia (272). Este se describe
brevemente, a continuacion:

1) Se inocularon 25 ml de LB con bacterias pnismetes de cultivos en medios semi-sélidos y se
cultivaron ON a 37°C con agitacion.

2) 500 ml de 2xYT se inocularon con 5 ml del cultivo ON.

3) Cuando se alcanzé una RRE0.5-0.6 se transvad el cwiti a mamaderas de centrifuga
(estériles) previamente enfriadas, y se incubaromielo durante 30 minutos. A partir de este
paso fue critico mantener las células todo el tiempo en hielo.

4) Las células fueron centrifugadas a 4.000g durante 20 min a 4°C utilizando un rotor previamente
enfriado.

5) Luego de descartar el SN, las células fueron suavemente resuspendidas en 500 ml de glicerol
10% frio e incubadas por 30 min en hielo.

6) Se repitieron los pasos 4y 5, 2 veces (&l $& realizaron tres lavados en glicerol 10%).

7) Se estimé el volumen detllety se lo resuspendié en un volumen de glicerol 10% frio.

8) Las células fueron inmediatamente fraccionadas de a 50 pl en tubos previamente enfriados.

9) Rapidamente se congelaron los tubos y se los conservo a -80°C.

Para la electroporacion se emple6 para aalgade 50 pl de células electrocompetentes, 1-
2 ul de ADN (entre 1y 10 ug, disuelto en agua milliQ) y se utilizaron cubetas de 2 mm (Bio-Rad).
El electroporador utilizado fu&ene Pulser Transfection SystéBio Rad). Las condiciones de

electroporacion par. colifueron las siguientes:

Capacitancia 25uF
Voltaje 2.5kV
Resistencia 200

Luego de la electroporacion, se incubaron ldglag por 1 hora a 37°C en medio rico con

agitacion y finalmente se plaquearon en medio selectivo.

4.3 Preparacion deB. suis electrocompetentes y transformacién
Las cepas electrocompetentesBdesuis se prepararon a partir de placas crecidas por 24 h,

del modo que se describe a continuacion:
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1) Las bacterias fueron cultivadas en medio sélido ON a 37°C.

2) Las células fueron tomadas con un ansa y luegotiuresuspendidas en agua milliQ estéril fria.
A partir de este paso fue critico mantener las células en frio.

3) Se lavaron las células 5 veces con agua estéril fria.

4) Las células fueron resuspendidas en@d@® HO milliQ estéril fria.

No es conveniente conservar estas competeydegiie se obtienen mayores eficiencias si
se utilizan en el momento. Para la transformacion se tomarorul186 la suspension y se
mezclaron con 2-f.ul (10-50 ug) de ADN. Luego se realizé kElectroporacion utilizando cubetas
BioRad de 2 mm de espesor y el mismo electroporador que en el dasodalelLas condiciones

de electroporacion pak suisfueron las siguientes:

Capacitancia 25uF
Voltaje 2.5kV
Resistencia 400

Luego de la electroporacién, se incubaron ldsla por 1 hora a 37°C en medio rico con

agitacion, y finalmente se plaguearon en medio selectivo.

4.4 Conjugacion biparental en placa
Se utilizé la conjugacion biparental paransferir plasmidogonjugables desde cepas
dadoras (movilizadoras) de coliS17a cepas receptoraB.(suig. Para ello:
1) Las cepas dadora y receptora fueron cultiv@tds 37°C con agitacion (cada una por separado,
con los antibiéticos necesarios para cada cepa).
2) Se lavaron las células 3 veces (para lavar posibles restos de antibioticos) con PBS estéril.
3) Cadgpelletfue resuspendido en 40-80 ul de PBS estéril.
4) Sobre una placa TSB (sin antibioticos) se serabm®do de control una pequefia estria de cada
cepa.
5) Se mezclé el resto de las células de ambas cepas y se sembré la mezcla en una placa de TSB sin
antibioticos.
6) Se cultivaron las bacterias ON a 37°C.
7) Se realizé una replica a una placa con los idtittbs necesarios para seleccionar las bacterias

transconjugantes.

5. Analisis de las secuenciasucleotidicas y aminoacidicas
Las secuencias d& suisse obtuvieron del sitio web de TIGRhg Institute for Genomic

Researchhttp://www.tigr.org). Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas fueron almacenadas
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y analizadas utilizando el programa Vector NTh{frogen Life Technologies). La comparacién de
las secuencias publicadas He suis1330 con las secuenciadas obtenidas se realizé utilizando
BLAST. Los alineamientos de secuencias fuerealizados utilizando los programas ClustalW
(273) y EMBOSS Needle (274). Este ultimo pwoga fue utilizado para el alineamiento de
secuencias de a pares para los cuales se calcldamporcentajes de similitud y de identidad (entre
las mismas).

La busqueda de dominios de los genes a estsdirealiz6 utilizando Pfam (275), BLAST
(276) y daTAA (251). Este ultimo es especificagpautotransportadores triméricos. La basqueda
de genes homoélogos se realigizando BLAST y KEGG (277).

La identificacion de secuencia sefial para la secrecion de las proteinas via maquinaria Sec
fue realizada con SignalP 3.0 (278). Las mreidnes de secuencia sefial por la via TAT fueron
realizadas con la aplicaciéon PRED-TAT (279).

Las predicciones de localizacion sub-celular de una determinada proteina se realizaron
utilizando diferentes aplicaciones: Gneg-PLdereglicting Gram-negative bacteria protein
subcellular location(280)), MetaLocGramN Method for subcellular localization prediction of
Gram-negative proteing281)), SOSUI-GramN High performance prediction for sub-cellular
localization of proteins in Gram-negative bacterig282)), CELLO v.2.5 qubCELlular
LOcalization predicto283)) y PSORTbSubcellular Localization Prediction To(284)).

Las busquedas de segmentos transmembrana en secuencias proteicas se realizaron con las
siguientes aplicaciones: TMHMM Server v. 2.@rddiction of transmembrane helices in
proteing285)), TMPred Prediction of TransmembranRegions and Orientatiori286)), DAS
(Transmembrane prediction server (287)) y SACS MEMSAmarismembrane Prediction Page
(288)).

6. Amplificacién de secuencias mediante PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
Todas las amplificaciones fueron realizadasnégrotubos de pared delgada de 0.2 ml.

6.1 Oligonucledtidos
Los oligonucleétidos utilizados tanto para PCR cawmlonyPCR se encuentran detallados en la
tabla 6. Estos fueron provistos por Invitrogen Life Technologies y por Integrated DNA
Technologies (Coralville, IA, USA).
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Oligonucle 6tidd Secuencia (de 5’a 3")* E.R.
KoMapA_F1 | GCGAATTOCTCCGAGCAGATGCGCGTCG EcoR|
KoMapA_R1 | CGGGATCGCCTGCGGCTGGTCATCAGC BamH|
KoMapA_F2 | CGGGATCTATGAGCGGCCATTACGGC BamHlI
KoMapA_R2 | CGTCTAGA GATCCTTCAGGCTGACGACA Xbal
KoBtaE_F1 CGGGATCBTCGAGTGAGGCAAGAGTC BamH]I
KoBtaE_R1 GGCTGCAGATGAGATATAATCTCTTAT Pstl
KoBtaE_F2 CGCTGCAGGGAGCATAATCCGACCGCAGC Pstl
KoBtaE_R2 GCGCATGGTCACACACCAATGTCCAGT Sphl
KoBtaF_R1 CGCTGCAGTCCGCCTTCGCAGCGTCG Pstl
KoBtaF_F1 GGGCATGCGTTCTGGACAGGCGTAGCTG Sphl
KoBtaF_R2 CGGGATCBCCCAGACATCGCCGCCGC BamH
KoBtaF_F2 GCCTGCAGATGGCATAATATGCACCCG Pstl
RtMapA_F ATGAAGGGCGATGAAATCAC

RtMapA_R GGCTTGAACGTATTGGCAAG

RtBtaF_L TGCAAGGTCAGATCAACAGC

RtBtaF_R ACCTTTAAAGCCGCCAACAC

MapA_F AGCTCGAGSCAATATCCAGCCCTTCTATGAAT Xhol
MapA_R CTACTAGTAATTAAGGAATCGGGCCAAAGCAGGC Spel
BtaE_F AGCTCGABTGCCTGTTACCATGCGCCGCAGCG Xhol
BtaE_R CTACTAGIGTCGGATTATGCTCCAAGACTGATCT Spel
BtaF_F CTGGTAC@AGCGCTGGTGCAGAAGGTGATAGAC Kpnl
BtaF_R CTGAGCTCAATGCCCGCATGTGACGTTGCAAT Sacl
MapA_Int TCGGCGGTCAGCGACTGGACG

BtaE_Int ATCGAACCTTGCTCCTTGCT

BtaF_Int TTGCAAGGTCAGATCAACAGCG

AcF_MapA TTCATATGTTGGCATCCGACAAG Ndel
AcR_MapA TTGTCGAATCGGTCTTCGATCC Sall
AcF_BtaE ATCATATGCTGCATGATATTGAAAGTGGC Ndel
AcR_BtaE CTGTCGAQCACGCTTCACCAAGCG Sall
AcF_BtaF CCCATATETAATTAGTGAAAATAGGCAAG Ndel
AcR_BtaF CAGTCGACTCCGGCACGTGCCTC Sall

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados.

* Se subraya la porcion de los oligonucleétidos que corresponden a secuencias reconocidas por enzimas de

restriccion. En los casos en que se incluyé un sitio de reconocimiento para una enzima de restricciériadarcer

columna se indica el nombre de la misma.

6.2 PCR desde ADN gendmico d&. suis

En las reacciones de PCR en las que se empleé como molde ADN gendéBicsuidela

composicion de la mezcla de reaccion, por tubo, fue la siguiente:
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Buffer Taq 10X libre de Mg 5ul

MgCI2 (50mM) *

dNTPs(40mM) 1ul

Primer Forward* (10 pM) 2,5 ul
PrimerReverse{10 uM) 2,5ul
Taqg/KODpolimerasa 0,hl

ADN molde 1-5ul

H20 (milliQ) Cant. suf. para llevar a volumen

Dul
*Variaron de acuerdo a la reaccion.

6.3 Colony-PCR

Tanto en el caso deolonyPCR a partir de ADN d&. coli o Brucella se emple6 como molde

ADN total proveniente de colonias bacterianas lisésiaspurificar). Para obtener estos lisados los

pasos fueron los siguientes:

1) Se picé la colonia de interés con un escarbadientes estéril

2) Las bacterias de la punta del escarbadientes fueron resuspendidas en 5@urhdiEHestéril.

3) Se incubaron las bacterias durante 5 min a 98°C. En el c&uala las bacterias fueron

congeladas para favorecer la ruptura celular.

4) Se centrifugaron las células a maxima velocidad 20 min.

Se utilizaron 2 a 5 pl del sobrenadante conwdde para reacciones de PCR realizadas con

las mismas proporciones descriptas en el punto anterior (6.2) pero con un volumen final de

reaccion de 25 pl.

7. Aislamiento de ARN deBrucella, sintesis de ADNc y RT-PCR

7.1 Aislamiento de ARN deBrucella

Para el aislamiento de ARN drucella se utilizé el kit de llustraRNAspinmini (GE,

Cat.N 25-0050-70). Sin embargo no se sigui6 el protocolo exacto del kit, sino que se realizaron

algunas modificaciones que mejoran la extraccion en este género bacteriano que se detallan a

continuacion:

Homogenizacion de la muestra vy lisis celular:

1) 1 ml del cultivo de bacterias fue centrifugado a 5.000 rpm durante 5 min.

2) El pellet fue resuspendido en una solucién compuesta por 85 pl de buffer TE, 15 ul de
SDS10% y 1 ul de proteinasa K (10 pg/ml) e incubado por 1 h a 37°C.

3) Se agregaron 250 ul de buffer RA1 (provisto en el kit) y 3.5 |gimdercaptoetanol. La

mezcla fue luego vortexeada vigorosamente.
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o Limpieza del lisado y retencién en columna:
4) El lisado fue transvasado a un tukidaspinmini filter y centrifugado a 11.000 x g, 1 min.
5) Luego de descartar el filtro se transfiriditiddo a un tubo nuevo al cual se le adicionaron
350 ul de etanol 70%.
6) Se dispuso el lisado en uURBIAspinmini columny se lo centrifugd a 8.000 x g, por 30 seg.

Luego se descarto el eluido.

e Lavados:
7) Se agregaron a la columna 350 pl deBWDse la centrifugé a 11.000 x g durante 1 min.
Luego se descarto el eluido.

e Elucion:
8) Se agregaron 40 ul de agua DEPC vy seifggrla columna a 11.000 x g 1 min. El eluido

contuvo el ARN.

Luego, se corrio una alicuota en gel 0.8% agmrpara visualizar la muestra (previamente

calentada a 60°C durante 5 minutos).

7.2 Degradacion de ADN genomico
Para la degradacion de ADN gendémico se utilizé el kit RQ1 RNase-Free DNase de
Promega. El protocolo se describe brevemente a continuacion:
1) A1 ug de RNA se le agregaron 1 pl de RNasa-free DNasa RQ#leIRNasa-free DNasa 10X
Reaction Buffer, 0.5 pl de inhibidor de RNasa y agua DEPC hasta llegar a 10 pl finales.
2) Se incubd la mezcla durante 3 hs a 37°C.
3) Luego se agrego 1 pl de RQ1 DNase stop solytemincubo la mezcla a 65°C durante 10 min

para terminar de inactivar la DNasa.

7.3 Sintesis de ADNc
Para la sintesis de ADNc a partir dARN previamente obtenido, se utilizé6 la
retrotranscriptasa viral M-MLV RT de Promega. Para ello:
1) 1 pg de ARN fue tratado con ADNasa. Se agregaron 0.5 pgndem hexamergrandom
primers.
2) Se incubd a 70°C durante 5 min y luego se llevé inmediatamente.a hielo
3) Se realizé uspinpara que el liquido baje al fondo del tubo.
4) Se agregaron 5 pl de M-MLV 5x buffef0 mM dNTPs, 25 unidades de RNaseOUT, 200
unidades de M-MLV RT y se agreg6 agua libre de ARNasas hasta 25 pl finales.
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5) Se incubd a 42°C durante 1h.

Controles: idem pero sin M-MLV RT; y también idem pero sin ARN como molde.

7.4 RT-PCR
Para la RT-PCR se utilizé 0.5-1 pl de ADBlzmo molde y se siguié un protocolo de PCR
utilizando los oligonucledétidos correspondientess bbigonucleétidos se encuentran detallados en

la tabla 13. La composicion de la mezcla de cada tubo fue la siguiente:

cDNA 0.5-1pl

oligo Fwd 10 uM 1 ul

oligo Rev 10 uM 1l

Buffer 10X 0.25ul

MgCl, 50 mM 0.5 pl

dNTPs10mM 0.5ul

H,0 (milliQ) Cant. suf. para llevar a volumen
25 pl

Ciclo:

1) 94°C 4 min

2) 94°C 30 seg
3) 57°C 30 seg
4) 72°C 20 seg
Repetir pasos 2 a 4 un total de 33 veces
5) 72°C 7 min

Visualizacién: 4 ul en gel agarosa 1.5%

8. Obtencion de fracciones subcelulares
8.1 Obtencién de membranas totales dBrucella seguida de un fuerte proceso de
desnaturalizacion
Los protocolos que se utilizan en otras espdodeterianas para obtener por separado la
membrana externa e interna, no funcionaBercella (por sus caracteristicas estructurales). No se
conocen protocolos que permitan sepdsamembrana interna de la externa Bricella A
continuacién se detalla la obtenciéon de membranas totales a las que luego se las sometié a un fuerte
proceso de desnaturalizacién y posterior analisis por SDS-PABEstern blatEstos protocolos
son una adaptacién de otros previamente descriptos (289):
1) Se cultivaron las bacterias hasta alcanzar lgf2@seada.
2) Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion (7.000 rpm 10 min).
3) Las bacterias fueron resuspendidas en 1 ml de Tris HCI 20 mM pH8, PMSF 1 mM.
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4) Se rompieron las células utilizando un PreCellys (Bertin Technologies), para lo cual se
realizaron tres sesiones a maxima potencia, de 30 seg cada una. Entre cada ronda se incubaron
las bacterias en hielo. A partir de pdige critico mantener las muestras en frio.

5) Las células se centrifugaron a 7.000 rpm durante 10 min a 4°C.

6) Luego de pasar el SN a un tubo nuevo, se agregé 1 ml de Tris HCI 20 mM, PMSF 1 mM.

7) La mezcla se ultracentrifugd a 45.000 rpm digraima hora y media, a 4°C, en un rotor
previamente enfriado. EI SN correspondi@s proteinas citoplasmaticas solubles, pedleta

las membranas totales.

A continuacién se detalla el fuerte proceso de desnaturalizacion, durante el cual ya no fue

necesario mantener las muestras en frio.

8) Se resuspendid pklleten 1.2 ml de Hepes 20mM, 1% sarcosil y se incubé por 30 min a temp
amb.

9) La mezcla se ultracentrifugd a 45.000 rpm digrdnz hs a 4°C. Luego se descartd el SN.

10) Elpelletfue resuspendido en 600 ul de Hepes 20 mM.

11) Luego de agregar 1.4 ml de &cido formseoincub6 la mezcla ON a temperatura ambiente
(protegida de la luz).

12) Se agregaron 1-9 ml de®y se transvaso la mezcla a un tubo corex de vidrio.

13) La muestra fue liofilizada.

14) El liofilizado fue resuspendido eracking buffer

Las muestras resuspendidas @acking bufferse conservaron a -20°C. Antes de realizar la

electroforesis, se calent6 la muestra a 99°C 5 min.

En los casos en que se obtuvieron las proteinas totales, se siguié el mismo protocolo hasta

el punto 5, en el cual se tomé al produiéda centrifugacion como proteinas totales.

8.2 Obtencion de fracciones sub-celulares de coli

Con el fin de separar las fracciones subcelularés deli el protocolo utilizado fue el siguiente:

1) Las bacterias fueron cultivadas hasta alcanzar lg.€seada.

2) Las células fueron cosechadas por centrifugacién (12.000 rpm 15 min, a temperatura ambiente).

3) Se resuspendieron las células en 4 ml de Tris HCI 20 mM pH8, PMSF 1 mM.

4) Se rompieron las bacterias utilizando un PreGéBertin Technologies). Para ello se realizaron
tres sesiones de ruptura a maxima potenci&0deeg cada una. Entre cada ronda se incubaron
las bacterias en hielo. A partir de ests@fue critico mantener las muestras en frio.

5) Se centrifugd la mezcla (5.000 rpm 15 min, a 4°C).
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6) Se transfirid el SN a un tubo nuevo y se lo centrifugo (12.000 rpm 15 min, a 49@)leEl
corresponde a los cuerpos de inclusionloSesuspendio con Tris HCI 20 mM pH8.

7) Se transfirié el SN a un tubo nuevo y seltoagentrifugd (45.000 rpm durante una hora, a 4°C).
El SN corresponde a las proteinas citoplasméaticas solublegejlatla membranas totales, las
cuales se resuspendieron en Tris HCl 20 mM.

Todas las fracciones se conservaron a -20°C.

9. Electroforesis de proteinas

9.1 Geles desnaturalizantes tradicionales

Las muestras fueron resuspendidadeifier de siembra (290) y calentadas a 99° C por 5
min. Luego fueron sometidas aelroforesis en gel discontinuo (290) de poliacrilamida 12% con

SDS (desnaturalizante), cuya compasicse describe a continuacion (Tabla 7):

Soluciéon Stock Gel corrida 12%tackingge
H2Oqq 1.65ml 0.78 ml
Tris HCI 1.5M pH 8.8 1.25 mi -
Tris HCI 0.25M pH 6.8 _ 1.25 ml Tabla 7. Composicion de geles discontinuos
Acrilamida:bisacrilamida* 2ml 0.425 ml desnaturalizantes de poliacrilamida.
SDS 20% 25 ul 12,5 pl * Acrilamida: bisacrilamida 30% (p/v)
TEMED 354 3ul (29.2:0.8)
APS 10% 50 pl 30 ul
Volumen final 5 ml 2,5 ml

Buffer de corrida 10X: 30.3 gr de Tris; 144 grglieina, 10 gr SDS. Llevar a 1 litro con agua

9.2 Geles desnaturalizantes con Tricina

Con el fin de resolver bien proteinaspguefio tamafio se realizaron electroforesis en gel
discontinuo con tricina y SDS (desnaturalizar(®91). Estos geles permiten obtener una mejor
resolucion de proteinas con peso molecular menor a 100 kbaff&ide siembra utilizado fue el
mismo que con los geles desnaturalizantes tradieiengn la tabla 8 se encuentra la composicion

de este tipo de geles.
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Solucién Stock Gel corrida 10%tackingge
H20 miliQ 1.115 ml 1.9ml
Tris HCI3 M pH 8.5 1.66 ml . Tabla 8. Composicion de geles
Tris HCl 0.4 M pH 75 _ 0.775 ml discontinuos desnaturalizantes de
Acrilamida:bisacrilamida* 1 ml 0.25 ml | poliacrilamida con Tricina.
Glicerol 0.66 ml - * Acrilamida: bisacrilamida 30% (p/v)
SDS 10% 50 pl 30 ul (29.2:0.8)
TEMED 254l 2 ul
APS 10% 25 pl 40 pl
Volumen final 5ml 2,5 ml

Buffer de corrida anédico 1 X: Tris-HCI 0.2 M pH 8.9
Buffer de corrida catodico 1 X: Tris 0.1 M; Tina 0.1M; SDS 0.1%.No es necesario ajustar el pH

9.3 Geles semi-nativos

La separacion de proteinas en geles semosmfue realizada basandose en protocolos
preexistentes (290). Brevemente arnasestras se les adiciono un volumenbdé&er de siembra
apropiado uffer 2X: Tris 20 mM pH8.0; EDTA 2 mM pH.0; sacarosa 40%; azul de bromofenol
0.02%). En el caso de muestrasdeoli se agregd 0.05% de SDS, y pBracella0.1%; luego se
las incubd durante unos minutos en hielo y se las sometio a electroforesis en gel discontinuo semi-
nativo, cuya composicion se describe etalda 9. Cabe destacar que nbefferde corrida ni el

gel contienen SDS. La electroforesis se llevo a cabda cuba inmersa en hielo, de modo que ésta

se desarrolle a baja temperatura.

Solucién Stock Gel corrida 10%tackingge
H2Oqd 242 ml 2.42 mi
Tris HCI 1.5M pH 8.8 1.5 ml - Tabla 9. Composicion de geles
Tris HCI 0.5M pH 6.8 - 1ml discontinuos semi-nativos de
Acrilamida:bisacrilamida* 2ml 0.5ml | poliacrilamida.
TEMED 3ul 3ul * Acrilamida: bisacrilamida (29:1)
APS 10% 75 l 75
Volumen final aprox. 6 ml 4 ml

Buffer de corrida 1X: 3 gr de Tris, 14.4 gr diciga. Llevar a 1 litro con agua. No hace falta

ajustar el pH; se recomienda preparar en el momento.
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10. Obtencion de anticuerpos policlonales

10.1 Obtenciodn de los péptidos inyectados.

Se generaron anticuerpos policlonales anti-Btati-BtaF y anti-MapA. En cada caso se
clond y purificé una porcién de la pedba de interés con la cual se inmunizaron ratones. En el caso
de los autotransportadores, se clonaron porcioregodgnio pasajero. En la tabla 10 se detallan
los oligonucléotidos utilizados para cada gémn,longitud del segmento clonado y el vector
utilizado. En el extremo 5°de cada uno de los olifmsvard se agregd la secuencia de
reconocimiento para la enzima de restriccién Nglellos bases extra al azar, en el 5°), mientras
gue al 5°de los oligosversese les adiciond la secuencia de reconocimiento de la enzima Sall (y
otras dos bases al azar, en el extremo 57). Esto permitid el clonado de los fragmentos amplificados
en plasmidos de la familia pET utilizando los sitie restriccion para las enzimas Ndel y Sall,
respetando el marco de lectura original deitsertos. De este modo se obtuvieron los plasmidos
pAcMapA, pAcBtaE y pAcBtaF. Lasonstrucciones se confirmaron painiprep seguida de
digestion y analisis del patrén obtenido y por PCR. Ademas por secuenciacion de cada

construccién se confirmé que las secuencias clonadas no tuvieran errores.

Gen Oligonucledtidos  |Region amplificada (pbb Vector | Plasmido obtenidp
mapA | AcF_MapA| AcR MapA 720 pPET22 b pAcMapA
btakE AcF_BtaE| AcR_BtaH 654 PET28 4 pAcBtaE
btaF AcF BtaF| AcR_BtaH 456 pET28 7 pAcBtaF

Tabla 10. Construcciones utizadas para generar péptidos utiliados en la obtenidn de anticuerpos.
Se detalla para cada gen, los oligonucleétidos utilizadpsara amplificar el fragmento de interés, el tamafio del
mismo, el vector en el que se lo clany finalmente el plasmido obtenido.

Con cada uno de los plasmidos obtenidos (pAcXXX) se transfarrodliBL21, se puso a
punto la concentracion de IPTG en la que ekigépde interés se sobrgeeso y se determind la
localizacién sub-celular de cada uno de los péptifascada caso se confirmé la identidad del
péptido mediantéNestern blotutilizando anticuerpos anti-HisTag ya que los péptidos tienen
fusionados dichdag. Luego se procedié a la purificaciéon de cada péptido y a la inoculacién de
ratones. La purificacion de los péptidos fue compleja ya que éstos formaron grandes agregados, lo
cual dificulté su separacion por tamafio. En el abdéptido derivado dgtaE, la purificacion se
realizé a partir de la fraccién correspondieat@roteinas citoplasmaticas solubles y se realiz6
mediante HPLC (Cromatografia liquida a alta jines El primer lugar se utilizé una columna de
Niquel (IMAC) y luego dos columnas que resueleenfuncion del tamafio: S-75 y S-200. En la
primer inoculacién de ratones se adiciond a la muestra adyuvante completo, mientras que en las

demas se utilizé adyuvante incompleto.
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En el caso de BtaF se trat6é de purificap@btido utilizando HPLC con columna de niquel;

sin embargo la unién del péptido a la columndumeficiente a pesar de tener en su extremo N-
terminal el HisTag. Es por eso que se utilizOmétodo alternativo, queonsistié en lavar los
cuerpos de inclusion y luego separar las pnateimediante SDS-PAGE. Para el lavado de los
cuerpos de inclusién el protocolo utilizado fue el siguiente:
1) Se resuspendié6 pelletcorrespondiente a la fraccion que contiene los cuerpos de inclusion en

buffercon Tritdbn X-100 0.5%, EDTA 10mM, 1 mM PMSF.
2) La muestra fue incubada durante 16 mtemperatura ambiente con agitacion.
3) La preparacion fue centrifugada (12.000 rpm durante 10 min).
4) El pelletfue resuspendido en agua centrifugadevamente (12.000 rpm durante 20 min).

5) El lavado con agua se repitiGaxtr2 veces (en total fueron 3 lavados).

De este modo se obtuvieron gtllet correspondiente a los cuerpos de inclusion mas
limpios y fracciones correspondientes a los lavd@ds corresponde al sobrenadante del punto 3,
mientras que los sobrenadantes obtenidos en los 3 lavados con agua se denominaron Snpl al Snp3).
Se tomaron las fracciones que contenian mayanitemte al péptido de interés que fueron los
sobrenadantes de los pasos de lavado (SN y 3n8alvo la fraccion SN que contenia una alta
concentracion de Triton X-100, se concentrarondesias sobrenadantes. Las fracciones fueron
sometidas a una separacion en SDS-PAGE en &eldEOcalles anchas. Luego el gel fue sometido
a un proceso derosslinking incubandolo 40 minutos en glutaraldehido 2%, se lo lavé con
abundante agua y se lo enjuagd ON. Al otro dia se tifié el gel y se lo volvié a enjuagar con
abundante kD, de modo de poder visualizar las bandadas proteinas y lavar posibles residuos
de acido aceético utilizado para destefir el gel.|Fieate, se corté en cada gel la banda de interés,
la cual fue liofilizada y conservada a -20°C. Biwo lado se estimd la concentracion del péptido en
la fraccion sometida a SDS-PAGE, corriendo una alicuota en un gel en el que se corrieron también
distintas concentraciones conocidas de BSAgbuetilizando el programa ImageJ y comparando
las intensidades de las bandas se estimé la cmaciém del péptido en la alicuota. Teniendo en
cuenta la concentracién y el volumen sembrado geleke estimd la masil péptido recuperada
en las bandas cortadas. Al momento de cadaliacién, la cantidad adecuada de liofilizado fue
resuspendida en PBS estéril, agregando gwifaer inoculaciéon adyuvante incompleto; dado el
caracter inmunégenico de la poliacrilamida de la propia muestra no fue necesario utilizar
adyuvante completo. En las demas inoculaciones no se agregd ningun adyuvante. El uso de
proteinas obtenidas como bandas a partir dess@&DS-PAGE es muy Gtil cuando, como ocurrio en

este caso, la purificacion de la proteina es compleja mediante otros métodos (292). Ademas, esta
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técnica aumenta la respuesta inmune, ya qumliacrilamida ayuda a retener el antigeno en el
animal, actuando como adyuvante (293).

Por dltimo, en el caso de MapA, el péptise purificé por HPLC a partir de proteinas
citoplasmaéticas solubles, utilizando una columnaideel y luego una columna S-75. Dado que la
separacion por tamafio no fue eficiente, se utilizénétodo similar al utilizado para purificar el
péptido derivado de BtaF. La fraccion obtenideglu de la separacién en la columna S-75 que
contenia mayoritariamente al péptido, fue stislaea SDS-PAGE en gel de calles anchas. De este
modo se separaron las proteinas, se cort6 la lweidgel que correspondia al péptido derivado de
MapA. Esta banda de gel fue liofilizada y utilizadel mismo modo que l@anda que contenia al
péptido derivado de BtaF, pdeinoculacion de ratones.

En todas las inoculaciones, los ratones utilizados fueron machos C57 de 6 semanas; en
cada inoculacion, se inyectaron 25 pg de antigeno. Para BtaE se utilizaron 10 ratones, mientras que
para las otras dos proteinas se utilizaron 5 ratones. El esquema de inmunizacion y la manipulacion
de los animales fueron llevados a cabo por pelsen@enado del bioterio de la FIL. Los
procedimientos realizados con animales dudievados a cabo de acuerdo a las regulaciones del
Instituto asi también como a las regulaciones uaeentales, de modo de provocarles el menor

sufrimiento posible.

10.2 Esquema de inmunizacion (por raton).

Se realizaron tres inmunizaciones de 0.2cada una (con un intervalo de nueve a doce
dias entre una y otra), la primera intraperittinedas siguientes subcutaneas. Quince dias después
de la tercer inoculacién se realiz6 el sangradd detdos ratones. Todas las extracciones de sangre
incluyendo una previa a la primer inoculacién patseener suero pre-inmune, se efectuaron con los

ratones anestesiados con ketamina y xilag@0amg/kg y 5-10 mg/kg respectivamente).

10.3 Obtencién del suero a partir de la sangre.

La sangre extraida de los ratones se incubo 1 h a 37°C y luego ON a 4°C para permitir la
formacion de coagulos. Luego se centrifugd a 3rp@® durante 10 min para separar los glébulos
rojos que no fueron incluidos en los codgulos y se transfirid el SN (que corresponde al suero) a
varios tubos limpios y estériles. La espedific del antisuero fue evaluada mediaiestern blat

Las alicuotas se conservaron a -20°C.
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11.Western blot
A continuacion se describe brevemente el protocolo utilizado pavédstern blat

1) Se transfirieron las proteinas previamentparadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida a una membrana PDM#y@rophobic polyvinylidene difluoridésE Healthcare).

2) Se bloqued6 la membrana incubandolaT&8 5% leche descremada (p/v), ON a 4°C con
agitacion.

3) Se incubd la membrana con el anticuerpingrio (dilucion adecua en TBS- leche 5%)
durante 2 hs, a temp ambiente con agitacion suave.

4) La membrana fue lavada 3 veces con TBS%. Tween (cada lavado tuvo una duracién de 5-10
min).

5) La membrana se incubd con el anticuespaundario anti-ratdon conjugado a peroxidasa de
rabanito (1:30.000 en TBS- leche 5%; de Santa Cruz) durante 1 h, a temp ambiente con
agitacion suave.

6) La membrana fue lavada 2 veces con DB%% Tween (cada lavado tuvo una duracion de 5-
10 min)

7) La membrana fue lavada una vez corSTBI lavado tuvo una duracion de 5-10 min).

8) La membrana fue reveladan ECL Plus (Amersham).

Los antisueros fueron preadsorbidos. Pelia en el caso de muestras He coli se
utilizaron extractos dE. coli portando los vectores pET28 o pET22 vacios y en el caBwudella
se utilizaron extractos totales de la doble mutBnteuisAbtaEAbtaF o de la mutantenapA En el
caso de los anticuerpos anti-MapA, éstos dnepreadsorbidos utilizando al mismo tiempo

extractos totales de la mutamb@pAy deE. colitransformada con pET22 vacio.

12. Obtencion de mutantes eB. suisy sus respectivas cepas complementadas

12.1 Obtencion de las cepas mutantes

Con el fin de obtener mutantes por delecion de cada uno de los distintos genes, en cada
caso se amplificaron las regiones rio arriba gjalde los genes, utilizando oligonucledétidos
especificos. En la figura 11A se puede observar un esquema representativo (seccion I.1. de
Resultados). Para amplificar dichas regionegqjtéigaron oligos que tienen adicionado en su 5
secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion. La secuencia de restriccion del oligo
reversede la region rio arrib&epresentado en el esquema como KoGenX_R1) y loaehrd de
la regidn rio abajo (KoGenX_F2) es la misma, cartgn la enzima de refstcion que los reconoce

(BamHI en el caso deapA y Pstl en los casos dd#aE y btaF). Esto permitio ligar los dos
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fragmentos amplificados entre si, obteniendo un nuevo fragmento compuesto por las regiones rio
abajo y arriba de cada gen. Este fragmefute clonado en el vector pK18mobsacB (268),
utilizando las enzimas de restriccién adicionadaslg®moligos de los extremos (en el esquema:
KoGenX_F1 y KoGenX_R2), obteniendose los plasmidbsgpA, pAbtaEy pAbtaF. En todos

los casos se confirmd que la secuencia del inserfiresentara errores mediante secuenciagmn.
importante destacar que el origen de replicacién de estos plasmidos no es fun@onetksa En

la Tabla 11 se encuentra el detalle de los oligonucleétidos utilizados en cada caso para amplificar
las regiones rio arriba y abajo de cada ges,témanos de los productos amplificados y los

plasmidos obtenidos, con los cuales se generaron cada una de las mutantes.

Gen Region rio abajo Region rio arriba Plasmido
Oligonucle6tidos pb amplificadas Oligonucle 6tidos pb amplificadag obtenido
mapA | KoMapA_F1 KoMapA_R1 306 KoMapA_HR2 KoMapA_R2 391 AmapA
btaE | KoBtaE_F1| KoBtaE_R1 463 KoBtaE_H2 KoBtaE_R2 332 AbmE
btaF | KoBtaF F1| KoBtaF Rl 371 KoBtaF K2 KoBtaF R2 379 pAbtaF

Tabla 11. Detalles de la construccidon de los plasmislatilizados para la obtencion de mutantes por delecion

Para obtener las cepas mutantes pdasmidos fueron introducidos dh suis por
electroporacion o conjugacién biparental (empleando al cepa $.7cdé como dadora) y luego
se seleccionaron los eventos de simple recombinatiGromosoma, plaqueando las bacterias en
TA kanamicina (resistencia provista por el pldsmido). Los eventos de recombinacion fueron
confirmados porcolonyPCR. Luego, una colonia simple recombinante fue inoculada en medio
TSB (sin antibidtico) y cultisda 16 horas a 37°C. Se seleccionaron colonias dobles recombinantes
plaqueando en TSA sacarosa 10%. Se configué los clones resistentes a sacarosa fuesen
sensibles a kanamicina. Los clones dobles recombinantes se confirmamriopgPCR. Para
esto se utilizaron dos pares de oligos:
e Uno de los oligos utilizados en la obtenciéniaenutante junto con un oligo interno del gen.
En este caso se espera que ocurra amplificacion Unicamente en presencia del gen silvestre ya que el
oligo interno no puede aparearse engmes de una copia del gen delecionada.
e Los oligos F1 y R2 utilizados en la obtenciia la mutante. Con esta combinacion de oligos
la presencia del gen silvestre da lugar a la aogtifon de un producto de mayor longitud que en
el caso de la version delecionada.
El detalle de los oligonucledis utilizados para discernir si las colonias dobles recombinantes

eran cepas con el gen delecionado, o si tenigergtipo silvestre se encuentra en la Tabla 12.
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Gen Oligonucle 6tidos pb amplificadas Oligonucle6tidos pb amplificadas
Silvestre | Mutante Silvestre| Mutante
mapA |KoMapA_F1f MapA_Int 537 - KoMapA_Hl KoMapA_R2 5370 697
btakE KoBtaE_F1| BtaE_Int 780 - KoBtaE_H1l KoBtaE_R2 3066 794
btaF KoBtaF R2| BtaF Int 656 - KoBtaF F[L KoBtaF [R2 1618 750

Tabla 12. Oligonucleétidos utilizados para discernir entre dobles recombinantes con el gen delecionado o silvestre.
Para cada gen se indican los dos paree oligonucledétidos utilizados, y para ada par se detalla la cantidad de pb
amplificadas (pb amplificadas) ermpresencia de la version silvestre o delecionada (mutante) del gen.

Por otro lado, mediante RT-PCR (ver secci@h)&e pudo evaluar la transcripcidén de cada
uno de los gens. En la tabla 13 se indican lgpolicleétidos utilizados, y el tamafio esperado de

las regiones amplificadas.

Gen Oligonucleé6tidos | pb amplificadag Tabla 13. Oligonucledtidos utilizados para confirmar
mapA |RtMapA_F | RtMapA R 146 las mutaciones mediante RT-PCR.

btaE |AcF_BtaE | BtaE_lInt 224 En cada caso se indica la cantidad de pb
btaF |RtBtaF L | RtBtaF_R 134 amplificadas (pb amplificadas).

En el caso de la obtencién de la doble mutant#a@AbtaF) el procedimiento fue el
mismo que para las simples mutantes) la diferencia que en lugar partir de la cepa silvestre de

B. suis,la delecion dbtaF se generé partiendo de la mutantdo&re

12.2 Obtencion de las cepas complementadas

Se cloné cada uno de los genes junto cond@meflanqueante que se encuentra rio arriba
del gen en el plasmido pBBR1MCS (270). Estereplasmido de nimero medio de copias, con un
origen de replicacién funcional eBrucella En la tabla 14 se encuentra el detalle de los
oligonucleétidos utilizados, el tamafio de lgiém amplificada, y el plasmido obtenido en cada
caso. Asi, se obtuvieron los plasmidos pBBRA pBBRbtaEy pBBRbtaF. En todos los casos se
secuencio el inserto de modo de corroborar qusetaiencia fuese exactamente la misma que la

secuencia genoémica.

Gen Oligonucle étidos pb amplificadas| Plasmido
mapA | MapA F | MapA R 5284 pBBRapA

btaE BtaE_F BtaE_R 2839 pBBRaE

btaF BtaF F BtaF R 1645 pBBRbtaF

Tabla 14. Construccion de los plasmidos utilizass para obtener las ceps complementadas.
En cada caso se indican los oligonucledtidos utilizadds, cantidad de pb amplificacas (pb amplificadas) y el
plasmido obtenido.

Los plasmidos fueron introducidos en las distintas cepaB. daiis mutantes, por

conjugacion biparental (empleando la cepa S1Edeoli como dadora). Se seleccionaron los

clones deBrucellatransformadas plaqueando en medio T&&A acido nalidixico (seleccion e
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sui9 y cloranfenicol (resistencia provista por el plasmido). Lo esperado es que estos clones porten
tanto la version delecionada del gen (en el cromosoma) cogen sllvestre (en el plasmido). Para
confirmar esto, se realizéolonyPCR utilizando los mismos 2 pares de oligos utilizados para

confirmar las mutantes (Tabla 12).

13. Expresion heterdloga elk. coli

Se realizaron ensayos de expresion heteréloga similares a estudios realizados
previamente por otros autores en otras especiesriaaas (209). Esta estigia se basa en la
expresion de cada uno de los genefodea heteréloga en una cepaklecolique no es adherente
ni invasiva (CC118, derivada de la cepa K12yaRadlo se transformé esta cepa con los plasmidos
pBBRbtaE y pBBRbtaF. La primer estrategia para llevar a cabo esta transformacion fue la
electroporacion. Sin embargo por algin motivo que se desconoce, al preparar células
electrocompetentes de esta cepa, éstas mostraron un cambio en la capacidadndagy
swarminggue no se revertia luego de la electrogéracEntonces para transformar esta cepa se
decidié hacerlo poshocktérmico. De este modo se obtuvieron las cépasoli pBBRbtaEy E.
coli pBBRbtaF.

14. Analisis de la envoltura celular ddBrucella
14.1 Disociacion ytest de aglutinacién en acriflavina
Los cultivos deB. suiscultivadosin vitro pueden sufrir espontaneamente variaciones en
su morfologia en el antigeno O de su LPSliamte un proceso denominado disociacion (ver
seccion 2.2.a. de la Introduccién) (294). Para detectar si un cultivo sufrié disociaciéon existen
distintos protocolos, el utilizado en esta tesis es el que se describe a continuacién (294):
1) Se dispuso en un tubo transparente, @lardolucion de acriflavina 0.1% p/v.
2) Se pic6 una colonia 'y se emulsiond en la solucion de acriflavina.
3) Luego se observé el comportamiento de la suspension. Se ha descripto que las cepas lisas se
emulsionan facilmente y producen una susperfsidmogénea de células que se encuentran bajo
movimiento browniano. En cambio las cepas rugosas son dificiles de emulsionar y/o se

aglutinan inmediatamente.

En los analisis se incluyeron las cepas silvesti8.driisy deB.ovisa modo de controles de cepas

lisa y rugosa, respectivamente.
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14.2 Tolerancia a distintos compuestos

Se evalu6 la supervivencia dgrucella al incubarla con distintos compuestos. Los
compuestos analizados y las concentracidimedes utilizadas fueron: Tritdbn X-100 0.1%, SDS
0.1%, EDTA 200 pg/ml, DOC 0.1% y polimixina Bn el caso de la polimixina B se utilizaron
distintas concentraciones de modo de poder agingtna curva; estas concentraciones fueron: 0,
10, 50, 100 y 500 unidades/ml. El protocolo utiliagara evaluar las tolerancias fue el siguiente:
1) Se cultivaron las bacterias ON a 37°C, con agitacion.
2) Las células se cosecharon por centrifugaciéon (5.000 rpm 5 min) y se lavatnrifeofosfato.
3) Se realiz6 una dilucién de las bacterias en el mimnfferde modo de obtener 4 x>1@.f.c/ml.
4) Se agregaron a pocillos de una placa de€l (CELLSTAR®, Greiner Bio-one; Cat no 655
180) 100 ul de la suspension bacteriana y 100 ul de cada uno de los comphoieftrgabntrol).
5) Se incubo la placa sin agitacién a 37°C (durante 20 min en los casos del Triton X-100 y DOC, 1
h para EDTA y polimixina By 3 hs en el caso de EDTA).
6) Se realizaron diluciones seriadas en PBS esB&ritealiz6 un recuento en placa de la cantidad

de bacterias viables.

En el caso de la evaluacion de la toleramacf@limixina B, se incluyeron en el analisis a
E.coli y B. abortuscomo controles adicionales de cepasisible y resistente, respectivamente.
Cada cepa se evalué con cada compuesto por duplicado o triplicado. Los resultados se expresaron

como porcentaje de u.f.c sobrevivientes.

14.3. Hiperpermeabilidad
Para evaluar la posibilidad de que por algalt@racién en la superficie bacteriana, alguna
cepa se haya tornado hiperpermeable, se realizésay@de tolerancia a tizsima (295). Para ello:
1) Se cultivaron las bacterihasta llegar a la OD deseada.
2) Se tomaron 700 ul - 1 ml de cultivo, y se cosecharon las células por centrifugacién (5 min a
5.000 rpm).
3) Las células fueron resuspendidas en una solucion de lisozima 2 pg/ml en 0.05M de Tris
Clorhidrico (pH 8.0 a 22°C).
4) Rapidamente se dispuso la suspension @ncubeta y se midié la absorbancia cada 5 6 10

segundos, a lo largo de algunos minutos.
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15. Adhesionin vitro

15.1 Adhesién bacteria-bacteria (autoagregacion)

Al estudiar la autoagregacién Encoli se utilizé un protocolo clasico el cual se describe a
continuacién, o el protocolo desarrollado pRracellaque se describe luego:

1) Se cultivaron las bacterias en medio adecuado, ON a 37°C.

2) Se realiz6 una dilucidon en medio fresco (1:180}ubos idénticos entre si, y se cultivaron ON a
37°C, con agitacion.

3) Luego los cultivos se agitaron vigorosamente pselejo en reposo sobre una superficie plana.
Se marcé un punto del tubo (por ejemplo 4pon encima del fondo), y se lo mantuvo durante
varias horas en el mismo lugar, sin agitacion, a temperatura ambiente. Con cuidado y utilizando
una micropipeta, a distintos tiempos se tomaron |1l0@el cultivo a la altura de la marca del
tubo. Luego se realizé una dilucion egCHy se midi6 la D@

4) Se grafico la D@onmen funcion del tiempo.

ParaB. suisse utilizé el siguiente protocolo:

1) Se cultivaron las bacterias ON, a 37°C.

2) Se realiz6 una dilucién de las bacterias en medio fresco (1:100) en tubos idénticos entre si, y se
cultivaron ON a 37°C con agitacion.

3) Luego se agitaron los cultivos vigorosamente y se los dejo en reposo sobre una superficie plana.
Se los mantuvo a temp ambiente, sin agitaciturante varios dias. A distintos tiempos se
tomaron fotografias y se calcul6 el porcentdgt medio de cultivo (en altura) que contenia
células en suspension (proporcion opaca).

4) Se graficé la proporcion delbo opaca en funcién del tiempo.

15.2 Adhesién a superficies abiéticaifilm)

La adhesion bacteriana a distintas supidi abitdticas (placas de poliestireno como
modelo de soporte hidrofébico, y cubreobjetovideio como modelo hidrofilico) se midié por el
método de Cristal violeta. Brevemente el protocolo utilizado, en el caso de las placas de
poliestireno fue el siguiente:

1) Se cultivaron las bacterias ON a 37°C, con agitacion.

2) Se realiz6 una dilucién 1:10@@! cultivo, de la cual se gigsieron 150 pl en cada pocillo de
una placa de poliestiremoultiwell de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio One). Se sell6 la placa
por fuera corparafilm de modo de desfavorecer laaperacion del medio de cultivo.

3) Se cultivaron las bacterias a 37°C ON, con agitacion

4) Los pocillos fueron lavados &ees cuidadosamente, con NaCl 0.9%.
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5) En cada pocillo se agregaron 150 ul de Crigtdeta 0.1% (Acros Organics, Geel, Belgium;
disuelto en HO) y se incubaron durante 15 minutos a temperatura amiente, protegidos de la luz.

6) Los pocillos fueron lavados 3 veces con NaCl 0.9%.

7) Se agregaron 150 pl de etanol absoluto por pocillo.

8) El liquido de cada pocillo fue mezclado con una micropipeta, y se lo transvasé a uno de una
placa nueva.

9) Se midi6 la absorbanciaiz 595 o 570 nm. Para ello se utiliz6 un lector de microplaca DTX

880multimodedetector, Beckman Coulter. Para cada cepa el ensayo se realizd por octuplicado.

En caso de la adhesion a vidrio, el protochie similar; con la diferencia de que la
dilucién 1:1000 se cultivé en tubos de ensayo limpiestériles que tenian en su interior un trozo
de cubreobjetos. Mediante tinciéon Cristal violeta se evalué laomasa bacteriana adherida a

esos trozos de vidrio, adaptando a tal fin el protocolo anterior.

15.3 Adhesion a componentes de la matriz extracelular
Se evalud la adhesién bacteriana a componentes de la matriz extracelular y a fetuina en
base al protocolo descripto previamente (296) fqeeadaptado a las necesidades de este trabajo.
Los componentes evaluados fueron: colageno tipo I, fetuina, fibronectina y acido hialurénico. Para
ello:
1) Se realizaron diluciones de los distintos compuestos (0.1 mg/ml), en PBS.
2) Se dispusieron 50 ul por pocillo de cada sustrato (por triplicado) en unanpllwell, y se la
incubd ON a 4°C sin agitacion.
3) Las bacterias previamente cultivadas ON fueron lavadas con PBS estéril.
4) Las bacterias se resuspendierorP&$ estéril de modo de obtener 1 R ad.c/ml (DQyo=0.2
en el caso dBrucellay DOgy0=1 €en el caso di. coli).
5) La placa fue lavada 3 veces con PBS estéril.
6) Se agregaron 50 pl de la suspensién bacteriana, por pocillo.
7) La placa fue incubada 3 hs a 37°C, sin agitacion.
8) Se lavaron 3 veces los pocillos con PBS estéril.
9) Para despegar las bacterias adheridas se agregaron 50 pl de Tripsina-EDTA (Tripsina
0.05%(Gibco), EDTA 0.5%(USB)) por pocillg se incubd la placa 10 min a 37°C.
10) Se plaquearon diluciones en medios semils$lcon los antibidticos adecuados de modo de

determinar el nimero de u.f.c recuperadas.
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Los datos se expresaron como el porcentaje de bacterias incubadas que permanecieron
adheridas a cada compuesto, referidos a la cepa cdatrobl{ pPBBR1IMCS o0B. suiswt, segun

corresponda).

16. Lineas celulares

Para los ensayos de infeccion se utilizaron células Hela (RTe@E2), A549 (ATCC
CCL185, obtenida a partir de epitelio pulmofarmano) y la linea derivada de macréfagos
murinos J774.A1 (ATCE tib-67). Las células HelLa y A549 se cultivaron en medio DMEM
(Gibco Invitrogen Cell Cultureguplementado con 2 mM glutamina (Sigma-Aldrich), 10% de suero
fetal bovino (SFB, Natocor Argentina) en presanté 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/mi
de estreptomicina y 0.025 pug/ml de Fungizo&&BCO Antibidtico - antimicético, Cat N 15240-
096). Los macrofagos J774 se cultivaron en m&PMI 1640 (Gibco Invitrogen Cell Culture)
suplementado con 2mM glutamina, 10% de SFB, en presencia de la misma combinacion de
antibidticos y antimicéticos que e#l caso anterior. Las células se incubaron a 37 °C en una
atmésfera controlada con 5% de CO2. Para el mantenimiento las células se utilizaron botellas de 25
o 75 cni (Cellstar® greiner bio-one Cat N°658 179)odos los ensayos de infeccién con las
diferentes cepas d&. suisse realizaron con células entre el pasaje 4 y 12, contados a partir del

descongelado de wtockmantenido en nitrégeno liquido.

17. Adhesion a células en cultivo
17.1 Infeccidn de células eucariotas
Con el fin de determinar la cantidad bacterias adheridas y cantidad de bacterias
invasoras, se realizaron ensayos de infeccibnudasééucariotas. En estos ensayos se utilizd una
multiplicidad de infeccion (MOI, pomultiplicity of infection de 100:1. El protocolo utilizado fue
el siguiente:
1) Se sembraron en placas dewgdls (Cellstar® Greiner Bio-one Cat N°662 160) 5%t@lulas
por pocillo (en 1 ml de medio). Se lazubaron ON a 37°C en atmosfera con 5% €Q el
medio adecuado.
2) Las células fueron lavadas 2 veces con 1 ml de PBS estéril.
3) Por otro lado, el volumen necesario deautivo ON de bacterias, se diluydé en el medio
adecuado (RPMI o DMEM) sin antibiéticos de modo de obtener una suspension d€ 1 x 10

u.f.c/ml.
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4) Se reemplaz6 el PBS del lavado de las célp@as0.5 ml de la suspensién bacteriana. Se
inocularon 6wells por cepa; tres fueron utilizados padeterminar la cantidad de bacterias
totales asociadas, y los otras tres para detarrtas invasoras (tratadas con gentamicina).

5) Las placas fueron centrifugadas (1.000 rpm 10 min).

6) Luego las placas fueron incubadas a 37°C 5%dl@ante 1 h en el caso de las lineas HeLa y

A549, y 45 minutos en el caso de la linea J774.

o Para el recuento de bacterias totales asociadas:

7a) Se lavaron 3 veces los pocillos con 500 ul de PBS estéril.

8a) A cada pocillo se le agregaron 10@e Tritén X-100 0.1% (enJd).

9a) La placa se incubé 10 min a 37°C.

10a) Luego se realizaron diluciones seriadas del contenido de cada pocillo.

11a) Se plaquearon las diluciones en placas con el antibiético adecuado y se realiz6 el recuento en

placa (5 gotas de 10 pl para cada dilucion de cada pocillo).

e Para el recuento de bacterias invasoras:

7b) Se cambio6 el medio de cultivo de las @dybor medio fresco suplementado con gentamicina
(20 pg/ml), de modo de matar las bacterias que no lograron invadir las células.

8b) La placa se incubd 1 h a 37°C 5%CO

9b) Los pocillos se lavaron 3 veces con 500 ul de PBS estéril.

10b) A cada pocillo se le agregaror03l de Tritdbn X-100 0.1% (en.B).

11b) Se incubd la placa 10 min a 37°C.

12b) Luego se realizaron dilucionesiadas del contenido de cada pocillo.

13b) Se plaquearon las diluciones en placas cantiliético adecuado, y se realizé el recuento en

placa (5 gotas de 10 ul para cada dilucién de cada pocillo).

Por medio de la diferencia entre badcteritotales asociadas e invasoras, se obtuvo el
namero de bacterias adheridas. De todas formas, a tiempos cortos como los utilizados en estos
ensayos, la cantidad de bacterias invasoras es minima, coallsecpodrian despreciar en el
recuento total. Ademas se calcu® eficiencia en la invasionomo el porcentaje de bacterias
invasoras, respecto a las adheridas.

En el caso de la mutante defectiva en MapA, se utiliz6 una variante a este protocolo; la lisis

de las células eucariotas en lugar de reakzaon Triton X-100 se realiz6 utilizando DOC 0.1%.
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17.2 Competencia

Se evalué la infeccion de células HelLa couando las células con dos cepas bacterianas.
A modo de control se infectaron células con la cepa silvestBrudellay otros pocillos con la
cepa mutante. En otra serie de pocillos se coinocularon la cepa silvestre y mutante al mismo
tiempo, con cantidades equivalentes de bacterias respetando la MOI final (MOI de 50:1 cada cepa,
MOI final 100:1). El protocolo utilizado fue basicamente el mismo que el descripto en el punto
anterior, pero las distintas cepas fueron marcadadlistintas resistencias a antibiético de modo
de poder determinar paradeauna el nimero de bacterias adlesie invasoras. La cepa silvestre
fue transformada con un plasmido derivado pBBR1IMCS-2 que confiere resistencia a
kanamicina (270) mientras quentautante se transformé con uginido que confiere resistencia a
cloranfenicol, ambos con el mismo origen dplicacién. Al plaquear los lisados celulares que
contenian las bacterias se utilizaron placas TSA con Kan y también placas con Cam, para asi

determinar las u.f.c/ml de cada cepa.

17.3 Efecto del AH en la adhesion a HeLa

El protocolo utilizado es el mismo que el descripto en el punto 17.1. con un Unico paso
extra: luego de realizar la suspension bactetineada cepa en el medio de cultivo de las células
eucariotas (paso 3), la suspension bacteriana se alicuot6. A cada una de las distintas alicuotas se le
agregd AH de modo que las concentraciones finales de AH fuesen: 0, 25, 50 y 100 ug/ml y se
incubaron durante 30 min a 37°C. Luego, se contammel protocolo tal cual esta indicado en el
paso 4 del punto 17.1. Asi se determind paada cepa y con cada concentraciéon de AH, la

cantidad de bacterias adheridas e invasoras.

18. Replicacioén intracelular

Se realizaron ensayos para evaluar la replicacion intracelular de distintas c&vaselia
tanto en células HeLa como macréfagos. Parasdloealizaron infecciones en las cuales, en el
caso de HelLa la MOI utilizada fue 1:50, mientras que para macréfagos fue 1:20. A distintos
tiempos se determind la cantidad de u.f.c inttdasds. El protocolo fue similar al utilizado
previamente (262) y similar al utilizado para deti@ar las bacterias iracelulares (ensayo con
gentamicina, descripto en el punto 17.1). Hasta el punto 7b; se cambia el medio por uno con
gentamicina; el resto del protocolo es idéntico leosalvedad que la cantidad de células eucariotas
sembradas por pocillo fue 10Luego de 30 minutos de incubacion con DMEM/RPMI con
gentamicina, se vuelve a cambiar el medio por DMEM/RPMI fresco. A partir de ese momento

(considerado tiempo 0), a distinttiempos se determind la carditl de bacterias invasoras en
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distintos pocillos (mediante lisado con Triton X-19Qlaqueo de diluciones seriadas). Cada cepa

fue analizada por triplicado

Aclaracion: en el caso de la mutamt@pA el lisado de las células se realiz6 con DOC 0.1% en
lugar de Tritén X-100 0.1%.

19. Microscopia confocal

19.1 Localizacion de las adhesisasobre la superficie bacteriana

Para marcar las bacterias con proteina verde fluorescente (GFP, del gregés
fluorescent proteiy las cepas dBrucellafueron transformadas con el plasmido pGFP, que porta

gfp bajo un promotor constitutivo (excitacion a 488 nm, emision a 509 nm); mientras que las cepas

de E. coli fueron transformadas con el plasmido pHC60 que también giprtaajo un promotor

constitutivo (269).

Para detectar la presencia de las adhesinas sobre la superficie bacteriana mediante
inmunofluorescencia (tan®rucellacomoE. coli), el protocolo utilizado fue el siguiente:

1) Las bacterias marcadas con la proteina fluorescente GFP se cultivaron a 37°C con agitacion, ON.

2) Se realizé una dilucion del cultivo eredio fresco y se la cultivd durante 1 h.

3) Las células se consecharon por centrifugacién (5 min a 5.000 rpm).

4) Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS.

5) Las células se fijaron con parafordetiido 3.7%, durante 15 minutos a 37°C.

6) Las células fueron lavadas 2 veces con PBS, y una vez con PBS-1% seroalbumina bovina
(BSA).

7) Las bacterias fueron resuspendidas en 4fejanticuerpo primario diluido 1:50 en PBS-BSA
0.5% e incubadas durante 40 min a temp ambiente, con agitacion suave.

8) Se lavaron las bacterias 3 veces con PBS-BSA 1%.

9) Las bacterias fueron resuspendidas en 40 ghtieuerpo anti-ratén conjugado a Cy3 (IgG-Cy3-
conjugated donkey anti-mouse antibodigckson Immuno Research) diluido 1:250 en PBS BSA
0.5%, y se las incub6 durante 40 min, a temperatura ambiente.

10) Las bacterias fueron lavadas 2 veces con PBS-BSA 1% y una vez con PBS.

11) Las bacterias fueron resuspendidas en un volumen de PBS.

12) Se monto6 una alicuota de la suspension conidli@-88 (Calbiochem) en un portaobjetos, o
sobre urpadde agarosa 1%. Se cubrieron las masston un cubreobjetos y se las observé con

un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 5 Padaakr scanning microscopaitilizando un
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objetivo adecuado (Plan Apochromat 100x/1 4 differential interference contrast objetive
(DIC)).

19.2 Determinacién del polo d®rucella en el cual se encuentran las adhesinas

Se utilizaron cepas d®rucella transformadas por conjugian biparental con los
marcadores polares fusionados a proteinas fluorescentes: el marcador de polo viejo PdhS,
fusionado a eGFP (41); y el marcador pelo nuevo AidB, fusionado a YFP (42). Las
construcciones fueron gentilmente cedidas porietaDe Bolle. Una vez obtenidas las cepas de
Brucella que portan los marcadores de polo, sdizé una inmunofluorescencia utilizando el
protocolo descripto en el punto anterior (19.9r ¢a salvedad de que la forma de la bacteria se
determiné por observacion de contraste de fps® con GFP). Ademas en algunos casos junto
con el anticuerpo secundario se agregoé DAPI (dig@hidino-2-phenylindole) a una concentracion
final de 1 pg/ml, de modo de tefiir el ADN lo caaintribuyo en la determinacion de la forma de
las bacterias. Estas muestras fueron observadas con otro microscopio confocal (Carl Zeiss LSM

510 Metalaser scanning microscopatilizando un objetivo Plan-Apochromat 60x/1.4 oil DIC.

19.3 Microscopia confocal de infecciones

Para poder observar las diferencias en adhesién de otro modo, las células HeLa se
cultivaron en las mismas placas de 24 pocillos guoelos ensayos tradicionales, pero con
cubreobjetos redondos estériles en el for@® realizaron infecciones con las cepaBdeella
marcadas con GFP, siguiendo un protocolo muy similar al se indica en el punto 17.1. La diferencia
con este protocolo es que en lugar de realizar el lisado de las células eucariotas con Tritobn X-100
(punto 8a), luego de los lavados con PB& télulas se fijaron con paraformaldehido 3.7%
(incubando a temperatura ambiente durante 20 min.). Luego se lavaron 3 veces nuevamente con
PBS y se montaron los cubreobjetos (con lasllaglhacia abajo) sobre un portaobjetos con
Mowiol 4-88 20% (Calbiochem) como protector de la fluorescemeiaf4de y de la muestra. Las
muestras fueron observadas por microscopia confocal (Carl Zeiss LSM 5 IRascalcanning
microscopg utilizando un objetivo adecuadoPlan Apochromat100x/1.4 oil differential
interference contrast (DIC) objetiye

La observacion de la adhesina en bacterias asociadas a Hela se realiz6 por
inmunofluorescencia; el protocolo utilizado fue sim#hpreviamente descripto. Luego de fijar las
muestras con paraformaldehido y lavarlas con BB3®ealiz6 la inmunofluorescencia adaptando el

protocolo descripto. Brevemente:
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1) Cada cubreobjeto sobre el cual se encuentraban adheridas las células infectadas fue lavado con
PBS-BSA 1% durante 10 min.

2) El cubreobjeto fue incubado con el antipgeprimario 1:50 en PBS-BSA 0.5% durante 1h, a
temperatura amb.

3) Luego se los lavé 3 veces con PBS-BSA 1%.

4) Cada vidrio fue incubado con el anticuerpo anti-raton conjugado a Cy3 (IgG&@y8gated
donkey anti-mouse antibodyackson Immuno Research) diluido 1:250 en PBS BSA 0.5%,
durante 1h a temperatura amb.

5) Se lavé cada muestra 2 veces con PBS BSA1% y luego una vez con PBS.

6) Se colocaron 3-4 ul de Mowiol 4-88 (Calliieen) sobre un porta objetos, y se mont6 el vidrio

con las células hacia abajo (quedando inmersas en el Mowiol).

Las muestras fueron observadas por microscopia confocal (Carl Zeiss LSM Sd2ascaanning

microscopg utilizando un objetivo adecuado (Plan Apochromat 100x/1.BIGilobjetive.

20. Microscopia de barrido electrénico
Se utilizé el servicio de Microscopia Electronica de Barrido del Museo Argentino de
Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”, elakweuenta con un microscopio electrénico de
barrido marca Philips modelo XL30 TMP New Lodla potencia del sistema del microscopio
incluye magnificaciones entre 10 y 100.000&s muestras observadas fueron cultivoBdsuis
wt y B. suisAmapA y para ello la preparacion de las muestras fue la siguiente:
1) Se tomaron 200 ul de los cultivos bacteriaqas se dejaron secar sobre el soporte (se probd
utilizando vidrio y papel whatman).
2) Se fijaron las muestras incubandolas con parefliiehido 2.5% durante 15 min, a temp amb.
3) Se realizaron dos incubaciones seguidaseninutos cada una, sumergiendo la muestra en
etanol 50%, luego otras dos en etanol 70%, y finalmente otras dos en etanol 90%.
4) Las muestras fueron conservadas sumergidas en etanol 100% hasta el momento del metalizado.
5) Las muestras fueron metalizadas con oro-palai un metalizador Termo VG Scientific SC
7620.
Una vez finalizada la preparacion de las muestrashservaron en condiciones de alto vacio en el

microscopio previamente mencionado.

21. Resistencia al complemento
Para evaluar la resistencia al complemepresente en el suero, se utiliz6 un protocolo

adaptado a partir de uno previamente desc(B@). EI mismo se detalla a continuacion:
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1) Las bacterias fueron cultivadas hasta ung,E®.3-0.5.

2) A partir de 1-2 ml de cultivo las células fueron cosechadas y lavadas con PBSBMYCI

3) Las bacterias fueron resuspendidas en 750 ul de PBS,Big®i.

4) Se realizd una dilucién de las bacterias en el miaunffer hasta obtener una R§= 0.01
(equivalente a 1x1@.f.c/ml enE. coliy 5x10 u.f.c/ml paraBrucella).

5) En cada pocillo de una placa estéril de 96illosc se dispusieron 50 ul de la suspension
bacteriana y:
paraBrucella 50 pl de suero
parak. coli: 10 pl de suero + 40 pul PBS-Mg® mM
A modo de control en algunos pocilloseggegd en lugar de suero, 50 pl oleffer

6) La placa fue Incubada a 37°C durante 60 min en el cago deliy 90 min en el caso de

Brucella.

7) Se realizaron diluciones seriadas al déaémd’BS estéril y se plaguearon. Luego se determind
la cantidad de u.f.c./ml. Para cada cepa se dakduporcentaje de bacterias sobrevivientes al
incubarlas con suero, respecto a las bacterias incubadasfen(sin suero). Los resultados se
expresaron relativizados a la cepa contrdh cual se le asigné el 100%.qoli pPBBR1MCS o

B.suiswt, segun corresponda).

A modo de comprobar que la accion bactericidasuero fuera debida al complemento, se
realizé un control. Para ello se siguié el misprotocolo mencionado tariormente incubando
cada cepa con suero, couffer sin suero y ademéas con suero previamente calentado a 56°C
durante 30 minutos. Como consecuencia del calentamiento del suero, se inactivd el complemento
(298). Estos experimentos fueron realizados pplidado, tres veces con resultados similares. Se

informan las u.f.c/ml luego de las incubaciones.

22. Antigenicidad de las proteinas (ELISA indirecto)

Para detectar si BtaE y BtaF son antigénicas (en chanchos y en humanos), se decidié
evaluar la antigenicidad de los péptidos prodiosia partir de las adhesinas para generar los
anticuerpos en raton, mediante ELISA indire@abe destacar que éstos péptidos corresponden a
porciones de los dominios pasajeros, los cuales estarian expuestos en la superficie bacteriana.
Tanto el péptido derivado de BtaE como de Btalencontraron en alta cantidad en la fraccion sub-
celular enriquecida en cuerpos de inclusiéredeoli BL21 pAcBtaE y E. coli BL21 pAcBtaF,

respectivamente.
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El protocolo utilizado al evaluar los sueros provenientes de chanchos y humanos fue
similar. En el caso de los humanos se contdé con una muestra de un Unico paciente infe@ado con
suis y un paciente sano. Estas muestras fueron gentilmente cedidas por la Dra. Nidia Lucero,
responsable del Servicio de Brucelosis de la Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos
de Salud (ANLIS). El protocolo utilizado paggaluar los sueros humanos fue el siguiente:

1) Se recubrié cada pocillos de una plauatiwell de 96 pocillos (Greinebio-one REF655061)
con 50 pl de la fraccién sub-celular enriquecata cuerpos de inclusion de alguna de las
siguiente cepa<€. coliBL21 pAcBtaE,E. coliBL21 pAcBtaF, o la cepa controE( coli BL21
transformada con el plasmido pET28 vacio), diluidabudfer carbonato 0.06M pH 9.6, a una
concentracion final de 10 pg/ml.

2) Se incubd la placa durante 2 hs a temp ambiente, con agitacion muy suave.

3) Se retiré suavemente el liquido.

4) Cada pocillo se lavé con 100 pl de PBS.

5) Cada pocillo se bloque6 con PBSA 1% durante 1 % hs a 28°C.

6) Se lavaron los pocillos con PBSveen 20 0.05% (PBS-T), 3 veces.

7) Se realizé una incubacion con suero de los distintos donantes (1:500) ON a 4°C.

8) Cada pocillo fue lavado 4 veces con PBS-T.

9) Se realiz6 una incubaciowre proteina A/G conjugada a fosfatasa alcalina intestinal (Thermo
Scientific, 1:5000).

10) Se realizaron 2 lavadosrcPBS-T y luego uno con PBS.

11) Se revel6 utilizando lector multiplaceha405 nm (DTX 880multimode detectorBeckman
Coulter).

Para cada suero provenienteigigividuo sano o enfermo, al valor obtenido en los pocillos
en los que se habia inmovilizado la fraccién enrigleeein alguno de los péptidos, se le resto el
valor promedio de los pocillos éws cuales se inmovilizé el contrdt.(colipET28). Por ejemplo,

a los valores de los pocillos en los cuales se wilind la fraccion enriquecida con el péptido
derivado de BtaE analizados comsude un determinado pacienteleseest6 el valor promedio de
los pocillo en los cuales se inmovilizé la fraccioh antrol (plasmido vacio) y se utilizé el suero
del mismo paciente. De este modgsetende restar a la sefialdita, la contribucién de los
demas elementos presentes en la fraccigiquactida en cuerpos de inclusién que no
correspondieran al péptido de interEsexperimento se realizé pariplicado, cuatro veces;

con resultados similares.
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En el caso de los chanchos se conté carosude 14 individuosanos y 14 enfermos
gentilmente provistos por Sebastian Elena y Ana Nicola del SENASA. Al utilizar suero porcino el
protocolo fue similar al descripto, al cual se le realizaron algunas modificaciones: el bloqueo
(punto 5) se realiz6 con PBS-caseina 0.1% durdote horas, a 37°C y el suero primario fue
utilizado en una dilucién 1:1000 en lugar d&QD como se utilizé para humanos (punto 7). Es
importante destacar que la proteina A/G es capaz de unirse tanto a anticuerpos porcinos como

humanos. En este caso los ensayos se realizaron dos veces, por triplicado.

23. Infeccion de ratones BALB/c.

Ratones hembras BALB/c de 6 a 8 semanas adquiridosfacilisy de animales de la FIL
fueron distribuidos de forma aleatoria en grupod @eatones, al menos una semana antes de ser
inoculados. Los animales se mantuvieron effatdlity de la Facultad de Ciencias Veterinarias
(Tandil) en compartimentos con ventilacion adeeugditros). Estos experimentos fueron llevados
a cabo por la Dra. Silvia Estein.

El protocolo utilizado fue similar a otros previamente descriptos por distintos autores
(169). Brevemente, ratones hembras BALB/c §t0 grupo, un grupo por cepa) fueron inoculados
intrag&stricamente con una suspension de aproximadamente £.8.kcén bicarbonato de sodio
10% mediante una cénula plastica introducidalpdooca. Cinco ratones de cada grupo fueron
sacrificados a los 7 y 30 dias post-infeccion (p.ilpsecuales se les extirpo el bazo. Se plaquearon
en TSA (por duplicado) diluciones del homogen@¢obazo, y se incubaron las placas durante 4
dias a 37°C. Luego se contaron las u.f.c y estos da normalizaron mediante transformacion log,
lo cual permitio la evaluacion mediante ANOVA, seguido popost testde Dunnett (Prism 5.0;
GraphPad Software, Inc,). Los experimentos se realizaron dos veces, con resultados similares.

Todos los protocolos fueron fzados siguiendo la premisa denimizar el sufrimiento de
los animales y utilizando el niumero minimo de animales para asegurar la significancia estadistica
los resultados. Los procedimientos y manejoad@males fueron aprobados por el Comité del
Bienestar Animal institucional, de acuerdo a lditRa de Bienestar Animal (Act 087/02) de la
Facultad de Medicina Veterinaria (Universidadciaal del Centro de I&®rovincia de Buenos
Aires [U.N.C.P.B.A], Tandil,Argentinattp://www.vet.unicen.edu.pr

24. Analisis estadistico.
Todos los experimentos fueron analizadwdizando el programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc). Al comparar 2 grupagiiferencia estadistica se determin6 cotest

de Student (T test); mientras que al comprar 3 6 mas grupest etilizado fue ANOVA de una
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via, seguido detestde Tukey o el de Dunnett. El criterio adoptado para determinar que una

diferencia fuera estadisticamente significativa fue que p < 0.05.
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Resultados

Capitulo I: Caracterizacion deBR_0072

I.1 Identificacién de posibles adhesinag estrategiasutilizadas.

Con el fn de identifcar factores dBrucella suis involucrados en la adésion de la bcteria
al hospedador,esrealizé undusqueda loinformaticaen la secuetia publicac del genomale B.
suis 1330 (23)de todos loggenes que adificarian msibles factoes proteicogle adhesiénPara
ello, la Dra. Dana Posadaeealizd una bisqueda sisinética de poteinas preidhas que pdieran
expresar domiios asociad® con la adbsion, segurbases de das como FAM (275). Como
realltado de estbusqueda sebtuvieronll proteinagandidatas. &la figura 10se puede aiervar
un arbol filogenético condichas proteaias, constrido con el fn de estima sus funcioes y
proximidad, apartir de poibles relacioes evolutias (256). Al analizar est arbol se peden
distinguir 4 gryos: los prineros dos agrparian mierbros de la fanilia de los atotransportdores.
En particular, elgrupo 1 est&onstituidopor proteinagpertenecierds a los ATgde tipo |, mentras
gue en el seguio se puedeidentificar proteinas pdenecientes los ATs tip Il. En eltercer
grupo se ubicamproteinas geno pertenegian a ningna familia enparticular ytodas presdarian
un unico domino asociada la adhesiorthemaglutina, intiminao adhesina)Por dltimo,en el

cuarto grupo sencuentran ds proteinason dominiosde invasina.

Figura 10. Arbol filogenético de paibles

~
BR_A1148 adhesinascodificas en elgenoma deB. suis

BR A0173 | Grupo1 1330

Mediante un andlisis bioinformatico se
BR_2013

buscaron e el genoma @ B. suis 1330,genes
BR 0049 0 que codifiquen proteinasque presentenuno o
BR_1846 Grupo 2 mas dominos asociados ¢ adhesion. @ este
modo se dentificaron 11 genes candiatos.
BR_0072 W, Las proteinas codificalas por los genes
BR 0399 M) candidatos fueron agrupadas en @atro
grupos en un arbol filogenético constuido

BR_1024 | Grupo3
- utilizando el método de distancia Neighbor

+¥4
BR_A0838 Joining. Adaptado del trabajo de Pcsadas
=
0.1 BR_2009 (256).
Grupo 4
BR 2012
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La presencia de por lo menos 11 proteinas datab a estar involucradas en la adhesion,
sugiere queB. suispodria expresar multiples adhesinaas lbacterias patdégenas suelen expresar
multiples adhesinas, que pueden actuar sinérgidanfexforzando su funai) o diferencialmente
(por ejemplo expresandose diferatmente) (209). Ademas, expresar distintas adhesinas le podria
permitir aBrucellamodular su ciclo infeccioso dentro del hospedador. De hecho, en el afio 2006
Castafieda-Roldan y colaboradores (208) postularorBgueella expresaria varias moléculas de
adhesion.

Se comenzd con la caracterizacion de lasefimas del grupo 1. Se confirmé que estas
proteinas son miembros de la familia de Ads tipo |. BR_A1148 habia sido aislada también a
través de un enfoque gdage displayor su capacidad de unirse a fibronectina. Se demostré que
esta proteina, denominada BmaC, es capaz de mediar la adhesién a fibronectina y a células no
fagociticas a través de su union a fibronectikdemas, se observéd que esta proteina se localiza
unipolarmente sobre la superficie bacteriana (262). Durante la caracterizacion de BR_0173 y
BR_2013 se obtuvieron evidencias que indican que las proteinas codificadas por ambos genes
estarian implicadas en la adhesion de la bactedélulas del hospedador y en la autoagregacion
bacteriana (D. Posadas, V. Ruiz-Ranwez, A. fuieta et al, no publicado). Cabe destacar que
BR_2013 corresponde al autotransportador OmaA (261).

Por otro lado, dos de las proteinas dapgr2 (BR_1846 y BR_0072) resultaron pertenecer
a la familia de ATs Il y por lo tanto se consideracomo candidatas interesantes a participar en
adhesion (ver seccién 3.2.a. de la Introduccibl@mativamente, si bien BR_0049 se agrup6 con
BR_1846 y BR_0072, BR_0049 no presenté dominios tipicos de ATs tipo Il (ver capitulo IIl de
Resultados, seccién IILI).

En el marco de esta tesis se exploré la fumcie las proteinas del grupo 2 en la fisiologia
de la bacteria y en la interaccion con el hospedador.

Con el fin de estudiar la funcionalidad dg jmoteinas candidatas, se llevaron adelante dos
estrategias: la caracterizacién fenotipica déamtes obtenidas por delecién del gen y un enfoque
heterélogo, expresando la proteina en una cepa. @®li no adhesiva ni invasiva. Este Ultimo
enfoque se basa en la hip6tesis que el autotransportador podria mediar su propia secrecién ain en
un hospedador sustituto. Para gandas mutantes se amplific6 umegion rio arriba del gen
(utilizando los oligonucleo6tidoKoGen_F1 y KoGen_R1), y otra correspondiente a la region rio
abajo (utilizando los oligonucleotidos KoGen_FRgGen_R?2) (Figura 11A). Estos fragmentos se
ligaron entre si y se clonaron en el vector pK18mobsacB (268), el cual contiene un origen de

replicacion funcional erk. coli pero no enBrucella Las mutantes por delecién del gen se
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generaron pordoble recorbinacion hanéloga, lue@ de transfar el plasmdo resultarg por
conjugacion.

Con elfin de conplementar lasmutantes, ds genes aopletos (intuidas la rgiones
flanqueantes naodificante$ fueron clordos en el @smido de mplio rangopBBR1MCS (270).
Pam esto se utikaron los oljonucleétids Gen_F y @n_R (Figua 11B). Lue®, se transfané la

cem deBrucella mutante ca el plasmidgpBBRgen obteniendo lecepa complmentada.

A Gen de interés
KoGen_F1 = I N""{ sen_F2-> Cromosoma I de B. suis 1330
\—Ku(icn_[{ll / = KoGen R2
Region rio arriba del gen de Region rio abajo del gen de
interés, amplificada interés, amplificada

Cromosoma I de B. suis 1330

 E——

Delecion del gen de interés

Gen de interés

. Y
l /g— Gen_R

Gen_F —> Cromosoma I de B. suis 1330

Amplificacion del gen de interés y regiones flanqueantes

|

pBBRgen

Figura 11. Esquena de obtencionde plasmidospara la generaé¢én de cepas mtante y compkementada.
(A) Esquema de laobtencion delplasmido pAgen, utilizado enla obtencion ce cepas deB. suis con un gende interés

delecionado.
(B) Esquema de laobtencion delplasmido pBBRgen (el cual &s replicativo tanto en E. coli como Brucella) que porta

el gen de interés junto con sus regones flanqueates.
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La segunda estrategia consistié en expresdorema heteréloga en una cepa no adherente
ni invasiva deE. coli el gen que codifica para la adhesinadidata (209). Para ello, se transformo
la cepa CC118 dé&. coli con el plasmido pBB&en el cual porta el gen de la adhesina y se
evaluaron las propiedades conferidas al hospedadtituso. Esta estrategia tiene la ventaja de
proporcionar evidencias sobre adhesinas que puedan cumplir funciones redundantes con otras
adhesinas eBrucella Dado que la expresion del gen esté regulada por su propio promotor, existe
la posibilidad de una ineficiente expresion del gerEermoli. Por este motivo sera importante

confirmar la expresion del gen.

I.2. Andlisis bioinformatico de BR_0072

El locus BR_0072 se localiza en el cromosoma IRlesuis1330 entre las posiciones
78967 y 81189, y tiene una ldahgl de 2223 pares de bases (pb). La proteina predicha esta
anotada como una proteina putativa de menzbrde 740 aminoacidos cuyo peso molecular
estimado es de 75 kiloDalton (kDa). Rio arrd®BR_0072 se encuentran los genes BR_0070 y
BR_0071, los cuales se transcribirian en forma divergente a BR_0072 y codificarian proteinas
hipotéticas conservadas (Figura 12A). Rio abdg BR_0072 y en la misma direcciéon de
transcripcion se encuentra BR_0073 cuyo producto corresponderia a una proteina hipotética
conservada. Rio abajo de BR_0073 se ubica BR_Q@fligtse transcribiria en direccién opuesta y
codificaria para una arginino succinato sintetasa (Figura 12A).

Utilizando SignalP (278) se determind queptateina codificada por BR_0072 tendria en
su amino terminal una secuencia sefial con sitidlidaje entre los aminoéacidos glicina y alanina
de las posiciones 11y 12, respectivamente, la cualamiedil transporte de la proteina a través de
la membrana interna via la maquinaria Sec (278).0Ra parte, por analisis de dominios con la
herramienta PFAM (275) se identifico la presenciandelominio de tipo translocador tipico de los
autotransportadores de tipo Il o triméricos (Ydd#&) en la regién C-terminal (ver seccién 3.2.a.
de la Introduccion). Entre el dominio translocagda secuencia sefial se encuentra una region de
642 aminodcidos que corresponderia al dominio “pasaglel autotransportador (seccion 3.2.a. de
la Introduccion). Por lo tanto, BR_0072 muestraalguitectura general de los AT Il y fue
nombrada BtaE (pdBrucella trimeric_autotransport@r Dentro de la regidn que corresponderia al
dominio pasajero se identificaron tres repeticiones del motivo Hep_Hag (nimero de acceso
PF05658) y cuatro del motivo HIM (nimero de acceso PF05662) (Figura 12 B). Se ha descripto
gue el motivo Hep_Hag esta presente en la niay®e las hemaglutininas e invasinas bacterianas.

Incluso en estas proteinas se pueden encontrar basepeticiones de dicho motivo. Ademas, el
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mativo HIM también es fecuente erhemaglutiniras e invasias y se enocentra comumente
asaiado a HepHag.

Como € mencionden la secciorB.2.a. de lartroduccion,se espera agulos AT Il tengan
una estructurade tipo caleza-conectotallo-anclaje (Figura 8). Por analiss de BtaE on el
programa y labase de dawdaTAA (251) se identifcaron variossegmentogorrespondiates a
cada una de dhas estructtas (Figural2B). Las epeticionesdel motivo uncional He Hag
coincidieron cm los segmeits correspatientes a la @beza, miemas que las geticiones HM se
correspondieroninicamentea segment® del coneatr. Tal cono se esperah el segmeto de
andaje a memtana coincidd con la reghn YadAdike. En concodancia con gias observaones,
un andlisis re@nte de BtB con unaversion actalizada de Pam (versid 27.0), mo&6 la
presencia dehead domairs y coiled stalkdomainsenreemplazo d los motivosHep_Hag eHIM,

regectivamenteaunque losiimeros de @eso no senodificaron.

A
BR 007
< BR_0069 ] (BR 0071 |

73965 74965 75965 76965 77965 78965 79965 80965 81965 82965
| | ] | ] ] | | ] ]

Dominio pasajero

oM e M

NN B el

13

C__ BN EfT e T

Dominios funcionales
ﬁ'Pémido sefial N-terminal I-Icp_]—lag ‘ HIM (hemaglutinina) Dﬂcgifm C-terminal YadA-/ike

—— Fragmento utilizado para la produccion de anticuerpos

Dominios estructurales

I Cabeza . Tallo Conector . Anclaje a membrana

Figura 12. Entorno genético debtakE y dominiosde la proteina
(A) Entorno genétco debtakE (BR_0072). Constuido en funcidn al gréafico obtenido de TIGR CMR.
(B) Esquema de BaE; se indicanlos dominios fincionales y estucturales que se reconocen gartir del analisis de

seaencia.
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Se utiliz6é la herramienta “Meta Server” dektituto BiolnfoBank (299), la cual permite
predecir la estructura de una proteina y la compara con las estructuras conocidas de otras proteinas
depositadas en distintas bases de datos. Hkiande BtaE utilizando ésta herramienta mostro,
como se esperaba, una alta similitud en la estraigiredicha del dominio C-terminal con dominios
C-terminales de ATs Il. También se obtuvo ciertail#fud en la estructura predicha de la region
comprendida entre los aminoacidos 564 a 620 de &taHa estructura depositada en PDB bajo el
nombre 2qih_A. Esta estructura corresporadein dominio del AT Il UspAl dévioraxella
catarrhalis, responsable de la unién al receptor celular CEACAM1 (300). Por otro lado, al analizar
BtaE mediante BLAST utilizando una base de slafjoe contiene proteinas o péptidos cuya
estructura ha sido depositada en PDB, se encantésimilitud significativa con la secuencia de
una porcion de la cabeza del AT |l BpaABiarkholderia pseudomalléBLA9_A) (301) y con la
cabeza del AT Il BadA dBartonella henselaé3D9X_A) (302).

Por medio de BLAST y KEGG se analizo si la proteina BtaE se encuentra presente en otras
especies dBrucellay otras cepas dB. suis(Tabla 15). Con excepcion @ melitensigver mas
abajo), las restantes cepas analizadas albergandmgorde BtaE. Es llamativa la variabilidad en
la secuencia de las distintas proteinas. Por ejemplo, el ortélogo aleortus2308tiene 1333
aminoacidos, casi 600 aminoacidos mas que la proteila sigis1330. También se observaron
diferencias entre los ortlogos de distintas cepaB.dmiisya que, si bien algunas presentan una
identidad mayor al 97% comparada con la secuencia de la proteBasdis1330, otras, como
ATCC 23445, comparten una identidad del 86.5%. El gen ortélo@o nelitensigarece haberse
fragmentado como consecuencia de una mutagifm generd un sitio déerminacién de la
traducciéon. BMEI1873 d8. melitensisorresponderia a la porciéon N terminal del geiBdsuis
1330, mientras que BMEI1872 corresponderia a la porciéon C-terminal, incluyendo el barril
translocador. Es posible que los prodeale estos genes no sean funcionales.

Crasta y colaboradores (303) compararon la secuencia del genoma de la cepa atenuada (y
vacunal) S19 d8. abortuscon las secuencias genémicas de las cepas virulentas 2308 y 9-941 con
el fin de identificar nuevos genes de virulené&ia. este analisis identificaron 45 genes que fueron
idénticos en ambas cepas virulentas pero distintos a los ortélogos de la cepa S19. Uno de estos
correspondioé al ortélogo de BtaE. Curiosamermteortélogo de la cepa S19 presenté mayor
identidad con BtaE d8. suis1330 que con el ortdlogo d& abortus2308. Por andlisis con
ClustalW se observo que BtaE Besuisy el ortdlogo de S19 comparten una identidad del 97.8%,
sin presencia dgapso aberturas, y contienen el mismo nimero de dominios segun la anotacion
daTAA. Por otro lado, el fragmento de paoteina de la cepa 2308 comprendido entre los

aminoacidos 343 y 907 no esté presente en el ortdlogo de la cepa 19 (ni tanPosoistB830) y
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como consecuencia el nimero de dominiosiestrales segun daTAA difiere notablemente (Tabla

15).
Cepa Locus Longitud (aa) Anotacion daTAA % Identidad/Similitud
Cabeza| Tallo | Conectof Anclaje
B. suis 1330 BR_0072 740 10 3 6 1 -
B. suis VBI22 BSVBI22_A0072 740 10 3 6 1 100/100
B. suis 686 EEY33640 759 10 3 6 1 97.4/97.4
B. suis ATCC 23445 BSUIS_A0075 835 12 3 7 1 86.5/86.5
B. abortus 2308 BAB1_0069 1333 20 3 11 1 55.1/55.2
B. abortus S19 BAbS19_100660 768 10 3 6 1 94.3/94.9
B. melitensis 16M BMEI1872-BMEI1873  365-505 5-7 2-0 4-3 1-0 47.7/48.2-44.2/44
B. canis ATCC 23365 BCAN_AO0073 740 9 3 6 1 99.7/99.7
B. microti BMI_I75 994 14 3 8 1 74.3/74.4
B. pinnipedialis B2/94 EEX99450 795 12 2 7 0 73.7/73.8
B. neotomae WP_004687844 661 10 3 7 1 70.8/74.6
B. ovis ATCC 25840 BOV_0071 766 10 3 5 1 90.4/91.5

Tabla 15. Ort6logos de BtaE en disttas cepas y especies del géneBoucella.
En cada caso se indica: el nombre débcus, el nimero de aminoéacidos de la proteina, la cantidad de dominios
estructurales correspondientes a cabeza, tallo, conector y anclaje identificados con daTAA y la identidad y

similitud respecto a la proteina deB. suis 1330.

I.3. Obtencion de la cepa d®. suis mutante enbtakE y su complementada

A partir del ADN gendmico deB. suis1330 se amplificé una secuencia rio arribdtd
de 460 pb y un fragmento rio abajo del ger88@ pb (Figura 13A). Ambos productos de PCR
fueron ligados entre si. A partir de la ligacion se amplific6 por PCR el fragmento ligado de
aproximadamente 800 pb (Figura 13B), el cual fue clonado en el vector pkl8mobsacB,
obteniéndose el plasmidoApbtaE Se confirmd que dicha construccion fuese correcta mediante
colonyPCR, por digestion con enzimas de restriccion y por secuenciacién. El plasmido fue
introducido a la cepa S17 d& coli por transformacién y luego transferido por conjugacion
biparental desd&. coli a B. suis Se seleccionaron dobles recombinantes en medio selectivo en
presencia de sacarosa ya que el plasmido contiene shggue hace que la presencia de sacarosa
sea letal para la bacteria que contiene el plasmido integrado. Las mutantes (sacarosa y &cido
nalidixico resistentes y kanamicina sensibles) se confirmarongbamyPCR como se explica en
Materiales y Métodos. Con los oligonucleétidos@athdos se amplificé la banda correspondiente a
la version delecionada del gen en los clones 14(figira 13C). Por otro lado, al utilizar el par de
oligos KoBtaE_F1 y BtaE_Int no se espera amplificar producto a menos que se encuentre la
version silvestre del gen. A partir Be suissilvestre (wt) se amplificé esta banda, mientras que los

clones 14y 15 no la amplificaron (Figura 13D). Se eligio el clon 14 para los siguientes estudios.
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Figura 13. Obtencbn deB. suis AbtaE

(A) Se amplificé una region rié arriba de btaE (R. arr) y otra region rio abajo (R.ab), las cuales graas a la
adicién de sitios @ reconocimierto de enzimagle restriccion £ pudieron ligar entre si, obt@iéndose un poducto
de aproximadamente 800 pb. Esa construccionfue (B) amplificada mediantePCR, y el praducto amplificado fue
clonado en el plamido pK18mobsacB, obteniédose el plasnilo pAbtaE. Seconfirmé el correcto ensambado del
plasmido mediante colony-PCR, digestion del plasmido y secenciacion. Luego se transfomé B. suis con este
plasmido y se selecionaron clones dobles recmbinantes. Medante colony-PCR utilizando oligos que anplifican

(C) un fragmento de aproximadamente 800 pben presencia a la version deéecionada del gn, (D) y otro par de
oligos que amplifican una bandch de aproximadamente 700 b en presenca de la versionsilvestre delgen, se
determin6 que losclones 14 y 18enian el gerbtakE delecionad. En todos loscasos Mk coresponde al macador

de peso moleculary Ctrl corresponde al control.

Con elfin de evalar que la @ecion de BR_0072 nohaya afectad la expresin de
BR 0073, se strajo el ARN total de & cepa silvetre y la muane (AbtaE) y con el ADNc
generado a partide dicha etxaccion seanalizé la preencia del RN mensajes de BR_0G3 por
RT-PCR utilizando oligonu¢edtidos esgcificos paraBR_0073. Ete analisis evel6 para & cepa
mutante, una baa de unantensidad snilar a la qe se obtieneen la cepa $vestre, sugiendo
que la deleciorde btaEno piodujo un efeto polar sobe genes riolajo (no senuestra).

Con elfin de compementar lamutante, el gn btaE completo (inclida una regdin rio
arriba de 565pb que probblemente ontiene su popio promaor) fue clomado en unvector
reficativo enBrucella. Paga ello, a parti del ADN genomico deB. suis133 se amplifi® una
regén de apreimadamente2.8 kb (Figira 14A), lacual contime al genbtaE y sus rgiones
flanqueantes. &e fragmentdue clonadcen el vectorde amplio ango pPBBRMCS obteniédose
el plasmido pBRbtaE. Estaconstrucci@ fue confimada mediar colonyPCR vy restriccon del
plasmido. La seuenciaciordel inserto pemitié6 compiobar que éstao tuviera erores con rgpecto
a la secuencia gndmica phllicada. El phsmido pBBRbtaE fue irtroducido enla cepa S1deE.

coli y luego fuetransferidopor conjugain biparentha B. suisAbtaE. Mediante colonyPCR se
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confirmé la presencia de ks versionesdelecionaday/o silvestredel gen enlas distintascepas

(Figura 14B y C respectivenente).

A B c o
& o) N & ; Q‘Q;\
3 S AN ( . W :
W @ & S &
Y “— 1 kb
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* —500 pb
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Figura 14. Obtencbn deB. suisdbtaE pBBRbtaE.

(A) A partir del A DN genomico & amplificd un fragmento de aproximadamente 2.8 kb quecontiene abtaE y sus
regiones flanqueates, el cual selond en el veadtr pPBBR1MCS, obteniéndoseel plasmido BBRbtaE. El plasmido
se ntrodujo en B. suis AbtaE y se obtuvo la c@a complemenada B. suis AbtaE pBBRbtaE. Utilizando distintos
pares de oligos seonfirmé mediante colony-PCR que la cepa omplementadaamplificara tanto (B) una banda de
800pb correspondente a la verson delecionadadel gen, (C) omo una bandade casi 780 ptrorrespondiente a la

copia del gen silvetre provista por el plasmido.

La expesion debtak en las distitas cepas sanalizOmedante RT-PR a partir deARN
extraido de culvos en TSBSe obtuvouna banda detamafio esgrado tanto B la cepa siestre
(wt) como en & complemetada AbtaE comp.), mi@tras que diha banda dsvo ausenten la
mutante (Figural5). Tanto a el controlnegativo dedé PCR (sinmolde) comoen los contrées en
auencia de laretrotransciptasa no seobtuvo ampificacion (Figura 15). Etas observeiones
indican quebtaE se expresin vitro en las condicionesnsayadas gue la presacia de pBERbtaE
regaura su exm@sion en la mtanteAbtaE

wit Mk(pb) AbtaE  AbtaE comp Ctrl - Figura 15. RT-PCR
Se extrajo el ARN de cultivosen TSB de lascepas

silvestre (wt), B. suis AbtaE (AbtaE) y B. suis AbtaE
pBBRbtaE (AbtaE comp). EI ADN se elimhé por

+ - + = + 5

- tratamiento can ADNasa y lLiego se sintez6 el

3; ADNc. A mado de control para cada @pa la

- 2408 . reaccion de gsitesis de AINc se realid por
duplicado, en presencia (+) 0o ausencia (-)de la

retrotranscript asa seguida ded reaccion de ZR.
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I.4. Obtenciénde anticuerpos policlondes anti-BtaE

Con elobjetivo de dtener anticerpos anti-B8E, se ampfico a partir @l ADN gerémico
deB. suis1330un fragmeno del gen (rgiéon subrayda en la Figta 12B), quecorresponde una
porcion del daninio pasajeo que codifiaria un péptlo de aproxnadamente 2 kDa. Por ER se
anplificé un fragmento deltamafio esgrado (apraimadamente650 pb, figra 16A) aie fue
clonado en el gctor pET28de manera ge el péptidaguede fusioado traducanalmente ain tag
de Histidina HisTag). Secomprob6 que el clondo fuese coecto medinte digestié del
plasmido, por PCR (Figural6B) y po secuenciadin. El plasnido resultate (pAcBt&E) fue
transferido aE. coli BL21 y la expresi@ se indujo @ presenciade distintasconcentracioes de
IPTG: 50uM, 04 mM y 1nmM. En las tre condicionesde induccié se observda presencian los
extractos totalesle una pradina esxra (indicada con na flecha era figura 16Q. La identicd del
péptido deriva@d de BtaE seconfirmd pr Western kbt con anticierpo primaio anti-His figura
16D). La protefha recombiante se obtuo parcialnente en la faccion citophsmatica yen los

cueapos de inclaion (Figural6E).

Mn'a Mk Ctrl- Tpo.0 Mk (kDa) 50weaM 0.4mM ImM

1 kb 1 kb—
750 pb 750 pb—
500 pb 500 pb—

ImM 04mM S0aaM Mk (kDa)

- =50
$—35

Figura 16. Construccion de pAcBaE y puesta gounto de la induccién del péptdo derivado de BtaE.

(A) Se amplific apartir de ADN gendmico deB. suis 1330una porcion del gen btaE. Este fagmento fue tonado
en el vector pET 28, respetandoel marco de kctura original. Se confirm6 que la construccion  (pAcBtaE) no
tuviera errores pa (B) colony-PCR, y secuenciaion. E. coli BL21 fue transfamada con pAcBtaE y (C) seevaluo
la expresion del piptido derivado de BtaE a dstintas concerraciones de PTG. (D)Se cafirmé que la banda
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inducida correspadiera al péptido de interés @ BtaE mediarte Western blot con anticuerpos anti-HisTag. (E) Se

determind la localizacion sub-celilar del péptido de interés.

El péptdo de BtaE s purifico apartir de la feccion citopbsmatica solble. Para eth, ésta
fraccion fue smetida a @omatografiaLiquida de Alta Eficiencia (HPLG del inglés High
Peaformance_ligid chromatgraphy) utilizando una @umna conniquel (IMAC, por Immdilized
meal affinity coromatography). Aunqueuna proporabn considerble del péptio se perdiéen el
flowthrough (FT), otra partedel péptidoeluyd en lafraccion G4 Figura 17A) Esta fracan fue
concentrada y @metida a cronatografia @ columna S¢5. El péptid se enconty mayoritarianente
enla fraccion B, la cual preent6 variadandas de @@ molecularsimilar (Figura 17B). Meliante
Western blot, utilizando cano anticuepo primario anti-HisTag se confirnd la identida del
péptido, aunquetambién seobservaron Bndas protaias de mayopeso moleglar (Figura 17C),
probablementepor la presacia de muiimeros delpéptido resitentes a SB. Por dltmo, se
concentro la fracion F1 obénida de la olumna S-75y se la somi a cromabgrafia en calmna
S-200. El péptilo de Btak alyé de la ctumna S-200mayoritarianente en larfccion F3 Figura
17D). Se confimo la identidd del péptlo mediantéMestern blot(Figura 17E) Esta fracen fue

utilizada para iocular ratonsy obtenerds anticuerps policlonales anti-BtaE.

A : B
Ft Ll  MkkDa) Gl G2 G3 G4 G5 [G4] Mk(kDa) F1 F2 F3
' i . : | —_
3 : 50—
t ¢ ; 50 e
| i : ’ 35 s
| e —
* 25 «—
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CFl Mk(kD D
(kDa) VO Fl1  F2 Mk(kDa) F3  F4 F5  F6 F7  [F1] Mk(kDa) Mtra
. -
— — 50 %
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SOm— 35
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» o ] 25 - .
- 5 -
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Figura 17. Purificacion del pépticb derivado deBtaE.

(A) Se utilizé6 unacolumna de nfuel para purificar el péptido de interés apartir de la fr accion citoplasnatica
soluble, la fraccion G4 mostré mayores nivdes del pépticb. Esta fraccdn fue concatrada y somdida a
cromatografia encolumna S-75. B) El péptido de interés eluyéprincipalmente en la fraccid F1. (C)La identidad

del péptido fue cafirmada por Western blot. La fraccion F1 fue concentraday (D) purificada en una columna S-
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200, obteniéndoseel péptido enlas fraccionesF1 a F4. (E) La identidad dd péptido en R3 fue confirmada por
Western blot. Estafraccion fue utilizada para inccular ratones.

La pregencia de B4E en memkanas totalesle B. suisse analizé potWestern bla Los
trimeros de losAT Il presentan unadta resistenia a las cadiciones dedesnaturafiacion
comunmente utizadas. Poeste motivo, &s preparacines fueron @metidas a o fuerte proeso de
desaturalizacidh mediantetratamientocon el detegente Sekosyl 1% (lauwil sarcosinéo de
sadio) y é&cido férmico, y posteriormete sometidasa SDS-PASE y Westen blot. BtaE fue
dekctada en lacepa silvese con losanticuerposanti-BtaE (18.000) cono una proteia de
aproximadamete 75 kDa ge correspoderia a la foma monoméca de BtaEmientras ge esta
banda proteicastuvo ausemten la cepanutante (Figira 18). Esteesultado estia en lineaon la

prediccion de gie BtaE se etontraria end membranaexterna.

Figura 18. Western blot de membranas totdes de
Brucella suis 1330

Westerin blot Coomissie blue Las membranas wbtales de B. suis y B. suis AbtaE

wit AbtaE wt Abtak fueron sometide a un fuerte proce® de
¢ 4 desmturalizacion y posteriormente a SDS-RAGE y

—
- 1 Western blot utilizando los aticuerpos ant-BtaE

(1:8.000). A modode control decarga se corrigon en

paralelo las mismas muestras enotro gel, el wal fue

teflido conCoomasie blue.

I.5. Expresiénheterdloga & E. coli

La cepano adherete ni invasia de E. coli CC118 fuetransformad con el pl&mido
pBBRbtaE Laexpresion dda proteinaBtaE en el hepedador herdlogo se malizé porWestern
blot. Debido alas dificultales encontrdas para dewmturalizar altrimero sedecidié anatiar la
forma triméricade BtaE. Bra ésto, la proteinaspresentes edas membreaas totalesfueron
seradas porelectroforesisen un gelsemi-nativo discontinuoy analizadaspor Westen blot
utilizando los aticuerpos ati-BtaE. Losanticuerpos econocieroren E. coli pBBRbtaE unabanda
gue correspondria a BtaE,d cual estuvausente eralcepa contl (Figura 19) Esta obsemacion

indica queE. cdi pBBRbtaEexpresa la pteina BtaE.
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Figura 19. Western blot de mambranas totalesde E.

Western blot Coomassie blue coli pBBRDtaE.
ctrl pBBRbtaE ctrl pBBRbtaE Las proteinas pesentes en la membranas btales
! de E. coli pBBR1MCS (ctrl) y E. coli pBBRbtaE
(pBBRbtaE) fueron separadas en un gel semi-
nativo y analizadas por Western blot utilizando

anticuerpos anti-BtaE.

I.6. Andlisis defenotipos asciados a laenvoltura celular

Se ha bservado quédas bacteria del génerdBrucella cultivadas en elaboratoriosufren
comunmente urproceso desminado “di®ciacion”, debido a cambos en la estictura del atigeno
O de su LPS,que conveitian a la bcteria en wa cepa rugsa (ver secion 2.2.a.de la
Introduccién).Estos cambis en la supdicie de la bateria podria modificarlas propieddes de
adhesion. Cord fin de evaliar esta pobilidad se relizé un contol utilizand acriflavina(294).
El ensayo consie en resugmder las baerias en unalilucion deacriflavina 01% p/v y olservar
la formacion @ una suspesion homognea de célias en el csd0 de célula lisas obacterias
aglutinadas quesedimentarrapidamentesn el casale bacteriagugosas. Amodo de combl se
incluyo B. oviscomo cepaugosa. Comae puede aiervar en laigura 20, lacepa mutantdtakE
presenta el mimo comporémiento quela cepa panatal lisa, sgiriendo quela mutanteno ha
sufrido disociagon.

B. suis wt B. suis AbtaFE B. ovis wit
- Figura 20. Evduacién de disa@iacion.

Se realiz6 unasuspension decolonias deB. suis wt
(control de cepa lisa), B. ovis (control de cepa
rugosa) yB. suis AbtaE, en acriflavina 0.1 % p/v.
Tanto B. suis wt como B. suis AbtaE se emussionan
facilmente, mentras que B. ovis forma un
precipitado.

En seguado lugar seanaliz6 la psibilidad qwe la delecionde btaE resilte en un feotipo
pleiotrépico soke la estabitiad de la mmbrana extara. Para ad&ar el estad de la merbrana,
seevalué la toleancia a distitos compustos. Se comaré la toleracia deB. suis AbtaEy la cepa
silvestre a: dedcoloato desodio (DOQ 0.1%, EDTA 200 pg/nh, Tritdbn X-100 0.1% y aSDS
0.01%. No se bservaron dierencias sigficativas erire ambas gas en cuacta la toleracia a
ninguno de estecompuestogrigura 21).
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Figura 21. Tolerarcia deB. suis AbtaE a DOC, EDTA, SDSy Triton X-100.

A modo de controldel estado ded envoltura dela mutante enbtaE se compap la toleranciade la mutantecon las
cepas B. suiswt y complementala a: (A) DOC 0.1%, (B) EDTA 200 pg/ml, (C) SDS 0.0% y (D) Triton X-100
0.1%. En todos I casos se grafid el porcentag de unidades érmadoras decolonias (u.f.c)obtenidas lue@ de la
incubacion con caa uno de los ompuestos. El prcentaje de kacterias que strevivieron senormalizé conla cepa
silvestre a la cualse le asign6 elalor 100%. Los resultadosque se muestan corresponcn a un expefmento
representativo detres realizadcs por triplicado. Los datos fueron analizados mediante el andlisis ANOVA
(p>0.05).

Las espcies del ggero Brucella son particurmente restentes al lippéptido cathnico
polimixina B y a otros péfidos catiéntos fisiolbgcamente actios en manieros (ver eccion
2.2a. de la Intrduccion). B otras bacteéas Gram negtivas, el alllo peptidicode la polimkina B
interactia con leLPS de lanembrana extna, desplaando el cal@ y magnes que estabifian al
LPS, lo cual a 8 vez pertubba la membana externa304). Ademé, la porcioncorrespondiste al

acido graso dela polimixina B contrbuye a la msercion delcompuestoen la merbrana,
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produciendo ua disrupciénfisicoquimicague da lugaa cambios i la permeattidad de lamisma

(304, 305). Cotinuando corel analisis @ un posiblesfecto pleiotdpico de la dlecién debtakE se

arelizé la toleancia de lamutante a ditintas concatraciones d polimixina B (entre Oy 100

unidades/ml). 8 incluyerm B. abortusy E. coli como contoles adiciomles (155).No se

observaron difeencias entrda cepa silvere y la muante erbtaE en cuanto da toleranciaa las

digtintas concetmaciones depolimixina B ensayadas (§ura 22).

% u.f.c rto tiempo 0

10004

100

0.14

0.01

Tolerancia a polimixina B

S‘ll
un/ml Pol. B

T
100

B. suis wt

= B. suis AbtaE

E. coli
B. abortus

Figura 22. Tolerancia a polimixina B.

Se incubaon B. suiswt, B. suis AbtaE, E. coli

(como corirol de cepa sasible) y B. abortus
(como cortrol adicional de cepa resistate) en
distintas concentraciones de polimixina B.

Para cadacepa y concetracion utilizadas, se
determino el porcentajede u.f.c, adjudicando
el valor de 100% a la incubacin sin
polimixina. B. Los resultados que se mestran

corresporden a un experimento
representgivo de tres realizados por

triplicado.

Los resitados obteidos sugiene que la deleidn debtaE no produceun efecto pledtrépico

(directo o indireto) sobre leestabilidad yo estructurale la membana externa.

I.7. Autoagregacion y formacion debiofilm

microscopia defluorescen@ se pudo bservar quelas bacteriaforman agegados de iderentes

tamafios (Posdas et al, counicacidénpersonal). 8 analizé siBtaE estad involucrala en la

Hemosobservado ge B. suisaubagrega y sdimenta nothlemente emmedios liquilos. Por

camcidad de labacteria deautoagregarPara ello, 8 evalio po una lado,si E. coli pBBRbtaE

presenta la mima cinética d autoagregaén que la ¢gpa control ypor el otro, elefecto de lalelecién

de btaE en la autoagregedn de B. suis. Sin anbargo, nose observam diferencia en la

aubagregacionde E. coli que expresaBtakE y E. cdi que contiee el vectorvacio (Figua 23A).

Tampoco se oleyvaron difeencias en canto a la cinéica de autogregacion etre la cepa $vestre y

B. suis AbtaE (Figura 23B).
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Figura 23 Rol de BaE en la autagregacion baceriana.
Seanalizo la cinética de autoagregacion de (A)E. coli pBBRbtaE y (B) B. suis AbtaE, comparandolas con ss cepas

cortrol. Los resultados que semuestran corresponden a unexperimento representativo ce tres realizados por
trip licado.

Estas bservacionessugieren ge BtaE noestaria inelucrada enla autoagrgacion
baderiana y pofo tanto sugire que Btalho mediaridas interacciones célula-déla.

Por otraparte, la fomacion debiofilm sobre ma superficieabidtica es n proceso coplejo
gue implica enprimer lugarla adhesién & superficie y luego elreclutamiend de otras beterias
mediante interaciones entréacterias. Ra estudiar sBtaE intenendria en et procesase midio
la formacion debiofilm sobe placas de @iestireno yb vidrio medante tincionde la biomaa con
cristal violeta.No se obseraron diferencas entreE. coli pBBRbtaE y la cepacontrol tantoen la
adhesion a pobstireno (soprte hidrofébco) (Figura24A) como & la adhesid a vidrio (®porte
hidrofilico) (Figura 24B). Tanpoco se okervaron diérencias enwanto a la fomacion debiofilm

solre soporte ldrofobico ente B. suisAbtaEy la cepasilvestre(Figura 24C).
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Figura 24. Fommacion de biofilm sobre soportes
abidticos.

Se analiz6 la cgacidad de famar biofilm de E. cali
pBBR1MCS y E. coli pBBRbtaE sobre (A) poliestireno y
(B) vidrio. (C) Se evalu6 la camcidad de formacion de
biofilm sobre poliestireno deB. suisy B. suis AbtakE. Los
valores corresporden al porcengje de biomasaadherida,
referidos a la ce@ control a la cual se le asign el valor
de 100%. Los resultados que semuestran coresponden
a un experimenb representativo de tres realzados por
octuplicado.Los datos fueron analizados por Test de
Student.

*, significativamente distinto al control (p<0.05), con

95% de confianza

Estas bservacionessugieren ga BtaE no jarticipa en & interaccidbnentre bactéas y

tampoco influiriaen la interecion de la bcteria con sportes abiotios.

1.8. Adhesién acomponents de la matiz extracelular

Como ya se descrildi en la secdin 3.2.b. ded Introduccidn, diversas ddencias sgieren
gue la adhesiérde Brucellaa la ECM ya células d hospedado podria setimportante pra el
proceso infecaiso (253-255257, 262).Incluso se hgropuesto ge la adhesin estaria rediada
por proteinas d la superficé de la céluh del hospdador ricas B residuos d acido siakco y/o
redduos sulfatdos, asi coméambién pocomponentsde la ECMcomo por ejenplo fibrorectina,
coldgeno y vitonectina (28). Se estui entoncessi BtaE estéinvolucradaen la adhdén a
compuestos deal ECM o a feuina (includa por ser ria en 4cido sitco).

No se dservaron derencias eng E. coli pBBRbtaEy E. coli pBBRIMCS en cuamt a la
adchesion a colgeno ni a fetina; en camio, la cepa ge expresa BE mostré ua mayor capcidad
de adhesion tato a 4cido hilurénico (AH) como a fibonectina (Fgura 25A). Br otro ladoho se
observaron difeencias entrda cepa silestre deB. suis y la muante enbtakE en la adhgén a
coladgeno, fetuiay fibronectna. En camio, la mutarg presentd ua menor adésion a AH,que se

redaurd en la gea complerentada (Figua 25B).
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Figura 25. Adhestn a componenes de la ECM

Seanaliz6 la adhesion de (A) E. coli pBBRbtaE y E. coli pBBR1IMCS, asi conw la de (B)B. suis AbtaE y B. suis wt
a distintos compuestos de la EQV y a fetuina. Los valores coresponden al pacentaje de baterias adheridas a los
podillos luego de & incubacién, referidos a la c@a control a la cual se le asigo el valor de100%. Los resltados
gue se muestran orresponden aun experimentorepresentativo de tres realiados por triplicado. Los datosfueron
anaizados por Tes$ de Student cANOVA, seglincorresponda.

*, significativamente distinto al ontrol (p<0.05), con 95% de cafianza.

Los resitados obteidos indicanque BtaEestaria invalicrada en laadhesion aAH vy
suwgieren que tmbién podia participar @ la adhesiéra fibronectina. La ausetia de un feotipo

defectivo de AbtaE podria @berse a unaedundanciade funcions entre BtaEy otras adbsinas
como BmacC (B2).

1.9. Funcion deBtaE en laadhesion e ivasion a célilas del hosgdador

Para pder evaluard contribucidh de BtaE erla interaccié deB. suiscon las célus del
hogedador sestudi6 la adlesion e invagn a célulagdelLa. La lirea HeLa es mmodelo valdado
diferente a fagotos profesinales que & sido utilizado extensaente para @alizar enBrucella
spp la capacidd de invasin y repliacion intracéular. Para dterminar sidiferenciasen la
invasion se deerian a undefecto en d invasion oserian unaconsecuenei de una aldesion
disminuida, se dculd tambén la relaciorentre bacteds invasoray adheridas.

No se dservaron diérencias sigificativas en la capacidadie adhesio®e invasion aHelLa
de E. coli pBBRbtaE y la aepa control Figura 26A yB). En canbio, la mutate enbtakE mostré
una disminucid significativa tanto en eporcentaje ddacterias alderidas (deb3 + 7% respcto a
la cepa silves#) (Figura26C) comoen el porcetaje de baerias invasaes (del 70 +14%
regecto a la epa silvestrg (Figura 2®). Tanto I porcentaje de bacteds adheridacomo

invasoras se reéauraron compBBRbtaE, confirmandoque la ausetia de BaE e la respondale de
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los fenotipos tservados. & hace notaique el porentaje de beterias invaeras respect@ las
baderias adhedas fue simir en las dishtas cepasHigura 26E),es decir quéda eficienciaen la
invasion fue giilar en lasdistintas ceps, sugiriend que BtaE sta involucada en la alesion
inicial deB. susa HelLa y naasi en la ingsion.

La ausecia de un faotipo diferancial in vivoen E. coli que expresa Bt y E. coli control
puede deberse ana insuficente expresin y/o transl@acion de BaE en el hosgdador heteadlogo.

Alternativamerg, la funcidh de BtaE omo adhesia seria depadiente delentorno cellar de

Brucella.
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Figura 26. Adhesbn e invasion acélulas Hela.

Las células Hela se infectaron con las distntas cepas deE. coli (A y B) o B. suis (C-E), utilizando una
multiplicidad de infeccién de 1001. Se determird el porcentajede bacterias A, C) adheridas e (B, D) invasoras y
luego (E) se detemind el porcentaje de bactefas invasoras especto a lasadheridas, es dcir la relacién entre
invasoras y adherdas. El porceriaje de bacteras adheridas einvasoras se gpresoé relativo a la cepa contol (E.
coli pPBBR1MCS 6 B. suis seguncorresponda),a la cual se ¢ asigné el vabr de 100%. Los resultadosque se
muestran corresponden a un eyerimento representativo detres realizados por triplicado. Los datosfueron
anaizados por testde Student )AANOVA, seglncorresponda.

* significativamente distinto delcontrol (p<0.05), con un intervalo de confiana del 95%.
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Con elfin de confimar el defeto de la cep AbtaE en & infeccion @& células Hea se
redizd un ensgo de compeancia con lacepa parentaPara ello,se infectaroncélulas Hela, co-
inoculando caritlades equiglentes deB. suiswt y B. suisAbtaE Se utilizdé una multiplicidad de
infeccion de 501 para cada&epa, resultado en unamultiplicidad de infeccid total de 10:1, al
igual que en le ensayos amriores. Lamutante erbtak fue fueremente dedpzada pord cepa
silvestre, tantorela adhesid como en lanvasion (Figira 27A y B, reforzandda hipéteside que
BtaE participa a la adhesiéme Brucellaa estas célug

Otro eroque utilizalo para evalar el rol de BaE en la adésion a céluds fue analizasi el
AH es capaz deompetir erla adhesiémle B. suisa &lulas HelLa.Al pre-incular la cepa silestre
con 25 pug/ml & AH, se obervé una disinucion enla adhesiéra las célulagle un 60% Figura
27C). Este porentaje es sinfar al de adbsion de lamutante en BiE (Figura BC). Por otrolado,
la adhesién a ldLa de la cep mutante e btaE no fue mayormenteafectada pola pre-inciacion
con AH. Estos esultados sgieren que ladhesion deBtaE al AHcompite con & adhesion &leLa

mediada por B&E y refuerza el rol de B&E en la adhgon a célula del hospedaor.

B
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1071 . 10004 .
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LA Figura 27. Ensayos de cmpetencia en laadhesion e
AP 7
] B. suis wt invasion aHela.
3 ~# B. suis AbtaE . .
L5x10° 3 Se realizoun ensayo de empetencia ente la cepa
% 1.0x10° ] ' silvestre y la mutante en btaE evaluando la (A)
= — | L . i
] ll\‘_'\i adhesion e(B) invasion aHela de cadacepa. Para
5 s ] [ L, . .
5610 eso se reatio la infeccidnco-inoculando cantidades
0 . equivalentes de cada unade las cepas.

0 50 100

, (C) Se evald si la pre-incubacién de lasbacterias
Acido hialuronico ( pg/ml)

con distintas concentracones de AH escapaz de
competir en la adhesion a HelLa. Los resultados q®e se muestram corresponcen a un eyperimento
representativo detres realizadospor duplicado. Los datos esta expresados omo u.f.c/ml. Los valores repesentan el

promedio + desvicestandar de unexperimento representativo.
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Para védar el analsis del fenoipo adhesivade la mutate in vivo se utilizé otralinea
celular, la lineaA549 de wigen epitelid de pulménhumano. Etas célulasson eficientenente
infectadas porBrucella spp (306). Lamutante btaE mostré6 u@ reduccionsignificativa en la
achesion (50 48%) e invasin (51 + 136) a célulasA549, comprada con lacepa silvesg, a la
cud se le asiga el valor del00% (ver Fgura 28A yB). La cepa omplementda con el plémido
pBBRbtaE preent6 un fenoipo restauranl Por otro lao la relacid entre la inasion y la atiesion
de la mutante ya cepa silestre fue sirflar, sugiriemlo que la diminucién @ la invasiénde B.
suis AbtaE a céulas A459es una consgiencia ded menor adbsion. Las dierencias emé las

cepms silvestre yomplemerdada no fuern estadisticanente signifiativas (p>005) (Figura BC).
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Figura 28. Adhesbn e invasién acélulas epiteliaks de pulmoén, Inea A549.

Se nfectaron céluas A549 conB. suis wt, B. suis AbtaE y B. suis AbtaE pBBRbtaE y se catul6 el porcenaje de
bacterias (A) adheidas, (B) inva®ras (C) y se @termind la relacion entre invasoras y adherdas. El porceriaje de
bacterias adheridas e invasorasse expreso rkativo a la cga parental, ala cual se leasign6 el 10060. Los
resultados que semuestran corresponden a unexperimento representativo ce tres realizados por triplicado. Los
datos fueron analzados por ANOVA.

*, significativamente distinto delcontrol (p<0.05), con un intervalo de confiana del 95%.

En conjnto, estos multados indtan que Btakesta involucada en la duksion a lasd@ulas
del hospedadode origen ejielial. Dadoque la infecién de maabfagos es arcial en el ailo de
vida deBrucella dentro del bspedador,esdecidié exporar la podiilidad que BaE contribya con
la adhesion yd invasion afagocitos pofesionalesutilizando @mo modelola linea J74 de
macréfagos munos. No sebservaron derencias eruanto a la dhesion o inasion entred cepa
silvestre y la mtante erbtaE (no se mudsa), indicamlo que, al meosin vitro, BtakE no conibuye

con la intearacdn inicial deB. suiscon bs macréfage.
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1.10. Replicacit intracelular

Para eduar la posilidad de quéBtaE esté imolucrada eretapas postares a la aldesion
e invasion, sello la repitacion intraelular utilizando macréfgos murinosy células Hea. En
ambos modele B. suiswt y B. suis AbtaE pregntaron la misma cinétta de repkacion
intracelular, locual sugiereque BtaE ncseria necesaa para etaatardias ded infeccion aestos
modelos celulags (Figura 29%.

Replicacion intracelular en macréfagos Replicacién intracelular en HeLa
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Figura 29. Replicaion intracelular.

Se midi6 la cinética de la repliacion intracelular de B. suis wt y B. suis AbtaE, utilizando los modelosde (A)
macrofagos murinos y (B) céllas Hela. Losresultados que se muestra correspondaen a un expermento
representativo de tes realizadogor duplicado.

I.11. Localizacion de BtaE

Es espmble que ua adhesina sexprese soler la superfite bacterianade modo depoder
interactuar corel receptor digando ubi@do sobre lassuperficie & la célula ecariota o laECM.
Ademas, los membros de Is AT |l caraderizados haa el mometo son protaias integralesle la
membrana extera que no sien un clivag del domind pasajero, aiferencia @ lo que ocure con
los AT |. De tadas manerass necesaridemostrar ge estas cacteristicas tabién se cmplen
pam BtaE. Porun lado, corm se muestran la figural8, los anticerpos anti-BaE detectano una
proteina en lafraccion demembranasde la cepa ifvestre queestuvo ausete en la mtante,
indicando que BE se locafia en dicharficcion. Re@ntemente, @dencias dawestro labaatorio
moastraron que keautotransprtador monamérico BmaC se localizaia mayoritaramente denanera
unipolar (262).Para evaluas BtaE se eauentra sobréa superficiey si tambié se localiza B una
regon particula de la célulase realizarn ensayos denmunofluoescencia. Parello, las ceps de
B. suisy B. suisAbtaE mar@adas con GP fueron cultvadas en nd#o rico hast fase expoencial.
Las bacterias deron fijadassin permehilizar y andizadas por nmunofluorescencia utittando

anicuerpos antBtaE y migoscopia cofocal. En lascondicionesdel ensaycse detectd BiE en
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apoximadamete 1-3% deds bacteriagxaminadagde la cepaB. suiswt. Entodos los csos la
sefal roja correpondiente @8taE mostrdocalizacidnunipolar (Figuira 30A). Td como se g®raba
no se observdehial roja enlas células @B. suisAbtaE, mientra que la seél se restaur@n la
cem complematada con eplasmido pBRbtaE (no £ muestra)Hasta nuestreonocimienb, ésta
seiia la primer dscripcion @ un AT trimérico con loctizaciéon uniplar.

Se dediié evaluar @ la mismamanera la loalizacion dela adhesinaBtaE cuandcse la
expresa en fana heterdlogan E. coli. E. coli pBBRbtaE mostréuna sefial @respondierg a la
proteina (en raj) en el 5%de las baerias. En tods los casosa sefial pesentd locakiacion
unipolar (Figue 30B). En canbio, la séal estuvo asente en la @a controlE. coli pPBBRIMCS
(nose muestra).

Estas bservacionesndican queBtaE se lochza sobre lasuperficie dela bacteriague la
porta, y que aimenos mayotariamente,d hace de mdo unipolar Ademas, losesultados ggieren
gue el mecaniso involucralo en la loclzacion pola del AT trimérico BtaEestaria conswado

enteB. suisy E. coli.

Figura 30. Localizacién superficial de BtaE enBrucellay E. coli.
Secultivaron (A) B. suiswt y (B) E. coli pBBRbtaE marcadas con GFP. Las células (sinpermeabilizar) fueron
analizadas por irmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-BtaE (rojo). Las muestias fueron obsevadas

utilizando una lene plana-apocramatica (100X/14 Oil DIC objective) en un microscopio cofiocal Pascal deZeiss.

Se analié tambiénla expresiorde BtaE cando las bakerias estaren contactocon la
célula. Para eb, se colocéun cubreobjios circularen el fondode los pocilbs de las pleas, y
solre éstos, seultivaron bs células ldLa. Las cdllas fueroninfectadas guiendo elmismo
pratocolo que eltilizado enlos ensayosle adhesion evasion peo utilizandobacterias maradas
con GFP. Unahora pos$-infeccion (p.i.)las célulasfueron analiadas por imunofluoregsencia
utilizando antigerpos anti-BaE y micrecopia confaal. Las baatias en conteto con las éulas
enlas cuales spudo detectaBtaE, presetaron la protina en el pto que estaban contact@on la
célula (Figura 31). Adem&, como sedescribié peviamente 262), las baterias usuahente

tomaron contaat con la supedicie de la €lula hospeddora a travésle un polo.
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Figura 31. Inmunofluorescenciade bacterias adheridas a HelLa.

Degués de una bra de iniciada la infeccion con B. suis wt marcada con GFP, las célubs fueron fijadas sin
permeabilizar y analizadas por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-BtaE. Las células HlLa se
observaron por tr ansmisién, mientras que las kacterias (en vede) y BtaE (en rojo, sefialach por una flecha roja)
se observaron mediante microscopia confocal utilizando una lente plare-apocromatica (100X/1.4 Gl DIC
objective) en un mcroscopio Pasal de Zeiss.

Teniena en cuentaque: i) lasadhesinas @ B. suis 1330 BmaC yBtaE presetaron
localizacion unpolar, i) aparentementeBrucella se pondria en ontacto conla superficiede la
célula del hospdador a trags de uno desus polos sore el cual e detectarortanto BmaC(262)
como BtaE vy ii) la division celular deBrucella es asimétricay da lugar ados célulashijas
diferentes, corpolos distinte (39), surg la hipotesisque las adésinas podria estar localiadas
enun determindo polo (nugo o viejo). Rira estudiaesta posibilidd, se analia la localizacdbn de
BmaC y BtaE por inmundluorescen@ de bacteas que porthan fusions traducciomles a
proteinas fluorecentes de @rcadores dgolo viejo onuevo.

Como & describié a la secciénl.1. de la Intoduccion, BhS es unaistidin quinaa que
se recluta esgcificamente en el polo viejo de B. abortus (41). AidB es una mteina
hipotéticamenteinvolucradaen la repareion de ADN, la cual esreclutada erel polo nugo de
Brucella o en € sitio de onstriccion geccién 1.1de la Introdiccién) (42).Dado queambos
marcadores degio fueron igntificados @ B. abortus en primer lgar se evaluda localizactn del
ortélogo de BnaC enB. abortus (el cualtiene un 9%% de identilad de seancia aminoaidica
con el homolgo en B. ais). Mediarie inmunofliorescenciacon anticugpos anti-BnaC se
confirmé que, @ B. abortus el ortélogode BmaC tmbién presata localizachn unipolar(no se
muestra). Luegse analizo lgpresencia dB8macC en beterias quegresaban l&usiéon PdhSGFP
0 AidB-YFP y ® evaluo ladcalizacion elativa de BnaC. Se utilip tincién can DAPI y cantraste
de fase para digguir la faoma de la beteria. El anésis mediané microscofa confocalmostré
gue cada vez ge BmaC fuedetectada (erojo) sobrela superficiede B. abortus que expreaba la
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fusién de PdhRGFP (en vate), la adhdsa se ubic@n el polo opiesto al demarcador (2%asos)
(Figura 32A). B ningun cas se observ@ilue BmaC yPdhS-eGFRo-localizara. En cambd cada
vez que se det®d BmaC eruna cepa qaportaba lafusion AidB-YFP (en ararillo), la achesina
esuvo present® bien en emismo poloque el marcadr (31 casosd en bacteas con el mecador
difuso, pero noca se encond en el poloopuesto (veFigura 32B) Como se gweraba, la mtante
de B. abortusbmaC no mosré sefial rag (no se mustra). Estas bservacionesndican queen B.
abortus, BmaCse localiza erel polo nuew de la bactea.

Con ceps deB. suisque expresafusiones ddos marcadees de poloerealizé elmismo
ardlisis que paa B. abortusy se llegé ad misma coolusion, es dcir, en la ondicion anakada,
BmaC solamemtfue detectda en el pol;muevo de labcteria (no 8 muestra).

Siguierdo el mismoprotocolo, seestudio la l@alizacion réativa de Bt& enB. suis Cada
vez que la adhena BtaE fuedetectada (@rojo) en um bacteria qa expresabalanarcador d polo
vigjo (PdhS-eGP, en verdg la proteinase ubico erel polo opesto al del marcador (30casos)
(Figura 32C) yen ningun cao estuvo ulada en el msmo polo. B cambio, ertodos los csos en
los que se deté6é a BtaE eruna bacteriajue portabal marcadomde polo nueo (AidB-YFP, en
amarillo), la achesina se eranitré en elmismo polo qie el marcadr (17 casosjFigura 320D o en
baderias en lasuales el marador se erantraba difus, pero en migln caso sencontré queBtakE

estiera en elpolo opuestaa AidB. Ests observacines indicangue BtaE sdocaliza, almenos

mayoritariamerte, en el polmuevo de ldacteria.
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Figura 32. BtakE yBmacC se localzan en el polo mevo deB. suis.

Se realizaron inmunofluorescertias con antiaierpos anti-BmaC en cultives fijados (sin permeabilizar) de B.
abortus expresand (A) PdhS-eGFP, o (B) AidB-YFP. Se raliz6 ademas incién con DAPI y observadon de
contraste de fasepara determinar la forma de las bacterias Las célulasfueron obsenadas por microscopia
corfocal utilizando un microscopgo LSM 510 Meta con lentePlana-apocromgtica (60Z/1.40il DIC objective). En
las imagenes repesentativas seindican BmaC, PdhS-eGFP yAidB-YFP con flechas rojas, verdes y anarillas,
respectivamente.Ademas se mugra una representacion esqematica y un perfil de intensidades de los diintos
canales, construich sobre la lineapunteada celate que esta pesentada en laprimer foto, expresado en undades
arbitrarias. El mismo analisis fwe realizado para BtaE enB. suis tanto con (C) PdhS-eGFPcomo con (D)AidB-
YFP.

Se pued concluir que, en las cadiciones de ensayo, BhaC y BtaEse detectanreuna
peguefia propaion de bactdas, pero ertodos los ceos ambas @hesinas seotalizan en kepolo
nuevo de la lacteria. Esta observacioes sugiene que el pto nuevo @& Brucella estaria
funcionalmentediferenciadgpara la adheaén.

I.12. Resistenca a suero deBtaE

Como & menciondanteriormerg (seccion 2.a. de la rtroduccion),Brucella es muy
tolerante a la dovidad bactécida del canplemento (42, 307). Laestructura peicular del LPS de
baderia es, amenos en pagt responsalelde esta mgor toleranca al complenento. Sin erbargo
se ha propuest que otrasmoléculas demas delLPS tambiénpodrian catribuir con dicha

resstencia (151 Dado quedgunos ATstriméricos, omo por ejenplo YadA ce Y. enteroolitica
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(308) y UspA2 de Moraxdla catarrhdis (309), efdn involucedos en la dlerancia deéstas
baderias al coplemento,se decidid galuar un psible rol deBtaE en latoleranciaa este
mecanismo de eiensa del bspedador. Ra ello, se ndié el porcataje de supetivencia dek. coli

gue expresa Bt y de la muante btaE luego de ser ingbadas en umdilucion desuero poraio con
actvidad de canplemento ycompararlason las cepasontrol.

No se acontraron dierencias ena supervivecia deE. cdi pBBRbtaE respecto ad cepa
control (Figura 33A). Se comprobé aqe la activithd bactericla del suev fuese delda al
complemento; pra ello, seccompar6 paa cada cepaal cantidad @ bacterias \ables luegale ser
incubadas erbuffer (controlde viabilidal), suero o sero previanente calentad (30 min a56°C).
Ese tratamiend desnaturatia los compoentes del amplemento.Como se pede observaen la
figura 33B, laactividad batericida del sero se perid al inactiar el complenento. Delmismo
modo, no se ofervaron difeencias en l&olerancia acomplemer entreB. sus AbtaE, y la cepa
pamental. Estosresultados idican que BdE no estarianvolucradaen la toleracia deBrucella al

complemento.
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g 1504 o _ 104
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E. coli pPBBRIMCS  E. coli pBBRbtaE

C Figura 33. Tolerancia a la actividad bactericida
del complemanto presente @ suero porcina

Se evalué el porcenaje de baterias
100+

sobrevivientes de distintas @pas de (A)E. coli o

(C) B. suis, al ser incubadas en una dilugén de

50- suero (10% para E. coli y 50% para B. suis) con

actividad de complemenb. Los valaes se

% supervivencia

encuentran referidos a la cga control a lacual se

0 le asigné el 100%. (B) Ademéas se reakd un

control, comparando la cartidad de bacteias de

las distintas cepas deE. coli que sobrevven al

incubarlas en buffer (cortrol), suero o suero
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calentado a 56°C durante 30 min. Los resultados que se muestran corresponden a un
experimento representativo de tres realizados por triplicado Los datos fueron analizados por test de Student o
ANOVA, segun corresponda.

*  significativamente distinto del control (p<0.05), con un intervalo de confianza del 95%

[.13. Expresionin vivo de BtaE

Es esperable que BtaE se expiies@vo en el hospedador natural. Por lo tanto, se analizé
la presencia de anticuerpos capaces de reconocer a BtaE en sueros de 14 chanchos sanos y 14
chanchos infectados cdB. suisa través de un ensayo de ELISA indirecto. Los sueros fueron
gentilmente cedidos por Sebastian Elena y Niwla del SENASA. Los pocillos de placas de
ELISA fueron recubiertos con la fraccion sub-celular enriquecida en cuerpos de inclusion de las
cepas deE. coli BL21 pAcBtaE (la cual expresa el péptido derivado de BtaE utilizado para la
obtencién de anticuerpos, seccion 1.4 de éste capitulie la cepa transformada con el plasmido
vacio como control. Los pocillos recubiertos seulvaron con los sueros y se midio el titulo de
anticuerpos capaces de reconocer a BtaE, mediante el uso de la proteina A/G conjugada a fosfatasa
alcalina. A los valores obtenidos se les relosefial observada en pocillos que tenian
inmovilizados los cuerpos de inclusién de laaawntrol (plasmido vacio), analizados con el
mismo suero. El titulo de anticuerpos capacesamoeer a BtakE fue significativamente mayor en
chanchos enfermos que en sanos (Figura 34Alysa si se descarta al cerdo muy desviado con
alto titulo. Estos resultados sugerque: i) BtaE se expresaiavivo en el hospedador natural, ii)
la proteina seria antigénica vy iii) BtaE indigituna respuesta humbgenerando produccién de
anticuerpos.

También se analiz6 la expresion de BtaBEiersuero humano proveniente de un individuo
infectado conB. suisy un suero de un individuo sangentilmente cedidos por la Dra. Nidia
Lucero de la Administraciéon Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS). La sefal de
anticuerpos anti-BtaE en el suero del paciemirmo fue significativamente mayor (p < 0.001)
que el obtenido para el individuo sano (Figura 34B). Sin embargo, es importante sefialar que este
resultado es preliminar y que para confirmar esta observacion sera necesario evaluar un nimero

significativo de sueros humanos provenientes de individuos infectados y sanos.
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Figura 34. Anticuerpos anti-BtakE

Seestudid la presncia de anticlerpos capacegle reconocer aBtaE en suer provenientesde (A) porcinosy (B)
humanos. En cadacaso se comp® la sefial deanticuerpos cgpaces de recoacer BtaE en sieros provenientes de
individuos sanos yenfermos. Losensayos realiados en porciros fueron realzados dos veeg mientras qie en el
ca® de los humarms se realizarm 4 repeticiones, en ambos caos por triplicado. Los datosfueron analizados por
test Student, y enambos hospdadores se obmvaron diferencias significaivas (p< 0.05) las cuales noestan

indicadas en el gréico por claridad.

I.14. Virulencia en ratones

Para edluar la contibucion de BAE en la virlencia deB. suis, se invego el efectade la
delecion debtakE sobre el regento de baetias en bazale ratén. Che destacarwg normalnente al
redizar infeccones de ramnes con Brucella, las bacterias isn inoculalas via ingccion
intraperitonealDado que eposible queBtaE esté inglucrada en®pas tempraas de la infecién,
se decidi6 inoalar los ratmes a travégle la rutaintragastrica.Se ha des@to que lacarga
baderiana en &Zo y otros6rganos deatones infetados conB. abortus por la via digstiva
incrementa sigificativamene a los 7 diap.i., y se etabiliza a tempos masdrgos (310).Por lo
tarto, se decidi evaluar la arga bacteriaa en bazo & y 30 diag.i. en colabracion con & Dra.
Silvia Estein [(aboratorio de Inmunobgia, Facukd de Ciewias Veterimrias, Univesidad
Nacional del Cetro de la Povincia de Benos Aires U.N.C.P.B.A), Tandil). Tanto a los 7 omo a
los 30 dias p.ila carga bcteriana enbazo de renes infecdos con lacepa mutar fue
significativamente menor qa en ratonesnoculados co la cepa pantal (Figura35Ay B). Alos 7
dias p.i. la redacion de la mitante respdo de la cepailvestre fuede 0.76 logmientras ge a los

30dias fue de 24 log. La cpa complerantada mosti una infecadbn similar a & cepa parest.
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Figura 35. Rol deBtaE en la virulencia deB. suis.
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Se hocularon intragastricament ratones BALB/c (10 ratones por grupo) con: B. suis, B. suis AbtaE o la cepa
complementada. Cinco ratones ¢ cada grupo fieron sacrificados a los (a) & (b) 30 diasp.i., a los cuals se les

determiné la cantidad de bacteras en el bazoPara ello seplaquearon diluciones del hanogenato de lazo en

duplicado, y se deerminaron las u.f.c. Los resiltados se expesan como elalor log;o por bazo y se eviuaron

mediante ANOVA. El experimento se repitié dosveces obteniédose resultads similares.

*, significativamente distinto a lacepa silvestre p< 0.05)

Estos reultados indtan que BtE es necesatipara una vilencia corpleta deB. suis en

ratones infectads por la viantragastricatanto en etags tempranasomo tardia de la infecton.
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Capitulo Il: Caracterizacién de BR_1846

II. 1. Andlisis bioinformatico de BR_1846

El locus BR_1846 se localiza en el cromosoma |Rlesuis1330 entre las posiciones
1778557 y 1777721 y tiene una longitud de 837Hproducto del gen estd anotado como una
proteina hipotética de una longitud de 278 aminoacidos y un peso molecular estimado de 28.5 kDa.
Al analizar las regiones adyacentes a BR_1846bserva que los genes lindantes se encuentran
codificados en la misma hebra de ADN (Figura 36A). Rio abajo se encuentlaci BR_1843 y
BR_1844, los cuales codifican proteinas involucradda biosintesis de ampacidos de la familia
del glutamato y elocus BR_1845, que codificaria una proteina que uniria GTP. Rio arriba se
encuentran BR_1847 y BR_1848, los esatodificarian putativas acetiltransferasas.

Al analizar con més detalle &ecuencia de BR_1846 se detidngue la proteina tendria
en su amino terminal una secuencia sefal dm de clivaje entre los aminoacidos alanina y
prolina de las posiciones 29 y 30, respectivamente. i&ptido sefial mediaria el transporte de la
proteina a través de la membrana interna pondquinaria Sec (278). El andlisis del C-terminal
revel6 la presencia del dominio traslocadoictpde los AT Il (dominio C-terminal YadAke).

Entre el dominio C-terminal y la secuencia sefial se observé una regién de 170 aminoacidos que
corresponderia al dominio pasajero del autopartador. Dado que la peiha consta de los
elementos tipicos de ATII se la llamé BtaF (Boucella trimeric_autotransportgr Con respecto a

la regidon que corresponde al dominio pasajgwose encontraron dominios asociados a alguna
funcién ni tampoco dominios conservadiasfuncion desconocida (Figura 36B).

Como se menciond en la Introduccion (ver seccion 3.2.a), se espera que los AT Il tengan
una estructura de tipo cabeza-conector-tallo-anclaje (Figura 8). Sin embargo al estudiar la
estructura modular de BtaF se pudieron identificar Gnicamente el clasico dominio de anclaje de
membrana, que coincide conaddminio C-terminal YadAike, y segmentos correspondientes al
tallo (Figura 36C). No se pudieron predecir donsréstructurales correspondientes al conector ni

a la cabeza.
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Figura 36. Entorno genético debtaF y dominiosde la proteina

(A) Entorno genético debtaF (BR_1846), constuido en funcional grafico obtenido de TIGR CMR.

Esquema de BtaFen el cual se imican los domhios (B) funcionales y (C) estucturales, quese reconocen gartir
del analisis de la scuencia protetca.

Mediant el uso deMetaServerZ99) se comaré la estratura prediba de BtaF on las
estucturas deproteinas degsitadas erdistintas bass de datosEste analisianostrd, cono se
esperaba, una léa smilitud en la estruwira predick para el dminio C teminal de Btd&, con
estucturas yaesueltas corrgondientesa dominios Cterminales @ otros ATsll. Por otro &do, si
bien a nivel seaencia el dminio pasajen no preser similitud can ninglin doinio descrpto, se
en®ntrd una snilitud significativa en swestructura pedicha conds estructura2gih_A y Jp9hA.
La similitud can 2gih_A seobserva etme los amiwmacidos 57 y201 de BaF. Esta estrctura
pettenece al dminio del AT Il UspAl deM. cattarhalsresponsale de la uniéral receptor eular
CEACAM1 (300). Por otro &do, la estratura 1p9hA correspond a un domiimo del AT Il YadA
de Y. pestisregponsable dda unién a olageno (24); la similitud con Yad\ se observan la
regon entre lo@minoécidos0 y 207 deBtaF.

Finalmente, se reali@ una busgeda de ort6lgos a BtaFen distintas egecies y cegs del
género Brucella utilizando BLAST (276)y KEGG (277). Las prteinas ortolgas se comgraron
con BtaF deB. suis 1330 Tabla 16).  encontraro ortélogosanotados ertodas las gcies
clasicas salvo B B. ovis sin embargo, aftealizar unabldsqueda e el genomale B. ovisse pudo
identificar la presencia de m ORF que n se encuen#r anotado amo tal, quecodificaria @ra un
homologo de BaF. El gen seencuentra el cromosoma | deB. ovis entre las psiciones 186495
y 1785911 (58 nucledtids). Todos s ortdlogospresentan ds dominios caracteristios (y

esaciales) deds ATs: securcia sefal, dminio pasagro y dominb translocadn
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Es interesante destacar que dentro deitidogos se observé una importante variabilidad
entre las distintas especies, asi como también egpees de una misma especie. El largo total de la
proteina varié entre 155 (paBa melitensiSMEI0205) y 437 aminoacidos (paBa microt) (Tabla
16). En forma similar al ortélogo dB. suis 1330, no se detectaron dominios estructurales
correspondientes a la cabeza en varios de lo®logws; sin embargo, otros ortélogos presentaron
uno e incluso dos de estos dominios. El porcemtajsimilitud del ortd@go de la cepa 1330 de
suiscon el de las proteinas de otras especies analizadas varié entre el 67.6% (para BAB1_ 1854 de
B. abortus2308) hasta el 86.5%B( pinnipediali3. Al comparar homoélogos de otras cepas d& la
suis se observé que en el caso de la cepa VB&2proteinas son idénticas (100% identidad),
mientras que las correspondientes a otras cepas como 92/93 y la cepa 686 presentan una baja
similitud (89.4 y 74.9% respectivamente). Inclwso la proteina de la cepa 686 se predicen dos
dominios asociados a la estructura correspotgli@nla cabeza, mientras que en los demas
homdlogos deB. suis analizados no se predice dicha estructura (Tabla 16). Todas estas
observaciones indican que existe una important@hiidad entre los ortélogos no solo entre las

distintas especies del género, sino también entre distintas cepas de una especie.

Cepa Locus Longitud (aal Anotacion daTAA % Identidad/Similitud
Cabeza| Tallo | Conectof Anclaje

B. suis1330 BR 1846 278 - 1 - 1 -
B. suisVBI22 BSVBI22_A184] 278 - 1 - 1 100/100
B. suis92/29 C062_01978 311 - 1 - 1 89.1/89.4
B. suis686 EEY31924 269 2 1 - 1 74.6/74.9
B. abortus2308 BAB1_ 1854 197 2 2 - 1 66.2/67.6
B. abortusS19 BAbS19 117344 257 2 2 - 1 74.6/75.9
B. melitensisl6M BMEI0205 155 - 1 - 1 53.6/54
B. canisATCC 23365 | BCAN_A1884 374 - 2 - 1 73.5/74.1
B. microti BMI_11862 437 1 2 - 1 61.3/62.5
B. pinnipedialis BPI1_11902 311 - 2 - 1 85.5/86.5
B. ovisATCC 25840 Presente* 195 - 1 - 1 69.4/69.4

Tabla 16. Ortélogos de BtaF en distitas cepas y especies del géneBoucella.

En cada caso se indica: el nombre débcus, el nUmero de aminoéacidos de la proteina, la cantidad de dominios

estructurales correspondientes a cabeza, tallo, conector y anclaje identificados con daTAA y la identidad y
similitud con respecto a la proteina dd. suis 1330.

*Locus no anotado; el cual codificaria un homologouncional a BtaF ubicado entre las posiciones 1786495 y

1785911 (585 nucleétidos) del cromosoma | & ovis ATCC25840.
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Il. 2. Obtenciénde la cepa @ B. suis mutante enbtaF y su compementada
La mutante se genérsiguiendo & misma esttegia descrita parabtakE A partir delADN

gendmico deB. suis1330 € amplificé wn fragmentorio arriba debtaF y un fragmento ricabajo
del gen (Figua 37A). Los primers introdujeron @ el extreno 5° de cad hebra sits de
remnocimientopara distinta enzimas deestriccion.Ambos prodctos fuerodigados entresi, el
producto de laligacion fue amplificacb mediantePCR (Figura37B) y clahado en elvector
pkl8mobsacBpbteniéndosel plasmidopAbtaF. En la Figura 37Cse puede olesva que lugo de
la digestion delpldsmido ca las enzima BamHI y Sphl se obtuieron las badas esperad. El
plasmido fue transferido por conjugaion biparetal a B. sus. Se selecionaron sinples
recmbinantesen presenciade acido alidixico y kanamicina.Las doblesrecombinargs se
sekccionaron a medio com sacarosalas mutantese confirnaron por colony-PCR cano se
explica en “Matriales y Mébdos” (Figua 37E).

A TRCSI B c
Mk Rioamba Rio abajo Mtra Mk Ctrl- Mk Dig. Minip.

= ==me—v

+ - + -

Ctrl- 12 13 24 Mk Ctrl- 12 13

s e .

Figura 37. Obtencbn deB. suis AbtaF

(A) Se amplificé wa region ri6 arriba de btaF y otra region rio abajo, amkas de aproximedamente 370pb; las
cuaes gracias a laadicion de sitbs de reconoaniento de enzinas de restriccon se ligaron entre si obteniendo un
producto de aproxmadamente BO pb. (B) La ligacion fue amgificada mediante PCR y lueg clonada en elvector
pK18mobsacB olbeniéndose elplasmido pAbtaF. Se confirmd su correcto ensamblado mediante colony-PCR,
seaenciacion y dgestion del plémido. (C) Al digerirlo con las enzimas Bantdl y Sphl se ddtuvieron las bandas
esperadas de apraximadamente 5.6 y 0.7 kb. ® transfirié el plasmido aB. suis 1330 y seseleccionaronclones
dobles recombinates. Se estudieon los distintcs clones mediate colony-PCR utilizando oligos que amplifican (D)
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un fragmento de groximadamente 660 pb en pesencia de la ersion silvestredel gen, (E) yotro par de oligos que
amplifican un fragmento de apraimadamente 50 pb en presacia de la verson delecionada Se pudo deteminar
que el clon 13 pesenta el genbtaF delecionad, con lo cualse lo llamdB. suis AbtaF. En todos los cass Mk

corresponde al macador de pesanolecular, y Ctrl al control.

Con elfin de comptmentar lamutante, el gn btaF fue clonado jund con sus rgiones
flanqueantes ficluida una egion rio ariba de 631pb que probBlemente catiene a supropio
promotor) en elvecta pPBBRLMCS, cuyoorigen repliativo es funtonal enBrucella (Figura38A),
obteniéndose elplasmido pBBRbtaF. Su correcto ensambladose confirmo por colonyPCR,
digestion del pésmido (Figua 38B) y seuenciacionDel mismomodo que coio se explicén el
ca® debtaE, d plasmido BBRbtaF fue transferidopor conjugan biparendl a B. suisAbtaF.
Mediante colony-PCR seevalu6 en & cepa corplementada d presenciade las vesiones
delecionada y divestre del ge (Figura 3& y D).
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Figura 38. Obtencbn deB. suisAbtaF pBBRbtaF.

(A) A partir del ADN gendmicode B. suis 1330 se amplifi@d un fragmento de aproximadamente 1.6kb que
cortiene abtaF y sus regiones fanqueantes, elcual se clonéen el vector pBBR1IMCS obteniéndose el phsmido
pBBRbtaF. Se cafirmo el correcto ensamblalo mediante colony-PCR y (B) digestion del plasmido ©n las
enzmas de resticcion Kpnl y Sacl. Medante la digestion se obtwieron las bandas esperads de
aproximadamentel1.6 y 4.7 kb. Pr otro lado seconfirmé mediante secuenciaion del inserb, que éste nduviera
errores en su secencia. Finalmente el plasmidose introdujo en B. suis AbtaF y se obtuvo lacepa complenentada
B. suis AbtaF pBBRbtaF. Mediante colony-PCR se evalio ge los distintas clones de lacepa complenentada
tuvieran tanto (C) la version silvestre provista en el plasmido,como (D) la \ersion deleciorada del gen. @mo se
detalla en “Materi ales y Método$ los oligonuckotidos utilizados amplifican en el primer caso una banda & unas
440pb, mientras que con el segudo par de oliges se amplificauna banda de @roximadamente 750 pb. Losclones
1 a3 amplifican ambas bandas, ¢ cual indica que son mutantes que han sidocomplementalas con lo cualposeen
tanto la version déecionada del gn como la silestre.
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Il. 3. Obtencidnde la cepa @ B. suis mutante enbtakE y btaF

Dado qie BtaF y BaE podriantener funcimes solapadase decidiégenerar unadoble
mutante en logenesbtaEy btaF. El andisis fenotipio de esta miante permitia evaluar psbles
funciones redudantes, aditigs, sinérgicao complenentarias.

Para okdner la doblanutante sgartié de la cpaB. suisAbtaF, a la cuase le deleané el
gen btaE Paradllo se realid el mismo pocedimientoque para olgner la simfe mutante e btakE
(Figura 39).

A Mk wt 1 2 3 4 5 7 8 10 11 14 15 16 Cul-
1 kb—= »
750 pbo—: — -
500 pb—
B 4

Figura 39. Obtencbn deB. suis AbtaEAbtaF

Setransformé B. suis AbtaF con el plasmido pAbtaE y se sedccionaron claes dobles reombinantes enmedio
selectivo. Mediante colony-PCR tilizando oligosque amplifican (A) un fragmento de aproximadamente 80 pb en
presencia de la version deleconada del ge, (B) y otro par de oligops que amplifcan una barda de
aproximadamente 700 pb en preencia de la ersion silvestre del gen; se esidiaron los distintos clones.En los
clones 7 y 11 seamplificé la banda corregpondiente a bk versién dekcionada, pero no se amplficé la
correspondiente ala version slvestre. Estosresultados suggren que losclones 7 y 1ltenian el ga btaE

delecionado.

Il. 4. Obtencionde anticuemos policloreles anti-BtaF

Se ampficé a partirdel ADN gendmico deB. suis1330 i fragmentadel gen de 41 pb
(Figura 40A), ¢ cual codifi@ gran partedel dominio pasajero (veregion subayada en l&Figura
36B). El fragmento fue clmado en el gctor pET28de manerague el péptid resultantequede
fusonado en sextremo N-erminal a untag de histdina, obteniédose el plasido pAcBiaF. La
presencia del igerto se evald por andlis de restricabn, PCR (Fgura 40B) y scuenciacionUno
delos clones psitivos fue ¢egido parads estudios gjuientes. Laexpresion depéptido deivado
deBtaF enE. coli BL21 pAdtaF se induyj con distinds concentreiones de IPG: 50uM, 04 mM
y ImM. Se obervo una epresion sigrficativa en pesencia dé0uM IPTG (indicado co una
flecha en la Figra 40C). & confirmé que la bandacorrespondiea al péptidoderivado deBtaF
mediante Westen blot utilizando como aticuerpo prmario anticuepos anti-Hig ag (Figura40D).

En estas condioines de indecion, la fracion sub-callar con magr proporcid del péptiddue la
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comespondientea los cuerps de inclugdn (Figura40E). Se deidié partir de los cuerps de

inclusion de culvos inducids con 50uMle IPTG, pea la purificaion del pépiio.

A MKk M B Mk 1 2 3 4 5 6 Ctl-~Tpo.0 50aM 04mM ImM Mk (kDa)

35

—)‘* s

Figura 40. Constuccion de pAcBaF y puesta gpunto de la induccion del péptdo derivado de BtaF.

(A) Se amplificé apartir de ADN gendmico deB. suis 1330una porcion de btaF y se lo clo® en el vectorpET28.
La construccién £ confirmé por (B) colony-PCR, y secuenaicion. Una ve obtenido el gasmido pAcBtaF, se
transformé E. coli BL21 y (C) seevalud la expesion del péptdo derivado deBtaF a distintas concentracimes de
IPTG. (D) Se caofirmé la expresién del pétido mediante Western blot, con anticuempos anti-HisTag. (E)

Finalmente se detemind la localizacion sub-celliar del péptido.

Como pimera estragia se sep@ el péptidoutilizando uwna columnade niquel (MAC).
Sin embargo, kepegado demismo fueineficiente; tampoco sepudieron okener sepacones
saisfactorias pr HPLC utiizando colmnas que raglven por amafio. Se ecidid utilizar una
estategia pococonvenciorl, partiendo de los cerpos de ielusion. Esps fueron laados
obteniéndose pr un lado bs cuerposde inclusién“lavados” y por el otrolos sobrendantes
generados en dho procesdfracciones lhmadas SN Snpl a Sp3, ver detak en “Materdles y
Métodos”). Sesepararon la proteinas d las distines fraccionesmediante S-PAGE.En las
fracciones SN,Snpl, Snp2y Snp3, s observd ma banda mteica quesegin su a@mafio
corresponderiaal péptido & BtaF (Figua 41, indicala con undlecha). Seconfirmé mealiante
Western blot que la bandadentificada orresponde apéptido (nose muestra)en los cuegpos de
inclusion “limpos”, la fracion correspndiente alpéptido fue despreciald (Figura 4). Se
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concentraron la fraccionesSnpl, Snp2y Snp3, y akuotas de Is concentrads y de SNfueron
utilizadas paraalcuantificaédn del péptio, como sendica en Materiales yMétodos”. Elresto
fue separado nwante SDSPAGE en gets de calle acha. En cada&alle se cofi la porciéndel gel
comespondienteal péptido,se la liofiliz6 y conserd a -20°C. Eta preparadn se utilid para

inocular ratoney generar aticuerpos patlonales cono se describen “Materides y Métods”.

Figura 41. Purificacién del péptido derivado de

SN Mk(kDa)  Snpl Snp2 Snp3  Cpos. Incl. BtaF.
Se parti6 de wa fraccion auda de cuerms de
inclusion a la wal se le realiaron lavados; de este
15 el modo se obtwieron los aerpos de indusion
limpios (Cpos.Incl.) y sobreradantes provenentes
de los lavados $N, Snpl a Sp3). Se separaon las
proteinas de lasdistintas fracciones medianteSDS-
PAGE (el péptido derivado de BtaF estd irdicado
con una flecha).Se confirmé que dicha bandafuese

la esperada meiante Western blot (no se mestra).

La expesion de Bt& in vitro y la capacidad € los anticugpos de recoocer a BtaHueron
evauadas poiVestern blot Para ello s@btuvieron |& proteinasdtales de baetias cultivalas en
TSB. Dada la ah estabilidd del trimeroconformado ds AT I, sedecidié sepear las protaias en
ungel semi-natro de modale identificarel trimero. los anticuerps reconociean especificenente
enla cepa silvetre una pratina que caesponderial trimero deBtaF, mientas que estdanda
estivo ausenterela cepa mtante (Figurat2).

Figura 42. Western blot a partir de proteinas totdes de
Brucella.

Las proteinas totalesde B. suis 'y B. suis AbtaF fueron

Western blot Coomasie blue

Wit Abtal” Wt Abtal

sometdas a una etctroforesis en condiciones semi-
nativas. BtaF fue revelada con anicuerpos policbnales
anti-BtaF (1:800) y anticuerpos anti-raton (1:30.000)
como como anticugpo secundatio. Se muesta un
equivalente tefiido can Coomasie blue.
II. 5. Expresionheterélogaen E. coli

Se trasformé la c@pa deE. cdi CC118 (lacual es noadherente ininvasiva) on el
plasmido pBBRotaF y se cofirmdé la expesion de BiF porWesten blot Lasproteinas toties de
E. coli pBBRIMCS (contol) y E. cdi pBBRbtaF (pBBRbtaF) fueron gparadas ndante
electroforesis @ gel semi-@mtivo. Luego se realiz6 kWestern tot utilizand> como anticerpo

primario los aticuerpos ati-BtaF gemrados en aon. Los aticuerpos fieron capaes de
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remnocer enk. coli pBBRbtaF una bada que corrgsonderia atrimero de BaF, la cualestuvo
ausente en la epa control Figura 43). Eto indica ge efectivarente E. coli pBBRbtaF expresa

BtaF.

Figura 43. Western blot a partir de proteinas totale de

Western blot Coomasie blue E. cali.
- _ Las proteinas totales de E. coli pBBR1IMCS y E.
pBBRAaF Ctrl pBBRbalF Citrl
- ' coli.pBBRbtaF fueron separadas encondiciones smi-

nativas y analizadas por Western blot utilizando
anticuerpos anti-BtaF (1:300). A nodo de control de
carga secorrieron en paralelo las msmas muestrasen

otras cales, las cualesuferon tefiidascon Coomasie blue.

Il. 6. Analisis de fenotipos aociados a laenvoltura celular

Para edluar la podhilidad queB. suis AbtaF hubiera sufido cambiosen el antigno O
debido al praeso de digciacion (v& seccion 2.2.a. de laIntroduccid), se evald el
comportamientode la cepal realizar um suspensiérde una colnia en acriflaina 0.1 %p/v. A
modo de contrbse incluyeon B. suissilvestre (cepai$a) yB. ovis (cepa rugad). La cepaB. suis
AbtaF presentGel tipico canportamient de las ceps lisas, locual sugiereque no suid un
proceso de distacion (Figua 44).

B. ovis B. suis B. suis AbtaF
Figura 44. Evaluacion de diso€acion.

Suspension decolonias de B. suis wt (control de
cepa lisa), B. ovis (control de cepa rugosa) yB. suis

AbtaF en acriflavina 0.1 %pl/v.

Al igual que se reatd para la mtante erbtaE, se realizawn otros comnbles del estdo de
la membrana déa mutanteen btaF, evallando la toleancia a distitos compustos. La toleancia
de B. suisAbtaF a DOC 0.%, EDTA 200 pg/ml, Titébn X-1000.1% y SDS0.01% nomostrd

diferencias sigricativas cona de la cepparental (ve Figura 45 AD, respectiamente).
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Figura 45. Tolerarcia deB. suis AbtaF a DOC, EDTA, SDS y Triton X-100

Secomparo la tolerancia de la mutante con la blerancia de lacepaB. suiswt a: (A) DOC 0.1%, (B) EDTA 200
pg/ml, (C) SDS 0.0% y (D) Trit6 n X-100 0.1%.En todos los asos se grafical porcentaje de u.f.c obtenidas luego
de la incubacién on cada unode los compuet®s, en relacié a la cepa silestre a la cualse le asigno levalor
100%. Los resultados que se maestran correponden a un eperimento representativo ce tres realizados por
trip licado. Los dabs fueron analzados medianteel analisis ANDVA (p>0.05).

Por ultimo se evaluda toleranciaaracteristicale Brucellaa polimixinaB. En este msayo
seincluyeron &B. abortuswt y E. coli como un contrd adicional & cepa tolerate y un contol de
cemm sensible, aspectivamate. No se bservaron diérencias ent las cepasilvestre y mitante

btaF en la toleancia a las diintas concetnaciones dgolimixina B (Figura 46).
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Tolerancia a polimixina B
- Figura 46. Toleranciaa polimixina B.

- -~ B. suis wt Se inctbaron B. suis wt, B. suis AbtaF, E.
g l10gee = —3 =+ B.suis AbtaF i (como control de cepa sensiblpy B.
g -~ B, abortus wt .
2 10 E. coli abortus (como control de cepa resistate) en
£ distintas concentracimes de polimkina B.
= 1 .z ..
= Para cada cepa y cacentracion utilizadas,
-
o W se deermind el porcentaje de u.f.c.,

0.014 : : : adjudicando el vabr de 100% a la

0 50 100 - incubacién sin polimixina B.
un/ml Pol. B

Los resiltados obteidos indicam que la @lecion de btaF no praluce un feotipo

pleiotrépico sobe la envoltua bacterianae B. suis

II. 7. Autoagregacion y formacion debiofilm

Como ya se mencioa en el capiilo anterior éeccion 1.7.)si BtaF estuiera involucada en la
adhesion bacted-bacteria, eto se veriaeflejado en m cambio end cinética deutoagregadn tanto
por ganancia @érdida de facion. Sin enbargo, no sebservarordiferencias erla autoagreacion de
E. coli pBBRbtaF y B. suisAbtaF con repecto a las epas control Figura 46Ay B respectiamente),
suwgiriendo queBtaF no cotribuye a laformacion @ agregadosisualmenteobservada etta cepa

silvestre (Posa$ et al, coranicacion pesonal).

Autoagregacion Autoagregacion

o E. coli pBBRIMCS ~o~ B. suis wit
+ E. coli pBBRbtaF ’ +  B. suis AbtaF

=
'S
P
4

0.8 TR

0.6

Proporcion opaca
-
Proporcion opaca

=

ll.:: T T L] T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150
Tiempo (hs) Tiempo (hs)

Figura 47. Rol deBtaF en la autagregacion baderiana.
Seanaliz6 la cinética de autoagrgacion de (A)E. coli pBBRbtaF y (B) B. suis AbtaF; comparandolas con ss cepas

control.

Como & describio a el capituloanterior (secion 1.7), BE tampocoestaria invaolicrada
en la autoagrgacion. De manera silar, no se observarondiferencias en la cinétca de
sedmentacion stre la doblemutanteAbtakE AbtaF y la cepa silvese, hasta 2 dé después ddejar
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el cultivo en regoso. Soélo sebservé unaeduccionmodesta peraignificativa en la veloadilad de

sedmentacion dla doble nutante a tierpos aun mayies (3-4 dias(Figura 48).

Autoagregacion Figura 48. Autoagregacion
1 o s bacteriana en ladoble mutante
e - -
g 0 -« B. suis AbtaE
g‘_ B. suis AbtaF Se analiz6 la cinética de
5 084 ~* B. suis AbtaEAbtaf  autoagregacion B. suis wt, B. suis
§- AbtaE, B. suis AbtaF y la doble
o 0.6 mutante B. suis AbtaE AbtaF.
o
0.4 T T 1
0 50 100 150
Tiempo (hs)

Estos reultados sugren que Bt& y BtaF podian cumpliralgin rol redindante quefecta
enun bajo grad la autoagrgacion.

Otra manera de evalar una posile funcion & la proteinaen la interac®n entre beterias
y ademas la adésion a un gporte es anéar la formaion de urbiofilm sobreun soporte aibtico
(ver seccion 1.7). En prime lugar, se gudi6 la capacidad deE. coli pBBRbtaF de fomar un
biofilm sobre phcas de polistireno y sda comparé on la capaclad de la cep control. la cepa
gue expresa Bta formé sobe el soportehidrofébico wn biofilm ses veces mayoque el ded cepa
control (Figura 49A). Se muestran también foobgrafias de la tincion de los pcillos
comespondiente a cada unale las cepm en las qa se observalaramentda diferenciaen la
biomasa adheda. En camip, al comprar la adhe®n a vidrio (superficie hidrofilica), no se
observaron difeencias entrambas cepaé-igura 49B)

Por otrolado, la cep deB. suismutante erbtaF presentdna reduccia significativa (del
56%) en la bianasa debiofilm respecto da cepa silvatre (Figura 9C). Esta derencia se ragaurd
al complemendr la mutan¢ con el pésmido pBBRbtaF, confrmando el ol de BtaFen la

formacionin vitro delbiofilm sobre poliesreno.
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Figura 49. Formecion de biofilm sobre
soporte abiotico.
Se aralizd la capacdad de formar biofilm de
E. coli pBBR1MCSy E. coli pBBRbtaF sobre
(A) poliestireno y B) vidrio. (C) Se evalu6 la
adhesén a poliestreno de B. suis, B. suis
AbtaF y B. suis AbtaF pBBRbtaF. Los valores
corresponden al porcentaje de biomasa
adherida, referidos a la cepa contol a la cual
se le asigné el vabr de 100%. Los datos
fueron analizados por Test de Student y
ANOVA.
*  significativamente distinto al control

(p<0.05), con 95% ck confianza.

Los resitados de lognsayos deutoagregadn sugieren ge BtaF no garia impliada en

la interaccion atre bacteriasPor lo tant, las diferegias en la fomacioén debiofilm se déerian

fundamentalmete a diferenias en la ad#sion al sustto.
Los resitados deséptos en la eccion 1.7. irdican que BaE no estad involucradaen la

formacion debiofilms. Paraevaluar la paibilidad deuna redundagia de funabnes se conmgro la

camcidad de fanar biofilm sobre placasle poliestireo de la cepailvestre, lasimple mutate en
btaF y la doblemutanteAbtaE AbtaF. Sin embargo,no se obsetaron difer@cias signifi@tivas

ente la mutantenbtaFy la doble mutate (Figura 50)
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Formacion de biofilm sobre soporte hidrofébico
fi po Figura 50. Famacion de biofilm de la doble

5D mutante sobre sporte hidrofobico.

Se analiz6 la @pacidad de fomar biofilm sobre

poliestireno deB. suis wt, B. suis AbtaF y B. suis
100+

—_
=l AbtaE AbtaF. Los valores corresponden al
porcentaje de biomasa adherida, referidos a la

% adhesion

50+ — * cepa silvestre ¢ontrol) a la cual se le asign el

valor de 100%. Los datos fugon analizadospor
ANOVA.

: : l. :

o
o

* | significativamente distinto al control (p<0.05),

I
() D‘,\ﬂf
e oV con 95% de corfianza

Az

Los resitados obteidos indicam que BtaF(y no Bt&E) participaen la adhdén a

superficies abidicas hidrofdicas.

Il. 8. Adhesiona componenes de la matiz extracelular

Del migmo modo cono se descrild para BtaEseccion |.8lel capitulo aterior), se etudié
si BtaF esta inglucrada end adhesion aamponentesle la ECM oa fetuina. Araveés del efoque
heerdlogo, se bservé queBtaF le confere aE. coliun incremend significativo en la adh&bn a
coldgeno, AH, &tuina y fibramectina, corparado cond cepa contrb(Figura 5R). Por otro lao, la
mutante AbtaF de B. suis presentd ua disminucid significatva en cuantoa su adhéén a
colageno, HA yfetuina, comparada cond cepa paremt. Los niveles de adhesitse recuperan al
complementar & mutante co el plasmid pBBRbtaF (Figura 518. En cambigono se obsearon
diferencias sigificativas ente la mutantey la cepa divestre en laadhesion a fironectina Figura
51B). Esto ultmo probablenente se deba queBrucella expresa tvas adhesirsacon capadad de

unién a fibronetina, que emascaren a BE, como el caso de BhaC (262)

>

[C] E. coli pBBRIMCS = B. .wt.r:x wi
=1 E. coli pBBRbtaF B. suis AbtaF
o B B. suis AbtaF pBBRbtaF

% bacterias adheridas
=
e
% bacterias adheridas
h
=

rﬂ ol &l &

0 . Ao Ao
net™  ac B et w0
Co\ﬁ% b " G\\’( o™ Co\:a%c

Figura 51. Adhesbn a componenés de la ECM
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Seanaliz6 la adhesion de (A) E. coli pBBRbtaF y E. coli pPBBRIMCS, asi cono de (B)B. suis AbtaF y B. suiswt a
distintos compuests de la ECMy a fetuina. Lcs valores corresponden al porcentaje de baterias adheridas a los
podillos luego de & incubacién, referidos a la cga control a lacual se le asigd el valor de 1@%. Los datosfueron
anaizados por Tes$ de Student cANOVA, seglncorrespondiera.

*, significativamente distinto al ontrol (p<0.05), con 95% de cafianza.

Como & describi6previamentela mutanteAbtaE estuvoafectada erda adhesiora AH
(seccion 1.8.). & evalud el feotipo de allesion a logliferentes ligdos de la dole mutanteAbtakE
AbtaF. Curiosanente, lasmutantes simples AbtaF y AbtaE presentaron nieles similaes de
adhesion a AHque la doblenutante (Figra 52). Ungposible exgicacion de s resultadaes que
BtaE y BtaF paicipen en & adhesion &AH a través de la misna via. Tampco se obserron
diferencias en# la simple mutante AbtaF y la dobde mutanteAbtaE AbtaF en la adhdén a
colédgeno y fetufia, sugiriedo que sélo BaF contribuiia con la ablesion a esis compuest® Por
ultimo, no se obervaron direncias sigricativas ente la cepa sitestre, las miantes simm@s y la
doble mutanteen la adhegin a fibronetina (Figua 52), indicaado que B&E y BtaF m son
requeridas en lanteraccionde Brucella con fibronecina o, alterativamente, ge otras adésinas

(como BmaC)pueden suplias (262).
@ B. suis wt Figura 52. Adhesion acomponentesde la ECM
B. suis AbtaE de la doe mutante.

1504 3 B. suis AbtaF Se anali®d la adhesiénde B. suis wt, B. suis

& [ B. suis AbtaEAbtaF _ _
AbtaE, B. suis AbtaF y B. suis AbtaE AbtaF a

100 distintos compuestos dda ECM y a fetuina. Los
valores @rresponden d porcentaje de bacterias
50 adheridas a los pocillosluego de la ncubacion,

referidos a la cepa silvetre a la cual  le asigné

9% bacterias adheridas

el valor de 100%. Losdatos fueron analizados

por ANOVA. *, significativamente dgtinto a la
cepa sihestre (p<0.05), con 95% de confianza.

Tomada en conjuto, los resubdos describs en estaeccion y enla anterior(l1.7.)
suwgieren que BaF promovda una adha@dn inespeffica a divesas superfi@s; sugiriend que
BtaF tendria n rol mas promiscuo @ la adhegin al hospdada. Por otro lado, ambos
aubtransportadres trimérios, BtaE yBtaF, podrianparticipar através de d misma viaen la

achesién a deteninados ligados del hogedador, com por ejempb, AH.

II. 9. Funcién de BtaF en laadhesién e nvasion a célilas del hopedador
Para eduar el posble rol deBtaF en la mteracciénde B. suiscon las céluds del

hogedador, seealizaronbasicamente I8 mismos efoques expémentales deriptos paraBtak
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(seccion 1.9.). Llamativamete, E. coli pBBRbtaF adquirié una nayor eficienéa en la adr&dn a
HelLa (151 * 206), respect@ la cepa cotmol. Por otrolado, no se loservaron dierencias enuanto
a la invasiénni en la relaién entre nvasion y atlesion (Figras 53A). B linea conestos
realltados, lamutante B. sus AbtaF mostré una diminuciéon enla adhesion(del 45 +8%) e
invasion (del @ + 14%) respecto a lacepa silvese. Tanto losniveles deadhesion coo de
invasion de la epa mutantese restauranoen la cepa:@mplementda (Figura 58). Por dltmo, no
seobservaron derencias sigificativas enla relacion etre bacteriainvasoras yadheridas ere las
distintas cepasHigura 53B).Esto indicagque la menpbinvasién esuna consegencia de lamenor
adchesion. Estosesultados gyieren que BaF estarianvolucrada a la adhesidnnicial deB. suis a
HelLa y no asiela invasion.

A Adhesion a HeLa Invasion a HeLa Relacion entre invasion y adhesién
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Figura 53. Adheson e invasion acélulas Hela.

Células HelLa se mfectaron conlas distintas c@as deE. coli (A) o B. suis (B), utilizando una multiplicidad de
infeccion de 100:1 Se determindel porcentaje de bacterias aheridas e invasoras y el pocentaje de baterias
invasoras respectaa las adheridas, es decir larelacion entre invasoras y alheridas. El pacentaje de baterias
adheridas e invaswoas se expresaelativo a la cga control (E. coli pBBR1IMCS 6B. suis sedin correspondd), a la
cua se le asigné €100%. Los dabs fueron analzados por testde Student o ANOVA, segin orresponda.

* significativamente distinto delcontrol (p<0.05), con un intervalo de confiana del 95%.
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% adheridas

Para cafirmar el ol de BtaF @ la adhesif a célulasepiteliales serealizé elmismo
erfoque utilizamo la linea pitelial obtenda de pulmé humano, A49. Similaralo observdo con
células HelLa,B. suisAbtaF mostré unadisminuciénen la adhesid (del 69 *+ 96) e invasid (del
68 + 16%) a /49 respecta la cepa grental (Figwa 54). No 8 observano diferenciasen la
relacion entre 4 adhesion eénvasion a déilas de la tiea A549 erlas distintascepas (Figur 54).
Nuevamente, €8 observacid indica quda reducciéren el porcetaje de bactéas invasoraseria
una consecuena de la menoadhesiénLa mutante reuperé el feotipo de la epa silvestreal ser

complementada&on el plasrido pBBRotaF.
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Figura 54. Adhesbn e invasién acélulas epiteliaks de pulmoén, Inea A549.

Se infectaron céllas A549 conB. suis wt, B. suis AbtaF y B. suis AbtaF pBBRbtaF y, se determinawon los
porcentajes de baterias adheridas e invasorasy se analizd & porcentaje ce bacterias invasoras respeab a las
adheridas. El porcentaje de bactrias adheridas e invasoras e expresa relatvo a la cepa prental, a la cual se le
asignod el 100%. Los datos fueronanalizados porANOVA.

*, significativamente distinto delcontrol (p<0.05), con un intervalo de confiana del 95%.

Con elfin de evaluael impactode ambos awatransportadres trimérios en la adreon a
células de origa epitelial serepitid el nismo expernento de adbsion a célias epiteliale pero
incorporando aknsayo la mtante simpd AbtaE y la doble mutate AbtaE AbtaF. Curiosanente,
la doble mutaie mostré na reduccionen la adha®n, similara la observda en las siples
mutantes, tantoal infectar células Heéa como /49 (Figura 55A y B, respectivamante).
Nuevamente, laelacién invaoras/adhedas de la dold mutante fe similar a larelacion ded cepa
silvestre. Estasbservacioss sugieremque BtaE yBtaF tendria un rol en & interacciénde la

baderia a célulano fagocittas a travésela misma va.

121



Resutados

% adheridas

% adheridas
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Figura 55. Adhesbn e invasion acélulas HeLa yA549, de la dble mutante.

Se nfectaron células (A) HeLa y (B) A549 con dgtintas cepas & Brucella: B. suiswt, B. suis AbtaE, B. suis AbtaF

y B. suisAbtaE AbtaF. Se deteminaron los parcentajes de baterias adherdas, invasoras,y la relacion entre

invasoras y adheidas. Los vabres indicados como los pocentajes de lacterias adheridas e invasoas se
expresan relativosa la cepa contol (B. suiswt), a la cual se leasigné el 10. Los datos fieron analizados por

ANOVA.

*, significativamente distinto delcontrol (p<0.05), con un intervalo de confiana del 95%.

De lamisma manex como se hio para BtaEseccion 1.9 se explorda posibilidal que
BtaF contribuy con la adhg&bn o invason a fagocibs profesioales utilizand como moelo la
linea J774 de créfagos mrinos. No sebservaron iferencias ercuanto a la dhesion o inasion
a etas célulasmre la cepaitvestre y lamutante erbtaF (no se mastra). Comase describiéBtaE
tampoco estarignvolucradaen la adhesid ni invasid de macréfgos (seccior.9.). Con effin de
evaduar si amba proteinas pdrian tenerfunciones rdundantes, sanalizé el faotipo de ladoble
mutante en maéfagos. Sirembargo, nee observarno diferenciasentre la cepailvestre y ladoble

mutante en la@hesién o ingsion a estasélulas (no senuestra).
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Il. 10. Replicactn intracelular

Para eduar la posbilidad queBtaF esté rnivolucradaen la infeccon de céluds del
hogedador eretapas postéores a la dhesién e inasién, se aaliz6 la replcacion intra€lular
utilizando madifagos murios (linea J7%) y HeLa. Eh ambos modlos,B. suiswt y B. suisAbtaF
presentaron lamisma cinétia de replicaién intracellar (Figura56A y B, repectivameng). Un
realltado simila se habia lstenido parda mutantebtak (secciéonl.10.). Se rpitid el ensgo en
HelLa incluyend a la mutate AbtaEy ala doble nutante. Sin mbargo, tampco se obsearon

diferencias sigricativas ente ninguna déas mutantey la cepa peental (Figua56C).

A B
Replicacion intracelular en macroéfagos Replicacion intracelular en HeLa
107- —— B. suis wt 10% oSl
-+ B. suis AbtaF 101_' R "“"_3 e
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Los resiltados obenidos refuezan la hiptesis de ge ni BtaE ni BtaF esarian

involucradas emtapas tardgde la infectn celular.

Il. 11. Localizaddn de BtaFsobre la suprficie
Con elfin de confimar que Bt& se localizasobre la suerficie bacteiana se reatiaron
inmunofluoresencias utilizaado como aticuerpo prmario los anicuerpos potilonales antBtaF

generados en tén. Para ellpse cosechran cultivosen fase expoencial de cpas deB. suswt y
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B. suis AbtaF marcadascon GFP, cultivadas @ TSB. La células f@ieron fijadas con
parformaldehdo y sin somterlas a un atamiento degpermeabilizcion se anato la presecia de
BtaF por inmunofluorescacia con aticuerpos ati-BtaF y microscopia confocal. | las
condiciones deknsayo se o detectar aBtaF en ur3 a 4% deds bacterias>aminadas. &a la
cem silvestre, e todos los asos (n = 5Pla sefial ddBtaF (en rap) mostré loalizacién unpolar.
Enalgunos cass la sefial nee localizéexactamenteen el centrodel polo, sinoque fue suipolar
(Figura 57A). @mo se espaba, no sedectd sefiatorrespondiate a BtaF eB. suisAbtaF (no
semuestra). Lasefial unipar se restaur en la cepaomplemerdda con el gismido pBBRbtaF
(no se muestra)Utilizando el mismo pr@edimiento e evaluo ladcalizacion sperficial deBtaF
enE. coli pBBRbtaF. En est caso tambié se detect&efial correspndiente a BdF en un my bajo
porcentaje de lgoblacion yen todos loxasos se latizé unipolarmente (Figra 57B). Cono se

predecia, no sdetectd sefiadn la cepa catrol (no semuestra).

A B

Figura 57. Localizacion superficial de BtaF enB. suisy E. coli.
Se cultivaron (A) B. suiswt y (B) E. coli pBBRbtaF marcadas con GFP. Las células (sinpermeabilizar) fueron
anaizadas por itmmunofluorescencia utilizando anticuerpos anti-BtaF (rojo). Las muestias fueron obsevadas

utilizando una lene plana-apocramatica (100X/14 Oil DIC objective) en un microscopio conbcal Pascal deZeiss.

Estas obervacionesndican por u lado, que BaF se locatia sobre la querficie baceriana
y en particularlo hace danodo unipola;, por el oto, al igual qie como seobservé pareBtakE
(seccion 1.11.),BtaF se autiwmansporta coectamentea la superfice en el hosgdador hetalogo,
ubicandose también de maera unipola Esto sugire que elmecanismoinvolucradoen la
localizacion pobr de los ATtriméricos B&E y BtaF eta conservaolenB. suisy E. coli.

De moa de poder derminar sial igual que @urre con laadhesinas BaC y BtaE BtaF
se bcaliza en o polo espedico de la baeria, se utilib el mismo afoque que rlos casos elesas
otras proteinasks decir, seeaalizaron ilmunofluoresencias en cegs deB. suistransformads con
fusiones de Pdhy AidB a proteinas flarescentes @mo marcadres de poloviejo (41) ynuevo
(42), respectivenente). De da manera sebservé queada vez quse pudo detgar BtaF (@ rojo)
en bacterias ga portan el narcador de plo viejo (RIhS-eGFP, e verde), Bt& se localizéen el

polo opuesto &dhS (27 ceos; Figura58A). En nirgdn caso sebservé queBtaF y PdI$ co-
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localizaran. Encambio, al aalizar la cga que portda fusion AdB-GFP (enverde), se bservo
gue BtaF se lodiza o bien @ el mismopolo que elmarcador (4Ccasos, Figutd8B) o en élulas
enlas que el mrcador estab difuso. Enningln cascse observ@ue BtaF sdocalice en kepolo

opuesto a AidB.
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Figura 58. Localizacién de Btak

Serealizaron inmunofluorescencas con anticuepos anti-BtaF en cultivos fijados (sin permabilizar) de B. suiswt
expresando (A) RIhS-eGFP, o B) AidB-YFP. Se observo po contraste defase la formade las bacteras. Las
células fueron obgrvadas por microscopia comocal utilizando un microscgio LSM 510 Meta con lentePlana-
apocromatica (60Z/1.4 oil DIC objective). En las imagenes epresentativas se indican BaF con flechasrojas,
mientras que PdiS-eGFP y AidB-YFP se indican con flecha& verdes. Adends se mues@ una represeitacion
esquematica y unperfil de intensidades de los dtintos canales,construido sdore la linea purteada celeste ge esta
presentada en la pimer foto, expresado en uniddes arbitrarias.

Estos reultados sugiren que aldgual de lo okervado par&8maC y Bt&, BtaF tamién se

localiza en el pto nuevo ded bacteria.

Il. 12. Resistenia a suero

Comoya se menciod en la Intoduccion (sccion 3.2.3, algunos A pueden amplir
funciones mulgples, contrimyendo, porgiemplo, a & resistenciaal complemato presenteen el
sueo del hospdador. Paraaluar la paibilidad de qie BtaF esténvolucradaen la toleracia al

complemento, e analizé la gpervivenciade la cepa @E. coli queexpresa Bt& en suero grcino
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10% y se lacompardé conla superwencia de lacepa contl. SorprenéntementeE. coli
pBBRbtaF mostré un imprtante incemento (de 10 veces)en el porcetaje de beterias
solrevivientescomparado on la cepacontrol (Figura 59A). Rra confirma que la actiidad
badericida delsuero estuvien dada podl complemato, se realid un controlen el cuala cada
cem se la inch6 conbuffer, sugo o swro calentadgara inactiar el complenento. Aunaie en
distinta medidatantoE. coli pBBRbtaF como la cepacontrol mostaron una irportante caiden el
ndmero de u.f.cviables al ncubarla en gero en veade enbuffer. Sin embarg, al utilizar suero
calentado se reaurd la cantlad de bacteéas viables (Fgura 59B).

Se realtd un expernento simila al anterior,comparandda supervivecia de la mtante
en btaF de B. suis con la @pa silvestre Dado queB. suises nuy resistentea la activicd del
complemento (sccion 3.2.ade la Introdiccion), el siero porcinofue diluido sélo al 50%,y las
incubaciones draron 90 nnutos. En gtas condiabnes la cepaAbtaF mogré una redccion
significativa enla superviveaia (del 53 #%) compaada con la spervivenciade la cepa siestre.
La cepa complmentada maso niveles @ superviven@ similaresalos de la cpa silvestre Figura
59C).
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v,\lw“»b e —_ o
¢ n\'t ?B 2. l.',“r‘ Y
C Figura 59. Tolerartia a la actividad bactericida del

150 complemento, pres@te en suero.
) Se ewlud el porcertaje de bacteras sobrevivieries en (A)
P E. coli o (C) B. suis, luego de incibarlas en una dlucion de

1004 p o

suero (10% para E. coli y 50% para B. suis). Los valores se
encuentran referidos a la cepa cotrol a la cual sele asigné
el 100%. (B) Ademas se realiz6 u control comparando la

Y% supervivencia

supe vivencia de lasdistintas cepa de E. coli al incubarlas

en un buffer (control), suero, osuero calentacd a 56°C

=

durante 30 minutos Los datos fieron analizados por test

¢ ‘.ﬁ-ﬁ de Sudent o ANOVA, segun corresponda.
1o

i *, significativamente distinto del cantrol (p<0.05).
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Los resltados obtaidos sugiere que BtaFconfiere a & bacteria ge la porta,cierta

tolerancia a la etividad bacericida del canplemento pesente en euero.

II. 13. Expresit in vivo de BtaF
Con elfin de deterrmar si BtaFse expresan vivo en el lospedador rtaral, se ando la

presencia de amtuerpos cagces de reamwcer a BtaFen sueros dé4 chanchsinfectadoscon B.
suis y 14 chachos sanosutilizando elmismo ensgo de ELISAindirecto ralizado paraBtaE
(seccion 1.13.).El titulo de aticuerpos epaces de remocer a Btk fue signifcativamentemayor
(p<0.05) en chnchos enfanos que enanos (Figurab0A), incluso si se desarta al cerd muy
dewiado con uralto titulo.

De marera prelimina se realizé lemismo anakis utilizana suero humao de un indiiduo
saro y otro infectado conB. suis La seid de anticuepos anti-Bt& fue significativamentemayor

(p < 0.05) en ebuero del paente enferra que en el d sano (Figua 60B).
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Figura 60. Anticuer pos anti-BtaF.
Seestudio la presencia de anticuepos capaces elreconocer a BaF en sueroprovenientes de(A) porcinos y (B)

humanos. En cadacaso se compa la sefial de aticuerpos capaces de recono& BtaF en sue0s provenients de
individuos sanos @nfermos. Losensayos realizalos en porcina fueron realizados dos vecesnientras que & el

ca® de los humarms se realizarord repeticionesen ambos casse por triplicado. Los datos fieron analizadospor
testStudent, y enambos hospeddores se vierordiferencias sigificativas (p< 0.05), las cuale no estan indi@adas

enel gréafico por claridad.

Estos reultados sugiren: i) BtaFse expresagiin vivo, ii) |a proteina sda antigéniayy iii)

BtaF induciria wma respuesthumoral geerando producién de antiuerpos.

Il. 14. Virulencia en ratones
Para eduar la contibucién de BaF en la viulencia deB. suis se evlud el efectade la

delecion debtaF sobre la wrulencia enel modelo @& ratén, en olaboraciéoncon la Dra.Silvia
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Esein (U.N.CPBA., Tadil, Buens Aires, Argentina). Se inoculaon los gtones
intragastricamete con las geasB. suissilvestre, la mitante erbtaF y la cepacomplementda (B.
suis AbtaF pBBRbtaF). A los 7 diasp.i la cargabacteriana ® bazo deB. suis AbtaF fue
significativamente menor én un 0.71log) respeto a la cea parental, mientras ge la
complementadanostré un reuento simiér al medidopara la cepailvestre (Figira 61A). Alos 30
dias p.i. la redicciéon en lainfeccion @ la mutané también fe significatvamente meor al
observado parda cepa silvetre (en 1.220g), y la cep complematada recup® el fenotipode la

cem silvestre (lgura 61B).

7 dias post-infection 30 dias post-infection
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Figura 61. Rol deBtaF en la virulencia deB. suis.

Se nhocularon intragastricament ratones BALB/c (10 ratones por grupo) con: B. suis, B. suis AbtaF o la cepa
complementada B. suis AbtaF pBBRbtaF). Cinco ratones de ada grupo fue on sacrificadas a los (A) 7 y(B) 30
dias p.i.. Se detemind la cantidad de bacteriasen el bazo. Seplaquearon diluciones del honogenato de bao por
duplicado y se déerminaron las u.f.c. Los reslltados se expesan como elalor log;o por bazo y se evluaron
mediante ANOVA.

*, significativamente distinto a lacepa silvestre p< 0.05)

Estos esultados inttan que, algual que cano se descritd para BtaHseccién 1.4.), se
neesita de BtR para queB. suispresent una virulemia completeen ratones ifectados pola via
intragastrica, tato en etapatempranas ano tardias d la infeccién

Al incluir en el expgmento adeas de la siple mutanteAbtaF, a la nutanteAbtaEy a la
doble mutanteAbtaE AbtaF;, como se esgwaba, a los dias p.i. tartd las simplesnutantes cmo la
doble mutantepresentaron na reducciorsignificativaen la infectdn del bazaespecto ad cepa

wt (de 0.81, 0.Zy 1.9 log, espectivamate; ver figua 62A). Inteesantementda reduccionde la
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doble mutante die ademas ghificativa respecto a lasisples mutates (Figure62A). A los 3 dias
p.i, las simple mutantes mesentaron na reduccionen la infecion de bam significativa con
regecto a la cpa silvestrede 1.1 y 1.210og respectiamente), algual que la dble mutantg1.56
log, ver Figura62B). Si bienalos 30 diag.i. el recueto de bacteds en bazo deatones infetados
con la doble mtante fue meor que el ddas simplesnutantes (Figra 62B), es diferenciano fue
estdisticamerd significativa. Esta falta d validez esddistica en ladiferencia derecuento dos 30
dias entre las shples y la @ble mutanteprobablemate se deba la alta disprsion de losdatos

corespondientga la doblemutante.

A 7 dias p.i. B 30 dias p.i.
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Figura 62. Fenotipo de la doble nutante AbtaE AbtaF.

Se nocularon intragastricamenteratones BALB/c (10 ratones pr grupo) con: B. suis, B. suisAbtaE , B. suis AbtaF
y la doble mutante(B. suis AbtaE AbtaF). Cincoratones de cad grupo fueron sacrificados alos (A) 7 y (B)30 dias
p.i.. Se determindla cantidad debacterias en elbazo. Para elb se plaqueara diluciones delhomogenato & bazo
por duplicado, y ® determinaron las u.f.c. Los esultados se emgresan como elalor log;q por bazo; y se evluaron
mediante ANOVA.

*, significativamente distinto a lacepa silvestre p< 0.05)

** gignificativamente distinto a la cepa silvestrey a las simplesmutantes (p< 001)

Estos reultados indtan que tamt BtaE comoBtaF son neesarias parqueB. suistenga
una virulencia ompleta enatones infe@dos intragétricamente El fenotipo méas atenuadde la
doble mutanteen comparaion con elfenotipo delas simplesmutantes sgiere que ajunas

funciones in vivo de las adhesinas eian compémentariaso tendrian un efecto ditivo.
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Capitulo Il : Caracterizacion de BR 0049

Il .1. Analisisde bioinformético de BR_0049

El locusBR_0Q19 se localia en el cromsoma | deB. suis1330 eitre las posiiones
54264 y 58811tiene una lagitud de 488 pb y codiica una pratina de 151@minoacidosuyo
pe® molecularestimado ede 156.6 Ba. La prokina se engentra anotda como “poteina
hipotética consevada”. Rioarriba del ga se tica BR_0048 (Fgura 63A), elcual codifia otra
proteina conserada hipotéta. Predicanes bioinfeméticas suiggren que BR_0048 sed una
proteina de mmbrana extara. Ademasuno de sus os dominios Bac_surfaceAg) esta asciado
al ensambladode membraa externa bcteriano y & ensamblad de membana externade la
mitocondria eneucariotas $SDB Motif search). Ry abajo se hica el genBR_0050, & cual
cadificaria unalipoproteinade la enviiura celular Rio debgpo de BR_050 y en sntido
divergente, se mcuentran Is genes BR0O051 y BR 0052 que cdifican protehas hipotéties sin
funcién predicla.

Dado qie en la busgeda inicial & putativas dhesinas, eatproteina segrup6 conds AT
tipo 1l (Figura 10, capitulo Ide Resultads), se espelm que perteeciera a lanisma famila. Sin
embargo, el anldsis de la sagencia no rostro la preseacia de unaecuencia sedl caracteristia del
sisema Sec (31); tampoo se identifc6 el domnio C-termiral translocdor. Por lo tanto,
BR_0049 no paenece a ldamilia de l0sAT. Ademd, no se idetificaron daminios conserados
de funcién comcida. En elC-terminal, entre los minoacidos1160 y 1515 se identifcd un
dominio consevado pero ddéuncién desonocida deominado DUF490 (PF0437). Ademasentre
los aminoéacids 581 a 583se identificoun motivo RGD, el cwal se suele sbciar a adbsinas

baderianas (Figra 63B).

A
BR_0049 _
BR 005§
BR 0048 BR 0051 <:< BR_0052

52263 53263 54263 55263 36263 57263 58263 59263 60263
| | ] ] | ] ] |
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Dominios y/o motivos

Motivo RGD < DUF490 =—— Fragmento utilizado para la produccion de anticuerpos

Figura 63. Entorno genético de BR_0049 y domnios de la protdna
(A) Entorno genético de BR_0049construido enfuncion al grafico obtenido e TIGR CMR.
(B) Esquema de lgproteina codificada por BR_0049; se indica los dominiosy motivos que & pueden recaocer a

partir del analisis de secuencia.

El analsis de la sewencia de B 0049, utizando PRB-TAT predice que la poteina
tendria una sewencia sefiaton sitio declivaje entrelos aminoéidos alaninay treoninade las
posciones 25 y26, respectiamente, qu@odria ser@conocida po el sistemalAT. Esto sigiere
gue la proteingodria ser traslocada a avés de la mabrana intema por este stema y qugor lo
tanto podria teer una ulgacion en laenvoltura €lular. Por otro lado, |& predicciors de
localizacion subcelular utilzando difeentes aplicacines arrojarordistintos resltados sugiendo
que podria seruna proteinacitoplasmata (Gneg-Boc (280)),de membraa externa (®SUI-
GramN (282) yCELLO v.25 (283)), e mclusive extacelular (MgaLocGramN(281)). Incliso el
ardlisis por P®RTb (284) sgirid que laproteina poda ser tant@xtracelular omo de merbrana
externa. Por at parte, lasprediccione de segmetos transmmbrana fueon contraditorias.
Algunas aplicaones predgron que la poteina no ontendria dminios transnembrana (DAS”
(Transmembrae prediction serve) (287 y TMHMM Server v.2.0 (285)), mientras queotras
suwgieren que cotendria undominio trarsmembrana $SACS MEMSAT (288)y TMPred (386)) e
incluso una dedllas prediceque se tratda de una 8lice transmenbrana (eng los aminécidos
1162 a 1186, MPred). Poto tanto, augue no se pede predecicon confiana la localizacdn de
BR_0049, podr tratarse dena proteinale membrana

Por oto lado, se rdiz6é unablsgueda de gaes ortblogs en otras geas y espees del
género Brucella Como se pede obserar en la Tabh 17, los ondlogos estdimmuy conserados
tanto entre cegs como ent especiesFuera del gnero Brucdla, se idenficé una poteina
ortdloga deOchrobactrum(e género filgenéticamerd mas cercamaBrucelld con una idatidad
mayor al 80%.Segun KEGG los ortélogas que siguern identidagertenecema Chelativorans sp.
BNC1 y Pelagibacterium halotolerans (con identdades de 48.y 42.3 %, respectivarante).

Ambas especigambién pednecen al atenRhizobialkes.
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Cepa Locus Longitud (aa)] % Identidad
B. suis 1330 BR_0049 1515 100
B. suis VBI22 BSVBI22_A0049 1515 100
B. suis686 EEY33618 1553 97.4
B. abortus 2308 BAB1_0046 1515 99.7
B. abortus S19 BAbS19 100440 1579 99.7
B. melitensis 16M BMEI1894 1551 99.6
B. canis ATCC 23365 BCAN_AO0050 1579 99.9
B. microti BMI_152 1515 99.9
B. pinnipedialis BPI_I50 1515 99.9
B. ovis ATCC 25840 BOV_0048 1510 99.3
B. neotomae WP_004687837 1553 99.9

Tabla 17 Ortélogos de la proteina codificada poBR_0049 en distintas cepag especies del génemrucella.
En cada caso se indica: el nombre débcus, la cantidad de aminoacidos de la proteina y la identidad con respecto

a la proteina deB. suis 1330.

Si bien la proteina codificada por BR_004%emtotada como una proteina conservada de
funcién hipotética, los ortélogos & abortusS19 (BAbS19 100440) B. melitensi§BMEI1894)
se encuentran anotados como putatgrasnicidin S biosynthesis grsT proteifzabe destacar que
la identidad de estos ort6logos con respecto a la proteiBa sig¢is1330 es del 99.7 y 99.6%,
respectivamente. La enzima GRSTaemvolucrada en la sintesis de gramicidina S y actia como
hidrolasa sobre uniones éster; particularmente esthinaster hydolasdoleoyl-[acyl-carrier-
protein] hydrolasg Sin embargo el porcentaje de similitud entre BR_0049 y sus ort6logos con la
gramicidin S biosynthesis grsT proteile Brevibacillus brevis(312) es solo del 7.2%. Por otro
lado, el alineamiento de secuencias indica que la similitud con GRST se encuentra con el
fragmento comprendido entre los aminoacidos 1125y 1515 de BR_0049.

Por BLASTp o PSI-BLAST, ademas de proteinas hipotéticas anotadas Goamicidin S
biosynthesis GRST proté&irse encontré similitud deBR_0049 con BH00460 d8artonella
henseladHouston-1, anotada como una proteina que interviene en la “Biosintesis y degradacién de
polisacaridos de superficie y lipopolisacaridos”, dentro de la clasificacion deC&Mlar Role
Category Al realizar un alineamiento global entre la proteina codificada por BR_0049 y ésta
proteina de 1548 aminoacidosaruvo una identidad del 37%5&1524) y una similitud del 55%
(848/1524). BR_0049 también presenté hagé@ con RL4382 (2033 aminoacidos)Rigizobium
leguminosarunbv. viciae 3841, que estd anotada como un posible factor de adhesién del tipo
filamentoso filamentous hemagglutinin adherence faytdyd realizar un alineamiento global entre
la proteina codificada por BR_0049 y RL4382 se obtuvo una identidad del 32% (351/1086) y una
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similitud del 48% (529/1086). También sewld cierta similitud con SMc03096 &norhizobium

meliloti 1021, una proteina de 1869 aminoéacidos, cuya funcion hipotética propuesta es la unién y
transporte de aminoacidos, péptidos y aminas. Esta proteimg alon distintas regiones de
BR_0049, que se describen en la Tabla 18.

RegionB. suig RegionS. meliloti{  |dentidad Similitud
1-295 47-334 26% (78/302) 47% (142/3D2)
337-938 237-926 23% (163/709) 38% (271/709)
975-1515 1333-1869 38% (206/546) 57% (316/H46)

Tabla 18. Alineamiento gbbal entre las proteinas codificadas por BR_0049 d& suisy SMc03096 deS. meliloti.
El alineamiento global entre ambas proteinas da lugar a tres alineamientos significativos. Para cada uno de ellos
se indican los amino&cidos alineados de cada especie (RegRBinsuis/S. méliloti), la identidad y similitud

observadas en dich alineamiento

Mediante el uso del Meta Server se comparéskauctura predicha de la proteina con las
estructuras de proteinas depositadas en distiakestde datos. Este analisis indicé similitud con
dos estructuras: 1yg2 A (en la regién de B®&49 comprendida entre los aminoacidos 1280 y
1515) y 2vzo_A (en la region 1286-1515BIR_0049). La estructura 1yg2_A corresponde afuna
galactosidasa que forma hexamerosAdtrobacter spp.la cual es activa en frio (313). Esta
enzima pertenece a la familia 2 de las glicosil hidrolasas, similg$ gdlctosidasa dg. coli, la
cual requiere de la formacién detrameros para ser activa (318pr otro lado, la estructura
2vzo_A pertenece a una eBed-glucosaminidasa involucrada éa hidrolisis de chitosan de
Amycolatopsis orientalig314). Esta enzima también perea a la familia 2 de las glicosil
hidrolasas (314).

En resumen, los analidis silico descriptos sugieren que BR_0049 podria ser una proteina de
membrana externa con una funcion en la biesia de algiin componente de membrana formado
por lipidos y/o azucares. En funcion de los tasios que se describiran a continuacion, BR_0049

fue nombrada MapA (panembrane altering protejn

[11.2. Obtencion de la cepa deB. suis mutante mapA y su complementada

A partir del ADN gendmico deB. suis1330 se amplific6 un fragmento de 300 pb rio
arriba demapAy un fragmento de 400 pb rio abajo deln. Ambos productos de PCR fueron
ligados entre si y el producto ligado (de apmadamente 700 pb) fue amplificado mediante PCR
(Figura 64A) y luego clonado en el vecipkl8mobsacB, obteniéndose el plasmidonppA La
construccién se confirm6é mediantlonyPCR, digestion del plasmido (Figura 64B) y por

secuenciacién. Luego de transferir el plasmi@o suisse aislaron los clones dobles recombinantes
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en medio seledtvo. Las muantes se adirmaron nediante colony-PCR (Figira 64C), cono se

explica en Mateiales y Métalos. Se eligh al clon 9 paa los siguietes estudios.

A Mtra Ctrl- Mk 8 Mk Dig. ® Mk 9 Ctrl. -
¥ s ———
- -2 “b_:‘ A
v —2 kb 6kb— W
5 kb— - I'kb
4 kb— [
3kb—'g 750 pb
- b . . |
-

Figura 64. Obtencbn deB. suis AmapA

Seamplificé una region rio arriba de mapA y otra region rio abajo, las cuaks se ligaron atre si; obteniendo un
producto de aproxmadamente O pb. (A) Estaconstruccion fue amplificadamediante PCR,y luego clonach en el
vedor pK18mobsacB obteniéndse el plasmid pAmapA. Se confirmé el correcto ensanblado del plasmido
mediante colony-PCR, secuenciaion y digestiin del plasmido. (B) Al digerirl o con la enzina EcoRI se olbuvo la
banda esperada @ aproximadamente 6.7 kb. Fhalmente B. suis fue transformada con este fasmido. Se cafirmé
mediante colony-PCR que el clon9 tuviera mapA delecionado(C) Este clon pesentd el gemapA delecionalo. En
cambio, al utilizar un par de oligos que amplifca una bandatnicamente enpresencia de & version silvesre del
gen ésta no pudoser amplificada a partir del clon 9 pero si apartir de la cepa silvestre (nose muestra). E todos

los casos Mk corresponde al marcador de pesanolecular, y Ctrl al control.

Con elfin de compémentar lamutante, el ge mapAcompleto fue cbnado en electa
pBBR1MCS. Rra ello se amplifico a partr de ADN genomico deB. suis1330 wn fragmentode 5.2
kb correspondiate amapAy sus regiongflanqueargs. El produto de la PR fue clonadcen el
vedor pBBRIMCS, genenado el plasnio pBBRmapA, cuyo corecto ensatado se cofirmé
por colonyPCR y digestiondel plasmido(Figura 62\). Se electrporé B. suisAmapAcon dicho
plasmido y maliante colonyPCR se coiirmé la preencia de lasersiones decionada Figura

65B) y silvestredel gen (no smuestra).

A B .
Mk Mtra Mk Cul.-  AmapA AmapA
comp Figura 65. Obtenciénde B. suis
' AmapA pBBRmapA

10kb — A partir del ADN genémico se

8 kb — u 2.7 kb— | lifi 6 A iunt
amplifico m unto con sus

6 kb — 2kb— =W P o

5 kb — regiones flanqueantess y se lo
4 kb — I kb— clono en el vector BBR1MCS

3 kb — . - . obteniéndose el plasmido

pBBRmapA. Se cafirmd el

correcto ensamblado mediante
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colony-PCR y digestion con la ezima de resticcion Kpnl. (A) Como producto de la digestion del plasmido se
obtuvo una Unica banda de apoximadamente 10 kb. Por dro lado se camfirmé mediante secuenciadn del
inserto, que éste @ tuviera errores en su se@ncia. Finalmente el plasmido se introdujo en B. suis AmapA. Se
confirmoé mediante colony-PCR que la cepa comlementada twiera tanto (B) la version deleionada del gen como

la silvestre provisia por el plasmdo (no se muesa).

Se anali6 la expresin demapApor RT-PCRa partir de ARN extraidode cultivos @ TSB
deB. suis En etas condicioes se obtuy una bandamplificada ©rrespondiete amapAtanto en
la cepa silvestr&ceomo en lacomplemerdda (AmapAcomp), miettras que dich banda nastuvo
presente en lamutante (Figra 66). Esh sugiere ge el genmapA se exprsain vitro en las
condiciones enayadas.

Figura 66. RT-PCR

wt AmapA  AmapA comp Cul - Mk (pb)

Se extrajo el ARN de cultivosen TSB de & cepas

- - - - + -
silvestre (wt), B. suis AmapA y B. suis AmapA

N 300 L

o pBBRmapA (AmapA comp). B ADN se elimné por
155 tratamiento con ADNasa y luego se sintd8z6 el
& . _ ADNc. A modo de control para cada @&pa la

reacciéon de Btesis de ANc se realid por
duplicado, en presencia (+) o ausencia (-)de la

retrotranscript asa seguida déa reaccion dePCR.

Il .3. Obtencith de anticue pos policlorales anti-MapA

Con elfin de obteneanticuerposanti-MapA, se amplificoun fragmentadel gen de 20 pb
(region subrayda en la figua 63) a pait del ADN genémico deB. suis133 (Figura 6A). El
producto de ER fue clomdo en el ector pET22, obteniéndee el plasndo pAcMapA. La
construccion seonfirmé pa andlisis deastriccion,colony-PCR Eigura 67B)y secuenciadn del
inserto. El plasnido pAcMgA fue transérido aE. cdi BL21 y laexpresion depéptido serdujo
enpresencia d&0 uM, 0.4mM y 1 mMde IPTG (Figira 67C). Lamayor inducion se obse/d en
presencia de ImM IPTG. El péptido €& encontré pincipalmené en la fracon citoplasnatica
(Figura 67D). La identidaddel péptid de MapA se confirnd por Westen blot utilizando
anicuerpos antHisTag (Figira 67E).
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Figura 67. Constuccion de pAdvapA y puestaa punto de la induccién del péotido derivado de MapA.

(A) Se amplificé apartir de ADN genoémico deB. suis 1330 wna porcién del gen mapA y selo cloné en elvector
pET 22. Luego laconstrucciéon ® confirmé por (B) colony-PCR, y secuenacion. Una vezobtenido el psmido
pAcMapA, se transformé E. coli BL21 y (C) seevaluo la expesion del pépido, de aproximadamente 25kDa, a
distintas concentaciones de IPTG. (D) Se detemind la localizacion sub-celubr del péptido derivado de MapA, y
se onfirmo (E) que la banda indicida correspadiera al péptido de interésmediante Western blot, aprovechando
que el péptido tiere fusionado ensu C-terminal un HisTag.

El péptdo se purift6 medianteHPLC utilizando una ctumna de rguel (IMAC). Las
proteinas de Ia distintas facciones senalizaron pr SDS-PAGE. El péptdo de 25 ba se
enontrd princpalmente ends fraccions G4 y G5 (hdicado conuna flecha a la figura @). La
identidad del gptido se cafirmé medante Westernblot (no semuestra). uego se medaron
dichas fraccions y se las suoetié a cromatografia ercolumna S-B. El paso pr la columm S-75
no contribuyé a la purificacion del pégido. Se deidié seguir on una esttegia simila a la
utilizada en elaso del péptio derivado @ BtaF: se geararon las mpteinas deas fraccione®n las
gue el péptido drivado deMapA era mygoritario medante SDS-RGE en un g de calles achas
y se corto6 la pecion del gelcorrespondiste a dicho gptido. Estafraccion de g fue liofilizada, y

conservada a20°C. Al manento de seuwutilizada seresuspendida cantidadnecesaria e PBS
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eskril. Esta prearacion se tilizé para irocular ratons y generar aticuerpos pticlonales cono se

degribe en “Mderiales y Méodos”.

Citop. Sol.  FT L1 MK(kDa) GIi G2 G3 G4 GS G6
. - -
[ —_— - )
- -
35
-> 25

Figura 68. Purificacion del pépticb derivado deMapA.
Seutilizé una columna de niquelpara purificar € péptido a partir de la fraccion citoplasmaica soluble, elcual se
obtuvo como prokina mayoritaria en las fraccimes G4 y G5L uego se separon las fracciones en un getle calle

ancha y se corto laporcion del gé correspondierte al péptido ce interés (no semuestra).

Con elfin de evaluala especifiailad y eficieicia de los aticuerpos ati-MapA, asicomo
la expresion deMapA in vitro, las proteies totales ppvenientes déacterias ciiivadas en BB de
la cepa silvese y la mubnte AmapA fueron analzadas porWestern blotutilizando dichos
anicuerpos emna dilucién1:8.000. Aumue los antioerpos pares reconoceinespecificanente
otras proteinasegn la cepa silestre se olesvd una seé corresponiente a unanpteina de 16kDa
gue corresponeria a MapA la cual estug ausente eta cepa munte (Figura69, banda idicada
con una flecha)Con el finde obtener ma mejor apoximacion @& cuanto a ldocalizacidonde la
proteina se anaaron las facciones citplasmatica yde membraas totalesanto de la mtante
como de la cep silvestre. Nlevamente, esobservarorvariasbandas inespecifias pero enlecaso
de la cepa silestre (y noen la muante) se ohivo una sBal tenue deuna proteia de
apoximadamete 150 kDa r la fraccibnde membraas totales, @e estuvo awete en la faccion
citoplasmatica(no se mudsa). Aunge estas obseaciones sp preliminaes, los redtados
obtenidos sugieen que M@A podria ®r una pratina de mebrana quese expresaen las

condiciones deultivo ensagpdas.

R suis Figura 69. Western blot a partir de proteinas toales de
wi AmapA Brucella.
— — Se oliuvieron proteinas totales deB. suis (wt) y B. suis
AmapA (AmapA), las cuales fueronsometidas aWestern
—> blot utilizando anticuerpos policlorales anti-MapA.
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Il .4. Analisisde fenotiposasociados aa envoltura celular

Para edluar la posillidad queB. suisAmapAhubiera sufrilo cambios B el antigen® de
suLPS debida un procesale disociadn, se realizéel control @ acriflavinacomo se dasibié
previamente (seciones 1.6 @ resultadosy 14.1 de Miteriales yMétodos). Amodo de conbl se
incluyeronB. sus silvestre ¢epa lisa) yB. ovis(cepa ugosa). Coro se puedelmservar en ldigura
70, B. suisAmgpA se comprtd como uma cepa lisaa igual quesu cepa pamtal. Este regltado
sugiere que ndabria alteracines en el afgeno O deLPS deB. sus AmapA

B. suis wi B. suis AmapA B. ovis wt Figura 70. Evaliacion de disocacion.

Se realiz6 una suispension de olonias deB. suis wt
(control de cepa lisa), B. ovis (control de cepa
rugosa) yB. suis AmapA en ariflavina 0.1 % p/v.

Tanto B. suis wt como B. suis AmapA se

emulsionaron facilmente, mientras que B. ovis

formé rapidamente un precipitado.

Por otraparte, se ealud la toleracia a distinbs compuest®. Se comp#® la superwencia
de ambas cepasB. suisAmapAy silvedre, luego deser incubadsicon: DOC0.1%, EDTA 200
pgml, Tritdn X-100 0.1%, BS 0.01%No se detectan diferencas significatvas en la toleancia
deambas cepaa DOC, EOTA ni SDS figura 71A-C respectivenente). Sin mbargo, la mtante
presentd una disinucion siquificativa (dd 90%) en lasupervivena en TritonX-100 0.1% Figura

71D), la cual seevirtié en lacepa complmentada.

A Tolerancia a DOC 0.1% Tolerancia a EDTA 200ug/ml
150+ 150+
= =
—— 1004 — —
2 - 2 =
E [
= 2 5
w wn
X X
T T 9" T T
A A
B g\\1§ v " \\'\‘ml P A I.'.o“‘p u® g b\‘l\ﬂv g A Cn“‘v
B s\ e \ B s o Aot

138



Resultalos

Figura 71
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. Tolerarcia deB. suis AmapA a DOC,EDTA, SDS yTriton X-100

A modo de analiar el estado dela envoltura de la mutante mapA se compab la tolerancia de B. suis AmapA, B.
suiswt y la complementada a: (A DOC 0.1%, B) EDTA 200 pg/ml, (C) SDS0.01% y (D) Trit6on X-100 0.2%6. En

todos los casos sgrafico el porcentaje de u.f.cobtenidas luegode la incubacbn con cada mo de los compestos,

enrelacion a la cpa silvestre a & cual se le asigé el valor 10®. Los resultados que se mustran correspaden a

un experimento representativo e tres realizadcs por triplicad o. Los datos fieron analizadas mediante elandlisis
ANOVA (p>0.05).
*, significativamente distinto al ontrol (p<0.05), con 95% de cafianza

Como & describié previamente Brucella es particularmeéte resistert a policatimes y

polimixina B (€ccién 2.2.ade la Introdecién). Se edlud la toleracia a distinds concentaciones

depolimixina B, incluyendoaB. abortuswt y E. colicomo un contol adicionalde cepa tolante y

un control de epa sensiblerespectivarante. La musnte mapA presentd unanayor sensillidad

regecto a la cpa silvestrea las distintaconcentra@nes de potnixina B (Figura 72). Cono se

espraba, la cepcomplemetada mostran fenotipo estaurado.

% u.f.c rto tiempo 0

Tolerancia a polimixina B

0.14

0D.01

100
un/ml Pol. B

SRR

. Suis wi

. suis AmapA
. suis AmapA comp

coli

. abortus

Figura 72. Toleranciaa polimixina B.

Se inabaron B. suis wt, B. suis AmapA, B.
suis AmapA comp, E. coli (como @ntrol de
cepa ®nsible) y B. abortus (como control
adicional de cepa resistente) a distintas
concertraciones de plimixina B. Para cada
cepa yconcentraciénutilizadas, sedetermind
el porcentaje de u.f.c,adjudicando € valor de
100% a la incubacitn sin polimixina B. Los
resultados que se mestran correponden a
un tres

experimento representativo de

realizados por triplicado.
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El fenoipo de sensilidad a tritth y polimixina B deAmapA sugierenque la merbrana
externa podria estar alteada y cono consecumcia preserdria mayor permeabilidd a
deerminados ompuestos. &a evaluar ga posibilidal se analizda sensibilidd de la muante a
lisozima (295).Las diferenas mas notdes entreB. suis AmapAy la cepa panmaal se obsefaron
cuando los cultvos se encorban en fasexponenciab una D@y de aproxinadamente @. En
esbs condicioms la cepa $vestre no die afectada @r la preseda de lisozina, en carhio la
mutante se lisdnuy rapidanente (Figurar3).

Tolerancia a 2 pg/ml Lisozima
Figura 73. Evaluacion de la sensibildad a
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La rapta lisis celula de la mutate en presetia a lisozimandica que & mutantemapA es
lo que se denmina una ceg hiperperngable. Por g lado, la nayor sensibitad deAmapA al
Tritén, polimixna B y lis@ima sugiereque la menbrana extara de la mtante se en@ntra
alterada. Es poeso que lgproteina cdificada porel BR_004# fue denminada Map\ (por
membrane _alterng proteir). A pesar deas diferenciasen su envalra, la curvale crecimiato en
TSB de la mutate mapAnc presentd derencias cona correspadiente a lacepa salvajgno se
muestra), es decque su cagridad de reficacion enmedio rico nose encuentrafectada.

Dado qe la mutate AmapA tendria unasuperficie e€lular alteraa, se intetd
deerminar si estas diferedas son vigbles por nicroscopia @ barrido eéctronico. $
embargo, la reglucion de &s imagenesio fue lo sificientemene alta comaopara obserar

detlles de la sperficie bactéana (no senuestra).

Il .5. Autoagregacion y formacion debiofilms
La alteecion de lasuperficie dela mutanteAmapA podia resultar B un cambioen la
aubagregacion bacteriana. Sin embago, no se detectaron derencias a la cinétca de

aubagregaciorde B. suisAmapA compaada con la gea silvestre Figura 74).
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Autoagregacion
- 104 g I e Figura 74. Autoagregacion bacterana.
i —— B. suis AmapA Se aalizo la cinética de autoagregacion
& 0.84 . .
= de B. suis AmapA y la cepa siVestre
2
£ 0.6 Los resultados que se muastran
E‘M corresponden  a un  experimento
- representativo de tres realizads por
0.2 Y T T duplicado.
0 50 100 150
Tiempo (hs)

Como € menciondanteriormeng, el estudiode la formaién de biofilm involucra entre
otros conceptosa adhesiorde la bacted a la supdicie sobre lacual se foma y la inteaccion
ente bacteriasAl evaluarla capacidadle formacidé de biofilm sobre unasuperficie alitica
hidrofébica deB. suisAmgA y la ce@ paretial, o se observan diferencas entre lascepas
(Figura 75).

Formacion de biofilm sobre soporte hidrofobico Figura 75. Fomacion de biofilm sobre ®porte
1504 abidticos.

Se analizé la cgacidad de brmar biofilm sobre

100 : poliestireno de B. suis y B. suis AmapA. Los valores

corresponden al porcentaje de biomasa aderida,

referidos a la cem parental a la cual se le agind el

n
=
1

% adhesion

valor de 100%. Los resultadcs que se mestran

0 : corresponden a unexperimento representativode tres

u Ll L

-‘5\“‘ ‘\@?‘ realizados por octuplicado. Los datos fueron
o B

v ,_.‘\;'\* : analizados por Tes de Student.

»
* significativamente distinto al control (p<0.05), con

95% de confianza

Estas obervacionesugieren queal menos etias condicioes ensayadaMapA no
paticiparia endinteracciérentre bacteas asi comoampoco en lanteraccionde la bacteri@on

soportes abidtios.

Il .6. Adhesidne invasion acélulas epitliales

En los ensayos desiptos de ablesién e inasién a céllas, luego d la infeccid, las
células eucarids se lisan ao Tritdn X-100 0.1% parduego cuanficar las baatrias por regento
decolonias. Ddo que la muante defectia en MapA & sensible aste detergem (Figura 7D), no

esposible utilialo para ligr las célulasPor lo tanb, se decidiéefectuar laikis de las éulas
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eua@riotas corDOC 0.1% yaque como s mostré preiamente, lamutante no pesenta difenacias
ensu toleranciaa este detgente respeota la cepa grental (Figua 71A). La nfeccién deHelLa
por B. suis AmapA preseté una reluccibn en el porcentag de bactdas asociada de
aproximadamerte el 50%,con respectoa la cepa arental (Figra 76), mietras que lacepa

complementadanostrd un faotipo restatado.

Infeccion a HeLa _ _
Figura 76. Infeccion a células Hé a.

1509 Se infectaron células Hela con B. suis wt, B. suis
" I AmapA y B. suis AmapA pBBRmapA. Se detemind el
'§ 100 - porcentaje de lacterias totales asociadas (tanto
§ % adheridas como nvasoras) unahora p.i., el awal se
;: 504 —_— expresa relativo a la cepa contol (B. suis wt), a la
cual se le asigno el00%. Los daos fueron anaizados
0 — : g por ANOVA. Los resultados que se mustran
" ot u\"A o A corresponden a a experimentor epresentativode dos

B'S“ o pt Bﬁ?““ realizados por triplicado.
L b\\““"A? *, significativamente distinto del control (p<0.05), con

'g.tf"_‘ un intervalo de confianza del 9%%6.

Aungue se observague a tierpos cortos & mutante ®ne una mmor capacidd de
interaccionar ca células Hea comparad con la cep silvestre, ete fenotipo pdria debersa un
efecto pleidropico de la delegdn demapA que afectele manera idirecta factoes involucralos en

la adhesioén e imasion a dichs células.

Il .7. Replicacbn intracelular

Para eduar la poshilidad quela delecionde mapA aecte etapasnas tardiasde la
infeccion, se ealud la capaidad de lamutante de @plicar en nacréfagos cmparandolacon la
camcidad de lacepas pargal y compeémentada. Erecuento ritracelular dela mutantedesde
tiempos muy caos estuvo educido en omparacioncon el de lacepa silvese. Sin embago, la
cinética de ambs cepas fuaimilar (Figura 77). La cpa complematada recup® el fenotipode la
cem parental.Esta observ@dn sugiereque MapA podria sernecesaria @a la invasbn (o
infeccion inicia) a macdfagos pero no seequeriria pra la replicaion deB. sus en el interor del
macréfago. Sinembargo, seequieren efoques exprimentalesadicionales pra confirma esta

hipotesis.
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Replicacion intracelular en macréfagos
100000 s Boshile it
10000 -+ B. suis AmapA
1000 —— B. suis AmapA pBBRmapA

u.f.c/ml

T
0 10 20 30
Tiempo (hs)

Figura 77. Replicaion intracelular
Se midié el numero de u.f.c recyperadas de maréfagos murinos infectados &, 1,y 24 hoas p.i.. Los resiltados

gue se muestran orresponden aun experimentorepresentativo de dos realizalos por triplicado.

Conclusiones. Los primeros estdios realizads sobre MpA sugierenque se tratda de
una proteina denembrana éxterna probblemente) ge cumpliriaalgin rol en & biogénesisle la
envoltura celula. La mayorsensibilidadde la mutarg defectiva @ MapA tarto a TritonX-100
como a polimixna B y lis@ima, el entono genéticoy los analiss in silico suyieren queMapA
podria estar inglucrada end biosintesi modificacidn de algun fido particubr de la merbrana
deBrucella, que como se deribié (secabn 2 de la Itroduccidn) pdria contrilwir con el caacter
furtivo y resistate de este pageno. Pootra parte, esidios prelimhares sugien que la actiidad
de MapA podra ser neces&é paa la irnvasién de labacteria a racrofagos, locual podriaestar
relacionado ca la interac@n de la membrana eterna bacteana con cmponentesde la
membrana celudr del macréago.
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Discusion

Para los patégenos microbianos, la adhesi@as células del hospedador es un paso clave
en la infeccion, lo cual se refleja por ladlltiples adhesinas expresadas en varias bacterias
patdgenas. Las distintas adhesinas puedenaradinérgicamente, reforzando su capacidad
adhesiva, o pueden tener funciones con cieddayde superposicion amplementariedad. Las
especies pertenecientes al génBracella son patdgenos intracelulares facultativos capaces de
infectar una gran variedad de tipos celula@E5); por lo tanto, la bacteria debe ser capaz de
adherirse e invadir estas células. Su capaciadeplicar intracelularmente se basa en una
estrategia Unica en la qBeucella modifica el proceso de maduracion de los fagosomas, creando
un nuevo nicho intracelular en el que se multiplica (122, 123, 133).

A pesar de la relevancia de la adhesién @ntéxaccion con el hospedador, el impacto de
esta etapa en la patogénesiBdecella ha sido poco explorado. Al momento de iniciar la tesis se
habia identificado erBrucella una proteina de membranatexa llamada SP41, la cual
contribuiria a la adhesion e invasién a las céldielshospedador medianiz interaccion con un
receptor celular que contendria residuos de &i#la@o (208). Otras evidencias del mismo grupo
mostraron queBrucella seria capaz de unirse a componentes de la ECM, particularmente a
fibronectina y en menor medida a colageno y vitronectina (253). Ademas, se habia observado que
al entrar en contacto con la superficie de células epiteliBlegsella se acumula formando
microcolonias. Por ultimo, se habia demostrado ejuautotransportador monomérico y posible
adhesina OmaA seria importante durante lasetapnica de la infeccién en ratones inoculados
mediante inyecciones intraperitoneales (261h &nbargo, los autores no demostraron que la
proteina funcionara como adhesina.

Durante el transcurso de éstgis caracterizamos a la aima BmaC (262), perteneciente
a la familia de los AT monoméricos y de lbzacion unipolar. Mostramos que BmaC media la
unidn deBrucella a células epiteliales a través de su interaccion con fibronectina (262). Por otro
lado, recientemente se reporté que una isla tgenicidad que incluye cuatro genes, contribuye
con la eficiencia de adhesién 8e abortustanto a células HeLa como a macréfagos J774. Se
propuso gue la proteina responsable estaridicadt por Babl 2009, y contendria un dominio de
adhesion llamadonmunoglobulin-like BID_1254).

En base a una busqueda bioinforméatica en el genorBa sigis1330se identificaron 11
proteinas que podrian cumplir un rol de adhegmgue presentaban algun dominio asociado a la

adhesion. El arbol filogenético construido con estas proteinas las agrup6 en 4 grupos: los grupos 1
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y 2 se encontraron mas cercanos entre si que con los demas. El grupo 1 estuvo formado por los AT
monoméricos BmaC, BRA 0173 y BR_2013 (OmaA), mientras que el grupo 2 comprendié a los
AT triméricos BtaE, BtaF y un tercer miembrogale hemos denominado MapA. En el marco de

esta tesis se han estudiado los tres dama pertenecientes al grupo 2.

Funciones de BtaE y BtaF

BtaE es una proteina compuesta por 740 aminoacidos, en cuyo dominio pasajero se
pudieron identificar dominios asociados a adhesinas/asinas bacterianas. En cambio, BtaF es
una proteina mucho mas pequefia, de tan solo 278 aminoacidos, en cuyo dominio pasajero no se
identificaron dominios ni motivos conservados. Las predicciones respecto a la estructura de BtaE
sugieren que el trimero tendria la clasica estructura tipo chupetin, compuesta por un cuello,
conector y cabeza, ademas del dominio de anclaje a membrana. En cambio, para BtaF no fue
posible predecir dominios correspondientes al conatttampoco a la cabeza. De todos modos,

BtaF no seria el primer AT Il en el cual no se pueden predecir conector ni cabeza. Por ejemplo,
para HadA deHaemophilus influenza€biogrupo aegyptiuy tampoco es posible predecir la
presencia de una estructura tipo cabeza (296) y sin embargo, fue funcional al expresarla en una
cepa det. coli (296). De la misma manera, se ha obstovgue algunas de las funciones adhesivas

del TA trimérico BadA deBartonella henselason independientes de la presencia de la cabeza
(316).

Con el fin de caracterizar las distintas proteinas, se emplearon dos estrategias: por un lado
se estudiaron las mutantes por delecion de cada uno de los genes y por otro lado se realizaron
ensayos de expresion heter6loga. A modo de cadertals cepas mutantes, se realizé un andlisis de
fenotipos asociados a la envoltura celular. temiltados obtenidos sugieren que las mutantes no
presentan una envoltura celular afectada.

Al evaluar mediante el enfoque hetegilda capacidad de autoagregar en cultinogtro
de las cepas dg. coli que expresabtak o btaF, no se observaron diferencias con respecto a la
cepa control. Tampoco se detectaron diferenciaka einética de autoagregacion de las simples
mutantes con respectda suissilvestre. Sin embargo al evaluar la doble mutante se observo que a
tiempos tardios (a partir de los dos dias) eidstina disminucion leve pero significativa en la
velocidad de autoagregacion. Este resultadceseigjue BtaE y BtaF podrian compartir funciones
redundantes relacionadas con la autoagrega@om.embargo, dado que estas diferencias se
observan a tiempos muy prolongados, no se espera&sto pudiera afectar la rdpida formacion de

microcolonias observada sobre células epiteliales (253).
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En cuanto a la formaciéon dbiofilms los resultados obtenidos, tanto por ensayos
heterélogos como mutacionales, indican que BtaEestaria involucrada en su formacion. En
cambio, los mismos enfoques indican @iaF contribuye a la formacién téfilms in vitrosobre
soporte hidrofébico. Como se memad previamente, el desarrollo biefiims depende tanto de la
adhesion inicial bacteriana a la superficie, asi como también de interacciones bacteria-bacteria.
Dado que BtaF parece no tener un rol crucial eautaagregacion o interacciones célula-célula, el
rol de BtaF en la formacién deofilm estaria relacionado con la adhesion a la superficie abiética.

Se ha sugerido que la formacién biefilms podria evitar la desecacion de las bacterias que
sobreviven fuera del hospedador por cortosopes (317). De hecho, en la naturaleza, la
persistencia de las bacterias en determinados nichos muchas veces se asocia con la formacién de
biofiims Incluso recientemente se ha propuesto Bua&bortusbajo determinadas condiciones
ambientales, produce una matriz extracelularaprdiere propiedades de adhesion y resistencia a
stress (318). Por ultimo, la capacidad de desarrollar microcoloniadiofilm sobre la superficie

del hospedador podria influenciar la invasion celular.

Al momento de iniciar este trabagxistian evidencias que sugerian drecella seria
capaz de unirse a componentes de la matriz extitaceén particular a fibronectina y también a
residuos ricos en acido sialico (253). Por consigig, se evalué mediante distintas estrategias si
las adhesinas estarian involucradas en la adhesion a distintos compuestos de la ECM, como
fibronectina, colageno y AH o fetuina (por ser rica en acido sialico). Los resultados presentados en
esta tesis indican que BtaE estaria involucrada exdhesion a AH y sugieren que también podria
contribuir con la adhesién a fibronectina. En estso, la ausencia de un fenotipo defectivo de la
mutante en su adhesion a fibronectina, se explicaria por redundanciaide émmcotras adhesinas
como BmacC (262). Por otro lado, las observaciones descriptas sugieren que BtaF seria un adhesina
mas promiscua con capacidad de unirse a cotdg@H, fetuina, fibronectina y superficies
abidticas hidrofébicas. La capacidad de BtaF de mediar la unién de la bacteria a colageno podria
ser relevante ya que es una proteina abundariéeEEDM de la mayoria de los tejidos (319, 320).

De manera similar, el AH es otro de losmponentes mas abundantes de la ECM de muchos
tejidos, entre ellos, el tejido articular (tipicamente infectadoBoasuig, epitelial (tejido que la
bacteria debe penetrar pgpader iniciar la infeccion), te&b conectivo, cartilagos, tendones y
también se encuentra en abundancia en el gadtingl. La interaccion de bacterias patégenas con
AH ya ha sido reportada previamente. Por ejempl AH esta implicado en la adhesion de
Mycobacterium tuberculosia epitelio pulmonar (321), en la adhesiénPiesmodium falciparum
(protozoo) a eritrocitos (322) y en la invasiénEdeherichia colial tracto urinario (323).
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Es interesante mencionar que para el AT trimérico BadM.dhenselaguna especie
filogenéticamente cercanaBaucelld) existen distintas variantes que se diferencian en la cantidad
de repeticiones correspondientes al cuelloh&eropuesto que a mayor cantidad de segmentos
correspondientes al cuello, mayor es la afinidathdariante de BadA a distintos ligandos (316).
Cabe recordar que para BadA, tal como ocoom BtaF, tampoco fue posible predecir dominios
tipo conector o cabeza.

Por otro lado, se presentaron evidencias que indican que tanto BtaE como BtaF serian
necesarias para una adhesioén eficiente a célulasgim epitelial (HeLa y A549). Lo interesante
de A549 es que se acerca al tipo de células a laBaeella podria adherirse al inicio de la
infeccion. Al utilizar ambas ligas celulares, la mutante letaE presenté un menor porcentaje de
células adheridas e invasoras respecto a la cepa parental. Sin embargo el porcentaje de bacterias
invasoras respecto a las adheridas, fue similar. Esto sugiere que dado que la mutsaie en
presenta una menor capacidad de adhesion a las délvia®, es menor la cantidad de bacterias
que tienen la posibilidad de invadir las célulasmG@onsecuencia, la mutante presenta una menor
cantidad de bacterias invasoras a pesar denav afectada su capacidad de invadir.

Interesantemente, el AH compitié con la adhesiéBrdeellaa HeLa mientras que casi no
tuvo un efecto en la mutandbdtaE Es posible que BtaE medie la adhesion a células, al menos en
parte, a través del AH celular. Sin embargon necesarios otros estudios para evaluar esta
posibilidad. En cuanto a los ensayos heterdlogos, la expresibraid@o afectd la capacidad de
adhesion ni invasion de la cepaHElecoli. Esto sugiere que para conferir la capacidad de adhesion a
Hela, BtaE necesita de otros componenteBrdeellaque no se encuentran Encoli.

Similar a lo ocurrido con BtaE, la mutante btaF presentdé una menor capacidad de
adhesion a ambas lineas de origen epitelial, naigmfue la capacidad devasion no fue afectada.

El hecho de que las simples mutaniaE y btaF de B. suispresenten una menor adhesion a
células indica que las funciones de las proteémasuanto a la adhesidn no serian (absolutamente)
redundantes. Podria ocurrir que ambas adhesinadnvin efecto sinérgico en la adhesion o que
tuvieran roles complementarios. Sin embargo, la doble mutanticAbtaE AbtaF) no presentd
diferencias en cuanto a la capacidad de adheasiinvasion respecto a las simples mutantes. Una
posible interpretacion de estos resultados es que ambas proteinas participen en la misma via o
mecanismo de adhesion a cultivos celulares. Enesstenario, cada una tendria funciones distintas
entre si pero complementarias. Una observagignestaria en contra de esta hipotesis es que la
sola expresion de BtaF &n coli produjo un incremento en su capacidad de adhesion a HelLa. Esto
indica que BtaF es capaz de mediar la adhesion a las célulaspeb®sgno bien utilizando otros

componentes de la membrana que se encuentran conservada®kn
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Dada la importancia de la iasion a macrofagos por parte Beucella se evalué la
posibilidad de que Btak y/o BtaF estuvieramplicadas en la invasion a fagocitos profesionales.
Los resultados obtenidos sugieren que ninguno slelds AT Il afecta la adhesion ni tampoco la
replicacion intracelular en este tipo celular.

En el estudio de la interaccién entre eldgano y el hospedadtaimbién es importante
determinar el o los componente(s) celular(de) la célula hospedadora que actta(n) como
“receptor” o ligando de la adhesina bactesiaComo ya se menciond, los ligandos celulares
reconocidos por las adhesinas podrian ser los esismmponentes de la ECM. Sin embargo, no se
puede descartar que las adhesinas interacci@wmas, con otros receptores de las células,
utilizando (o no) como puente su unién a compiee de la ECM. Mas aun, mediante la
comparacion de la estructura predicha para BtaBHas bases de datos de estructuras determinadas
experimentalmente, utilizando Metaserver (299), ol@saos que existiria similitud en la estructura
de la region comprendida entre los aminoacidos 564 a 620 de BtaE con la estructura del dominio
del AT 1l UspAl deM. catarrhalis responsable de la union ralceptor celular CEACAML1 (300,
324). Se observé que una region de la estractier ese mismo dominio de UspAl presentaria
también similitud con la estructura predicha gareayor parte del dominio pasajero de BtaF. La
mayoria de las proteinas que se encuentran deeatlas distintas CEACAMSs estan restringidas a
linajes especificos de mamiferos. Se ha dgegue los distintos tipos de CEACAM se han
diversificado independientemente en cada ordenlos mamiferos (325-328) y que la fuerza
impulsora detras de la rapida diversificacion dasptoteinas en los distintos linajes de mamiferos
podria ser la presién de seleccion de lo®gerios (326, 329). En humanos, CEACAML1 es el
blanco de varias bacterias Gram negativasptagpecies comensales como patdgenas; las cuales
habitan las mucosas nasofaringeaigstinales o urogenitales (330). Incluso la linea derivada de
epitelio pulmonar A549 expresa CEACAM1 (331). Bmwpuso que dentro de las especies
bacterianas que colonizan efdatan especificamente humanos, aquellas que se adhieren a
CEACAM1 reconocen Unicamente al ortélogo humdnogual refuerza la hipétesis que plantea
gue las proteinas adhesivas microbianas han co-evolucionado con #brreleepu hospedador
(330). Seré interesante analizaBsiicella utiliza a CEACAM1 como receptor celular, y ademas,
en caso que lo hiciera, si Btak y/o Bdtan involucradas en dicha interaccion.

Tanto los ort6logos de BmaC (262) congu@llos de los otros dos AT tipo | (BR_A0173y
BR_2013) (256) y los ortologos de los AT trimésdBtaE y BtaF presentan una alta variabilidad
de secuencia. Estas diferencias podrian contribuir a las preferencias de hospedador; por ejemplo,
podrian resultar en una mayor adhesion a distintéantas de los receptoreslulares de distintos

mamiferos (bovino, caprino o porcino), como ocurre con CEACAM1 para otros patégenos. Esto
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apoyaria la hipétesis de la supuesta evoluodpartir del aislamiento dado por las distintas
preferencias de hospedador (26).

Parte del éxito d®8rucellacomo patdgeno reside en evadir el sistema inmune. Para ello,
Brucellaha desarrollado distintas estrategias mediagtelales evade o interfiere la detecciéon del
sistema inmune innato, asegurandose el establecimiento de una infeccion crénica (332, 333). Una
de las estrategias adoptadas PBoucella es la prevencion de la activacién del complemento
presente en el suero (145, 334, 335). La estructura particular del LBRiala es en parte
responsable de la toleranciacamplemento (335, 336). Se ha sugerido que habria otras moléculas
gue contribuyen a la resistencia al complemento (337). La adhesina UspAZdtharralis esta
involucrada en la resistencia al complemento presente en el suero (309). Dado que las predicciones
estructurales de ambos AT BtaE y BtaF sugerian cierta similitud estructural con la estructura de las
proteinas UspAs se planted la hipétesis de que BtaE y/o BtaF podrian contribuir con la tolerancia
deBrucellaal complemento. Mientras que la expresiortid no afecto la tolerancia d& colini
de Brucellaa la actividad bactericida del complemento, la expresidnafeaumento mas de 10
veces la tolerancia de. colial complemento y la mutanfétak de B. suismostroé una reduccion
significativa en la supervivencia en presencia del complemento. Estos resultados indican que BtaF
(pero no BtaE) interviene en la proteccion debkcteria que la porta frente a la actividad
bactericida del complemento presente en el suero. En el cdordietella pertusisla bacteria
expresa varios factores durante su fase virulenta que interactian con componentes del
complemento o reguladores del mismo, tanto de modo directo como indirecto y de este modo
media la resistencia al complemento3&8 Algunos de estos componentes son los
autotransportadores BrkA (339) y Vag8 (338)raPpoder comprender el mecanismo por el cual
BtaF media la resistencia al complemento, asiccta via de activacion con la cual interfiere, se
deberan realizar experimentos adicionales.

Para estudiar el rol de BtaE y BtaF en la virulenci® dsuis se realizaron infecciones en
ratones mediante inoculacion intragastrica. Se utilizé esta via de administracion en lugar de la
clasica inyeccion intraperitoneal, ya que se asemégm a lo que seria una de las vias de entrada
fisiol6gica de la bacteria. Tanto a los 7 como 3 di.i., la carga bacteriana en bazo de ratones
inoculados con las simples mutanBssuisAbtaE o B. suisAbtaF fue significativamente menor
que en aquellos inoculados con la cepa silve&stos resultados indican que tanto BtaE como
BtaF son necesarios para dqgreicella presente una completa infectividad. Al evaluar la virulencia
de la doble mutante se observo que a los 7 dida nfeccion fue estadisticamente menor no solo
con respecto a la de la cepa silvestre, sino también con respecto a las simples mutantes. En cambio

a los 30 dias, si bien el recuento fue meqoe el observado para las mutantes simples, la

149



Discusion

diferencia no fue estadisticamente significativaa \gosible interpretaciodel fenotipo diferencial
de la doble mutante (a los 7 dias p.i.) es que el fenatipdvo de la doble mutante es una
consecuencia del defecto de mas de una funci@iatey BtaF. Como se mencioné anteriormente,
es posible que algunos roles de las adhesiras reglundantes o complementarios, mientras que
otros podrian ser exclusivos de BtaE o BtaF, como por ejemplo, la proteccién frente al
complemento de BtaF. Sera interesante detemsi SP41, Babl 2009, OmaA, BmaC, BtaE y
BtaF tienen roles redundantes, sinérgicos o complementarios en la interac&émnceléa con
distintos tipos de tejidos u hospedadores difie® Podria también ocurrir que las distintas
adhesinas actien en distintas etapas de la infeccion. Ban&LC, como BtaE y BtaF son
necesarias para que la bacteria presente una completa capacidad de adhesién a células epiteliales.
La inactivaciéon dedomaCredujo la adhesion dB. suisa células del hospedador en 2 log (262),
mientras que la delecion d#aE o btaF disminuyé la adhesion dB. suisen un 50-60%. Esto
sugiere que BmacC tendria un rol mas critico en la adhesion a células en cultivo, respecto a las otras
dos adhesinas. No se puede descartar que thlepele expresion espacio-temporales de BmacC,
BtaE y BtaF sean diferentes entre si, cumpliendesralternativos durante el proceso infeccioso.
Sera necesario realizar mas estudios para comprender la interrelacion entre las distintas adhesinas y
su impacto en la adhesion a células del hospedador.

Para evaluar la relevancia de las adhesinas en el proceso infectivo era importante
comprobar que dichas adhesinas se expliesérmo en hospedadores natural€sn el fin de tener
una primera aproximacion se realizaron ensayos de ELISA invertido para evaluar la presencia de
anticuerpos anti-BtakE o anti-BtaF pressnen hospedadores sanos o infectadosBcauis Se
pudo determinar que el titulo dmnticuerpos capaces de reconocer una porcion del dominio
pasajero tanto de BtaE como de BtaF proveniente de sueros de chanchos enfermos fue
significativamente mayor al de sueros provetsrde chanchos sanos. Estos resultados indican
gue tanto BtaE como BtaF se expresanvivo cuandoB. suisinfecta a su hospedador de
preferencia, lo cual refuerza la importanciaedtas adhesinas durante el proceso de infeccion.
Ademas, sugiere que en los animales enfermiodahalgun tipo de respuesta inmune mediada por
anticuerpos anti-adhesina. Las observacionesnal#is al utilizar sueros de humanos, aunque
preliminares, van en el mismo sentido. Se requierés estudios para evaluar la intensidad de la
respuesta inmunogénica contra las adhesinas posencial uso en el desarrollo de nuevas
estrategias de diagndstico o proteccion.

Cabe destacar que actualmetas estrategias de diagndstico para porcinos son muy
limitadas. Segin una comunicacion personal coropalslel SENASA es importante el desarrollo

de una técnica que permita un diagnostico precidwruselosis en porcinos. El desarrollo de dicha
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técnica permitira realizar el monitoreo de la enfermedad en porcinos. Como se mencioné en la
seccion 1.4. de la Introduccion, lesstso combinacion de pruebas utilizados para diagnosticar
brucelosis para porcinos no son eficientesuslla puesta a punto del ensayo de ELISA invertido
con suero porcino presenté un considerable graddifibltad. El desarrollo de una técnica de
diagnéstico para porcinos basada en ELISA esnptedora, ya que no solo no se cultiva al
patégeno, sino que ademas nonseesitan equipos sofisticadgdos resultados se obtienen en

poco tiempo.

Ubicacién polar

Como era predecible, se determiné que tanto BtaE como BtaF se localizan sobre la
superficie de la bacteria. Curiosamente, amlfesinas mostraron localizacion unipolar. En el
caso de BtaF en algunos casos la sefial mostrd ubicacion sub-polar. Hasta nuestro conocimiento,
estos serian los primeros reportes de AT triméricos con localizacién unipolar. En cambio, ya se
habia descripto AT monoméricos con localizaciorpalair; estos incluyen, la adhesina BmaC de
B. suis(262), la proteina que promueve polimerizacion de actina lcsZhiglla flexneri(340) y
la adhesina AIDA-I deE. coli (233). Es interesante destacgre algunos de los AT tipo I,
incluyendo Aida-A e IcsA, son polares en ebplasma previo a su secrecién, lo cual sugiere que
la secrecién ocurre en el polo (233, 341). Pay latdo, se observé que&AT monomérico NalP del
coco Neisseria meningitidiscontiene en si mismo la infoemion molecular que le permite
localizarse en un polo al expresarlakercoli. En linea con esta observacion, tanto BtaE como BtaF
mostraron tener una localizacion unipolar no soldBersuissino también al ser expresadas de
modo heterélogo eB. coli, sugiriendo que el mecanismo que dirige la localizacion unipolar de los
AT (tanto tipo | como tipo Il) estarieonservado en varias bacterias.

Tanto BtaE como BtaF fueron detectadas por inmunofluorescencia en una baja proporcion
de las células. Previamente se habia observado oerpaje similar de expsion para la adhesina
unipolar BmaC (262). Es posible que el nivel de transcrigoi@iiro debmacC, btako btaF no sea
lo suficientemente alto para ser detectado ctonbfluorescentes en la mayoria de las células. Si
esto fuera cierto, se esperaria que ocurriera unrgarge la expresion génica de alguno(s) de los
genes de las adhesinas cuando la bacteria se encuentratennel éal hospedador, previamente a
la internalizacion en la célula. Por otro ladiado que los anticuerpos generados reconocen un
péptido correspondiente al dominio pasajero, exgicacién no excluyente de la baja proporcién
de bacterias marcadas es que estos péptidos naamagibles para los anticuerpos en la estructura
nativa que adoptan sobre la superficie bacteriab@)(Por Ultimo, otra hipétesis interesante es que

las adhesinas se expresarian solo en una subpobthciés bacterias, que dependeria de la etapa
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del ciclo celular deBrucella Esta hipotesis se basa en queBemncella luego de una division
asimétrica se generan dos tipos celulares distigue sufren un proceso de diferenciacion (39-41,
342). Para cada una de las células hijas se mdmtaas identificar un polo nuevo y un polo viejo
(39). Asimismo, una baja expresion de estas adhesinas en una pequefia subpoblacién bacteriana
podria ser suficiente para lograr la internalizacionBdecella y establecer asi una infecciéon
limitada pero exitosa. Seran necesarios nuesuasglios para explorar estas posibilidades.

Evidencias previas sugieren que cuaBdacellainteractliia con la superficie de una célula
eucariota, lo hace a través de uno de sus polos 8282 Mas aln, se ha propuesto que el polo en
el cual se localiza BmaC, seria el polo querad&a con la superficie celular (262). Por
inmunofluorescencia se observé que el polo bacteriano que interacciona con la célula también
corresponderia a aquel en donde se ubica BtaE. Panadmdeminar si las adhesinas se localizan
en un polo en particular, y en caso de haceriogué polo se localizan; se analiz6 la presencia de
cada adhesina por inmunofluorescencia de cepBs sigisque portaban fusiones traduccionales de
marcadores de polo viejo a proteinas fluorescentes (PdhS (41)) o nuevo (AidB (42)). Los resultados
obtenidos indican que en las condiciones estudiadag) BmaC como BtaE y BtaF, se localizan
en el polo nuevo dB. suis sugiriendo que éste polo estaria funcionalmente diferenciado para la
adhesion. Varios factores de virulencia supeafés, incluyendo estruatas adhesivas de otras
Proteobacterias cercana8raicella han exhibido localizacion polar. Se ha descripto, por ejemplo,
gue todas las proteinas VirB Agrobacterium tumefacieni&nen localizacion polar (344). Incluso
A. tumefaciense adhiere a plantas y a superficies abidticas a través de uno de sus polos, en un
proceso mediado por distintas estructuras,uyehdo un polisacarido unipolar (UPP) (345). A
diferencia de lo observado érucella se ha propuesto quk. tumefaciense adhiere a las
superficies preferentemente a través del polo viejo (40). Es posible que las caracteristicas de la
asimetria polar dependan del estilo de vida bacteriano. En el cdsautaefaciensel modo de
vida sésil requeriria la adhesién mediada por adhesinas localizadas en el polo viejo (el cual es
relativamente estable) (345). Otro ejemploneleroteobacteria que posee una arquitectura polar es
Caulobacter crescentugn cuyo polo viejo generado luego de la divisién celular se encuentra el
polo diferenciado para Edhesion (40, 345, 346 aulobactertambién presenta una etapa sésil en
su ciclo de vida. EmBrucella, una hipdtesis atractiva es qlee adhesion inicial de una uUnica
bacteria a la célula del hospedador estaria mediada por adhesinas localizadas en el polo nuevo de
una subpoblacién bacteriana infectiva. Es podijple la diferencia respecto al polo diferenciado
para la adhesion esté relacionada con el estilovide sésil de la bacteria (como ocurre en
Agrobacteriumy Caulobactey o una adhesion transitoria a la célula del hospedador como es el

caso deBrucella
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Adhesinas y especiacion

Como se menciond anteriormente, dentro del géBenoella el concepto de especie es
particularmente controversial (18rincipalmente por la altaonservacion de los genomas (11, 19-

21). La elevada similitud entre los miembros delegé, ha dado lugar a que se planteara que el
género seria monoespecifico y que todas las iesppertenecerian a biovariedades o cepas de la
misma especie (21, 24, 25). Esta teoria se ha desestimado principalmente porque entra en conflicto
con la hipétesis de la evolucion a partir dedlamiento dado por las distintas preferencias de
hospedador (26, 38). Curiosameridéecomparacion de los genomasBlamelitensisl6M y B. suis

1330 indic6 que los genes mas variables corresponden en gran parte a genes hipotéticos, muchos de
los cuales codificarian proteinas de superficie. Estas diferencias en genes de superficie
contribuirian a diferencias en el tropismo a tejidos, hospedador de preferencia y en las
manifestaciones de la brucelosis (23).

La comparacién de los ortélogos e adhesinas BmaC, BtakE y BtaF Blesuis1330
muestra una considerable variabilidad. Todos ¢nomas de las especies/cepas analizadas
mostraron la presencia de ortélogos de BtaftaF, aunque algunos dies ortélogos podrian no
ser funcionales. Las diferencias se observaron pairoente en el dominio pasajero, tanto a nivel
secuencia, como en su longitud y en el nimero de motivos repetidos. En el caso de BmaC, dentro
de las especies clasicas, no fue posidatificar un ortdlogo funcional €. canisya que el gen
homologo seria inactivo debido a mutacioneasensg262). Dentro de los ortélogos funcionales
de BmaC también se observo una alta variabijidad ejemplo, la similitud entre BmaC Be suis
1330con su ortdlogo d8. ovises de tan solo el 48% (262). En linea con estas observaciones, los
ortélogos de los otros AT tipo | BRA 0173 y BR)13 (256) también presentaron diferencias de
secuencia o funcionalidad. En esoade BRA_0173, los genomas Becanisy B. melitensisno
expresarian ortélogos funcionales. Bt lado, se expresarian ortélogosBerabortus2308 yB.
ovis, pero sus identidades con respecto a la proteinB. driis 1330 son s6lo de 40 y 55%,
respectivamente. En el caso de BR_2013 (Ontafpoco se identificaron ortélogos en todas las
especies clasicas @rucella y en los casos en los que estan presentes, éstos presentaron una baja
identidad con respecto a la proteina RBlesuis En resumen, las putativas adhesinas podrian
contribuir a las diferencias en cuanto a tropismo de tejido y/o la preferencia de hospedador.

Por ultimo, para comparar el impacto de las distintas adhesinas en el tropismo a
determinados tejidos es importante también andézeggulacion de la expresion de las mismas. A
través de andlisis del transcriptoma seohservado que la expresion del ort6logobtiE en B.
melitensigfBMEI1873) se encuentra reducida en una mutante defectiva en el regulador VjbR (347).

Este regulador es un homadlogo de LuxR que moduapaesion de transcripg requeridos para la
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supervivencia intracelular, cuya expresion se inergmcon la acidificacion del medio extracelular

(348). Por otro lado, mediante andlisis mécroarrays se determind que la transcripcion del
ortélogo debmaC en B. abortusse encuentra regulada negativamente por el sistema de dos
componentes BvrR/BvrS. Este sistema pgurdien el ajuste de la fisiologia Beucella durante la
transicion que ocurre entre un nicho extracelular medio intracelular (349). En funcién de estas
observaciones, una hipotesis es que la expresibtaftey bmaC(y probablemente los genes de las

otras adhesinas) se induzca por distintos estimulos. Seran necesarios estudios futuros que se
focalicen en la regulacion de la expresion degieses de las adhesinas para comprender si éstas
actian en las mismas condiciones ambientales en siambio, actlan bajo distintas estimulos,

cumpliendo roles complementarios.

MapA

La tercer proteina perteneciente al grupo 2 de posibles adhesinas fue MapA (Figura 10).
MapA claramente no pertenece a la familialoe AT triméricos. Los analisis y predicciones
bioinformaticas sugieren que podrian tratarse de pmoteina de membrana externa. Soélo se
identificé un dominio conservado de funciéesdonocida (DUF490) y una repeticion del motivo
RGD que se suele asociar a adhesinas bacterianas. Por otra parte, la basqueda de secuencia sefal
mediante la via TAT sugiere que la proteina posdeieretarse a través de esta via. Rio arriba de
mapAse encuentra el gen de una proteina hipat@dnservada de membrana externa que estaria
involucrada en el ensamblado de la membrantarex. EI| ORF que se encuentra rio debajo de
mapAcodificaria una lipoproteina de la envoltaedular. Por otro lado, se observé que MapA se
encuentra en todas las especies del género cthemplar una identidad mayor al 99%. Esta minima
variabilidad sugiere que MapA estaria impliaadn alguna etapa del metabolismo central de
Brucella Los ortélogos erB. abortusS19y B. melitensisl6M estan anotados como putativas
“gramicidin S biosynthesis grsT proteifGRST) Sin embargo, observamos que la similitud de
secuencia entre MapA y la GRST Beevibacillus brevig312) es de solo el 7.2%. La enzima
GRST esta involucrada en la sintesis de gramicidina S y en particular es una hidrolasa que actia
sobre uniones éster. Dentro de la clasificacion numérica para las enzimas basada en las reacciones
guimicas que catalizan, el nimero HEhfyme Commission numbeorrespondiente para las
GRST es EC 3.1.2, donde “3” indica que es una hidrolasa, “3.1" significa que actla sobre enlaces
éster y “3.1.2” indica que es una tioester higsal (277). Las enzimas pertenecientes a esta clase
(incluyendo la GRST) participan en el metabolismo de acidos grasos (277).

Al realizar la comparacion de la estructura predicha para MapA con bases de datos de

estructuras, se encontr6 similitud con dos enzideata familia 2 de las glicosil hidrolasas. Esta
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familia incluye enzimas con actividgiigalactosidasa (lactasa)feglucuronidasa, descriptas en
bacterias, hongos y animales, pero no en pldB&®). Las glicosil hidrolasas se clasifican como
EC 3.2.1, donde “3" indica que es una hidrold82” indica que es una glicosilasa, es decir que
actla sobre enlaces glicosilo (unién entre damosacéaridos) y “3.2.1” significa que es una
glicosidasa capaz de hidrolizar O- o S-gdidos, liberando azucares mas chicos (277).

Con el fin de caracterizar MapA se realizaron distintos ensayweiro; y para ello se
realizaron al igual que para BtaE y BtaF cimaciones tano mediante ensayos heterélogos y
mutacionales. En el caso de la expresion heterdloga, no se observaron diferencias en el fenotipo
entre la cepa dE. colique expresé MapA y la cepa control. Por otro lado se evalué si la delecion
de mapAafectaba la estructura de la envoltura celulaB.dguisy por consiguiente la resistencia a
diferentes compuesto8. suisAmapA presentd el tipico comportamiento de las cepas lisas en
acriflavina, lo cual sugiere que no habria sufédmbios en su antigeno O. La mutante tampoco
presento diferencias en cuanto a la toleraad®DC 0.1%, EDTA 200 pg/ml ni a SDS 0.01%, con
respecto a la cepa parental. En cambio, presemdmayor sensibilidad a Tritdbn X-100 0.1% y a
distintas concentraciones de polimixina B. Estsiitados indican que la superficie de la mutante
se encuentra afectada. Para comprender estos resultados, es importante tener en cuenta la
naturaleza de cada uno de los compuestognoCee menciondé en la seccion 2.2.a. de la
Introduccién,Brucella normalmentdolera mayores concentraciones de quelantes de calcio como
EDTA, que otras bacterias, tmal esta relacionado con la mereaposicion de residuos cargados
de su LPS (155) y el fuerte anclaje de esta estra a su membrana particularmente hidrofébica
(143). Como consecuencia de la menor exp@side residuos con carga anionica del LPS respecto
a otras especies, el rol de los cationes diveserh la estabilizacion de su estructura es menos
importante. Tanto el SDS como el Triton X-100 si@ergentes, con la diferencia que el primero
es un detergente aniénico, mientras quelr@bn X-100 es un detergente no idnico. Ambos
compuestos son surfactantes y en altas corac@ones podrian emulsionar las membranas de las
bacterias. El Triton X-100 es una molécula arifgzd soluble en agua, compuesta por una cadena
hidrofilica de 6xido de polietileno yn anillo aromatico hidrofébicdJna posible explicacion a la
mayor sensibilidad al Tritdbn X-100 de la mutia, es que ésta presente un cambio en la
hidrofobicidad de su membrana que la haga més accesible a este detergente.

La polimixina B es un lipopéptido cationicerc efecto antibiotico en la mayoria de las
bacterias Gram negativas, ya que permeabiliza las membranas. Mediante su porcion de 4cido graso
se une a las membranas y altera su estructura permeabilizandola, actuando de modo similar a un
detergente. La porcién correspondiente altigépcationico suele unirse al LPS mediante una

atraccion electrostatica, mediada por la interaccion de las cargas positivas del péptido con las
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cargas negativas del LPS, y asi también alterartagabilidad de la memhna externa. Mediante

estas interacciones electrostaticas la polimixindeBplaza, al menos en parte, iones calcio y
magnesio, que en la mayoria de las Gram negativas estabilizan las cargas del LPS. Como se
menciond en la seccion 2.2.a. de la introducciBrycella tiene una mayor tolerancia a la
polimixina B que otras especies cofBocoliy S. entericalo cual se debe principalmente a la
menor cantidad de grupos anidnicos expuestos en el LABudellay su fuerte anclaje a la
membrana (8, 142, 143, 155). La mayor susceptibilidad a polimixina de la mutaapé\ podria

deberse a una reduccion en la hidrofobicidad de su membrana la cual podria dar lugar a un anclaje
mas débil del LPS a la membrana. Otra posibilidaguesun cambio en la estructura del LPS en la
mutante resulte en un aumento en las cargas negativas expuestas por el LPS.

Dentro de la caracterizacion de los fenotipos asociados a la envoltura celular, el dltimo
fenotipo analizado fue la sensibilidad de la cepa mutaagAa la lisozima. La lisozima es una
enzima que hidroliza preferentemente las uniofied,4 entre los residuos de acido N-
acetilmuramico y N-acetil-Bylucosamina del peptidoglicano ¢k pared bacteriana (351). Esta
actividad enzimatica afecta particularmente a las bacterias Gram positivas (352). La hidrolisis del
peptidoglicano compromete la intedad de la pared celular y lleva a la lisis de la bacteria. Se
considera que esta enzima es parte de un sistema bactericida no inmune de vertebrados, ya que es
abundante en numerosas secreciones como lasklyrimas, moco, bazo, pulmones, plasma y
cartilago, entre otros (351). Ademas, los neutréfilos la liberan como parte del mecanismo de
defensa del sistema inmune. De todaslos se ha demostrado que el LPBdeellano estimula
la degranulacion ni la liberacion de lisozimor parte de los neutréfilos (353).

La baja susceptibilidad de la mayoria dedsgecies Gram negativas a la lisozima se debe
a que la membrana externa protege al pepticagd (354). La concentracién de enzima utilizada
en el ensayo (ver seccién Ill.4. de Resultados) (2 pg/ml) estuvo dentro del rango de
concentraciones que se encuentra en sangre yplaamnia entre 1.54 y 9.74 pg/ml, con una media
de 5.64 pg/ml (355)). En estas condiciones la cepa mutaayé mostré ser muy sensible a la
lisozima; en menos de 3 minutos se obtuvo una lasstotal de las bacterias, mientras que la cepa
silvestre no fue afectada en los tiempos evaluadasmayor sensibilidad de la mutante a la
lisozima la define como una cepa hiperpernmab Desde el punto de vista estructural, esta
caracteristica indica que su membrana externa@eeatra afectada. Es interesante analizar lo que
ocurre en el caso de cepas Gram negativas mybgena la lisozima o “hiperpermeables”, como
por ejemplo la cepa DC2 & coli. Esta cepa, derivada de UB10@%6) presenta una membrana
externa permeable a distintos compuestos (356-358). La causa de la hiperpermeabilidad es que

posee un LPS alterado (359,358), particularmentee tigna reduccion en la esterificacion de
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residuos del ndcleo polisacaridique dan lugar a un aumento en las cargas negativas del LPS
(356, 359). En linea con el aumento de cargas negativas expuestas por su LPS, se ha observado,
ademas, que el LPS de esta cepa tiene unarncaydidad de iones sodio y magnesio unidos,
respecto a la cepa parental (359). Curiosamentas diferencias dan lugar a una mayor afinidad

del LPS por policationes respecto al de la cepa r€89), entre ellos la polimixina B, lo cual a

su vez confiere mayor sensibilidad aesesbmpuesto (360). Se ha descripto gueoli DC2 es
también mas susceptible a compuestos hidrofoltjoesla cepa parental (361). En resumen, estas
observaciones apoyan la hipétesis que el LP&mdapA similar a lo que ocurre con el LPS He

coli DC2, podria exponer una mayor carga negativa, lo cual explicaria su mayor sensibilidad a
polimixina B y lisozima. Sin embargo, la falta de un fenotipo de la mutante en cuanto a la
tolerancia al EDTA sugiere que el LPS no estast@bilizado por una mayor cantidad de cationes
divalentes. Esto estaria en contra de un increntnttargas negativas expuestas en el LPS. Existe

la posibilidad que la estabilizacion estuviera dadpaete por cationes monovalentes, como ocurre

en E. coli DC2 (mayor asociacion con sodio). Dentle los cambios que podrian explicar
aumentos en la carga negativa, podrian mendenmandificaciones en el lipido A o en el antigeno

O (ver seccién 2.2.a. de la Introduccién). Aunguecomportamiento en ehsayo de acriflavina

fue el esperado para una cepa lisa, se debe omanajue se han descripto casos en los que cepas
rugosas se comportan como lisast&stsque se utilizan para discriminar unas de otras (362). Es
por esto que no deberian descartarse modificaciones en el antigeno O. Los cambios asociados a la
envoltura celular también podrian deberse a aliemas en la hidrofobicidad de los lipidos de
membrana. Ambas posibilidades, tanto las posibles modificaciones en el LPS o en la
hidrofobicidad de los lipidos de membrana éataen linea con las predicciones informaticas que
sugieren que MapA podria catalizar la formacién de uniones éster (como GRST) y con la funcién
predicha para las proteinas codificadas eeneébrno genético. Alternativamente, MapA podria
estar involucrada en la biosintesis de alguhsacarido de superficie. Esta posibilidad estaria
apoyada por la prediccion de la similitud deektructura de MapA con estructuras de glicosil
hidrolasas y la similitud de secuencia con proteimaslucradas en la biosintesis y degradaciéon de
polisacaridos de superficie y del LPS.

La menor capacidad de la mutante rmapAde infectar HeLa con respecto a la cepa
parental podria ser una consecuencia indirectasieambios en la membrana, o sea, a un efecto
pleiotropico de la delecion. Por otro lado, es interesante el comportamiento observado de la
mutante en el ensayo de replicacion intracelular en macréfagos. A tiempos cortos se observa que la
cantidad de bacterias intracelulares correspondientes a la mutante defectiva en MapA es menor. Si

bien en los tiempos posteriores hay un menor réoyggra la mutante, la cinética de replicacién
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fue la misma. Esto sugiere que las diferencias eacelento se deberian a otro factor previo a la
estabilizacion en el nicho intracelular. Una posibitices que la mutante sea menos eficiente en
evitar la fusion inicial a endosomas o lisosomaspianos. Se ha descripto que al ingresar a los
macréfagosBrucella necesita la presencia dafts lipidicos (balsas lipidicas) ricos en GM1 y
colesterol (124, 125) vy del lipopolisacarido (LPS) Rimicella spp. (126). La alteracion de
estructuras como el LPS o los lipidos de membranaaA podria resultar en una interaccién
inicial ineficiente, lo cual, a su vez, provocauiza reduccion en el nimero de bacterias invasoras.
En resumen, la funcién bioquimica de MapA padcontribuir a adquirir las caracteristicas
particulares de la membrana externaBdécellague la hacen resistente a componentes del sistema
inmune innato del hospedador. La actividad MapA también seria necesaria para que la

superficie deBrucellainteraccione eficientemente con el macrofago en las etapas iniciales.

Perspectivas

Sera interesante plantear nuevos enfoqueeranentales que permitan determinar la
relacion entre la variabilidad de los ortélogoslate distintas adhesinas y el tropismo a diferentes
tejidos y el rango de hospedadores. Ademas, akiaa la posibilidad que CEACAML1 funcione
como un receptor celular utilizado pBrucella en la infeccién de células epiteliales presentes en
las mucosas y si esta interaccion estd mediad8tadt, BtaF y/o BmaC. Dado que el receptor
CEACAM1 de distintas especies de mamiferos presenta considerables variaciones (330), es
interesante la hipétesis que la interaccion dACA&AM1 con una de las adhesinas contribuya con
la especificidad de la interaccion de una determinada espe@eudella con su hospedador de
preferencia. También se evaluara si las distintas adhesimBasdistienen roles complementarios,
sinérgicos o redundantes. El estudio de la regutatte la expresion génica y la caracterizacion de
otras mutantes multiples ayudaran a contestar estas preguntas.

Por otro lado, se realizaran estudios mas rigurpacs explorar la antigenicidad de BtaE y
BtaF, tanto en porcinos como en humanos. Béijgado de estos resultados, se podria evaluar la
posibilidad de utilizar a las adhesinas como tande diagndstico en porcinos, utilizando una
técnica simple como el ELISA invertido. Surge la pregunta si las adhesinas o péptidos de ellas
podrian conferir proteccién a ratones infectadosB.osuis Esta informacion podria ser utilizada
para el desarrollo de una vacuna para proteges pdcinos de la brucelosis, ya que, si bien existe
una vacuna (cepa 2 d& sui3, su uso esta permitido en pocos paises. Otra opcién alternativa al
desarrollo de vacuna de componentes, podriaxg#esar las adhesinas\(ersiones truncadas de

las mismas) en alguna bacteria que pertenezca al grupo de las G&#&Sally recognized as
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safg, es decir que sea considerada por la FB&drican Food and Drug Administratipoomo
segura. De este modo, la vacuna posetaadministrada por via oral.

Por otra parte, con respecto a MapA, nm®ponemos realizar diversos enfoques
bioguimicos, genéticos y moleculares quernp@n definir su funcién bioquimica. La
determinacién de su funcidén es relevante ya lgaeobservaciones descriptas en este trabajo de
tesis sugieren que cumpliria un rol importante en la adquisicién de las caracteristicas particulares
de la membrana externa Beucella,que la convierten en un patégeno furtivo. Por otro lado seria
interesante estudiar si la cepa ¢é€temo se espera, una cepa atenuada.

Por altimo, el hecho de qu& suisAmapAsea una cepa hiperpermeable da lugar a la
utilizacion de esta cepa para una amplia varietbadplicaciones. Por ejemplo se la podria utilizar
para hacer una busqueda de alta escalardpumstos con actividad bactericida coracella Se
han utilizado cepas bacterianas y de levadurasgepmeables para evaluar la sensibilidad a
distintos compuestos y combinaciones de drd§88,364). Incluso se ha aprovechado en otros
microorganismos la mayor permeabilidad a dis§rdompuestos para caracterizar vias metabolicas

(365), identificar blancos de accién para nuevos antibiéticos (366), entre otros estudios.
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Conclusiones

En el marco de esta tesis se han identificado y caracterizado BtaE y BBakudg dos
adhesinas pertenecientes a la familia de lostramsportadores triméricos. Se demostré que una
adhesion eficiente dB. suisa células del hospedador es depentdi de la expresion de ambas
adhesinas. Ademas, BtaE y BtaF fueron necespees una completa virulencia en ratéon. Las
adhesinas podrian cumplir algunas funciones redteslacomo mediar la adhesion a componentes
de la ECM. Otras funciones de las adhespadrian ser complementarias, cumpliendo distintos
roles en un mismo “mecanismo adhesivo”; un ejemplo de este caso es el rol de BtakE y BtaF en la
adhesion a células de origen epitelial. Es posibleotnas funciones sean exclusivas de solo una de
ellas. Por ejemplo, so6lo BtaF contribuye con la tolerancia al complemento presente en el suero.

Si bien aun desconocemosfilancion de MapA, los resultados obtenidos sugieren que la
proteina MapA estaria involucrada en ditesis o modificacion de algun componente de
membrana. Esta funcion podria estlacionada, por ejemplo, con Béosintesis de lipidos de la
membrana externa, cuya estructura contribage la alta hidrofobicidad de dicha membrana.
Alternativamente, MapA podria estar involudaaen la modificacién de algin componente del
LPS, que resulte en una baja cantidad y/o exjgosite residuos con carga negativa. Por ejemplo,
MapA podria mediar la esterificacion de residoasyados del LPS. La identificacion de una nueva
proteina/enzima fuertemente ligada a la estructura particular de la membrana exBetrtzltbees

otro modo de acercarse a comprender las carstatad (nicas de la patogenia de este patdgeno.
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