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Resumen

Analisis y caracterizacion del transito intracelular de Brucella canis en células epiteliales

HeLa durante diferentes tiempos de infeccion.

Trabajo Final de Graduacién para optar por el Grado de Licenciatura en Microbiologia y

Quimica Clinica
Melissa Wong Araya, A96893

Reportes cientificos previos sugieren que Brucella canis es incapaz de replicarse
intracelularmente, esto se adjudica en parte a su condicion rugosa. En el presente
estudio se encontré6 que ademas de replicarse intracelularmente, realiza un ciclo
intracelular de infeccion similar al de la especie lisa Brucella abortus; 1o que parece
indicar que el antigeno O del lipopolisacarido no es esencial para la replicaciéon
intracelular. Para hacer estos hallazgos se infectaron células epiteliales HeLa con
ambas bacterias a una MOI de 500, y se utilizaron anticuerpos contra marcadores
de superficie de Reticulo Endoplasmico y autofagosomas para analizar la co-
localizacion de las bacterias en los mismos, y determinar asi la via de trafico
intracelular durante la infeccion. Las monocapas celulares infectadas se analizaron
mediante microscopia de fluorescencia y confocal a diferentes tiempos de

infeccion.



Antecedentes

1. Impacto de la brucelosis en el sector salud y ganadero.

La brucelosis es una enfermedad producida por bacterias del género Brucella sp.
que afecta tanto al ser humano como a los animales domésticos, la fauna silvestre
y a los mamiferos marinos. Esta infeccién es de importancia para la salud publica
debido a los costos generados por la incapacidad fisica que produce en el enfermo
y a las pérdidas secundarias por la afectacion del ganado (Direccién de
Epidemiologia MDSDLN, 2013).

El hospedero primario de esta enfermedad lo constituyen especies domésticas de
ganado vacuno, porcino, caprino y ovino. También pueden afectar a perros,
bisontes, camélidos americanos, alces, algunas especies de ciervos, animales
silvestres (liebre, zorro, comadreja, etc.) y mamiferos marinos (Direccion de
Epidemiologia MDSDLN, 2013).

La brucelosis se transmite al humano a través del consumo de lacteos
contaminados (principalmente el queso de cabra, leche no pasteurizada, etc.), o
por contacto con animales infectados a través de heridas, mucosas o inhalacion
de aerosoles. Esta caracteristica hace que la enfermedad sea una de las zoonosis
mas distribuidas en el mundo. La brucelosis ha recibido diferentes nombres en las
distintas zonas geograficas a lo largo del tiempo como: fiebre ondulante, fiebre de
Malta, fiebre de Gibraltar, fiebre del Mediterraneo, fiebre Napolitana, aborto
infeccioso o enfermedad de Bang (WHO, 2005).

Esta enfermedad causa impactos negativos en la economia ganadera que incluye
reduccion en la produccion de leche, abortos, infertilidad y mortalidad en las
hembras que han abortado, mortalidad perinatal, incremento en los intervalos de
parto y aumento en la necesidad de reemplazar a los animales (Alves et al., 2014).

Si bien la prevalencia global de la brucelosis en el ser humano es desconocida,
debido fundamentalmente al subdiagndstico y a la subnotificacion, se estima que a

nivel mundial afecta a 500000 personas al afo, especialmente en paises del area
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mediterranea, Arabia, India, México, América Central y Sudamérica (Pappas et al.,
2006).

En Centroamérica la prevalencia de la brucelosis bovina se estima entre 4 y 8%,
con mayor prevalencia en los rebafos lecheros, con pérdidas calculadas en 25
millones de dodlares al afo, siendo Costa Rica y Guatemala los paises mas
afectados (Moreno, 2002).

1.1. Brucelosis en animales y humanos

Las diferentes especies del género muestran predileccion por determinados
hospederos, dentro de los cuales se puede mencionar a B. melitensis que muestra
preferencia por ovejas y cabras, B. abortus por el ganado vacuno, B. suis por los
cerdos, B. neotomae por la rata de madera del desierto, B. ovis por los carneros,
B. canis por los perros, B. ceti por cetaceos, B. pinnipedialis por pinnipedos, B.
microti por roedores y zorros, y B. inopinata cuyo hospedero primario es
desconocido (Godfroid et al., 2011).

La caracteristica principal de la enfermedad en los animales, aunque la
sintomatologia puede variar segun la especie afectada, es la placentitis y el aborto
en las hembras prefadas y la infeccién del tracto genital en los machos que en
general deriva en orquitis y esterilidad (Nicoletti, 1989), lo que afecta la capacidad

reproductiva de los animales.

En el hospedero primario se produce una reproduccion de la bacteria en el
sistema monocito-macrofago en glandulas mamarias y gonadas. Adicionalmente,
en hembras prefiadas se produce una amplia replicacion en trofoblastos

corioalantoicos de la placenta y en el feto (Detilleux et al., 1990)

El mecanismo de transmisidén en los animales depende de la virulencia del género.
Para las cepas mas virulentas (B. abortus y B. melitensis), la transmision se
produce principalmente a través de los fluidos o tejidos asociados con el
nacimiento o aborto de fetos infectados o a la transmision a través de la leche. La
transmision venérea se considera importante para B. canis, B. ovis y B. suis. En

general, los animales infectados con B. canis secretan por mas tiempo la bacteria



en las superficies de las mucosas y en la orina, en comparacién con animales

infectados con B. abortus o B. melitensis (Gyles et al., 2010).

En seres humanos, B. melitensis, B. abortus y B. suis poseen alta patogenicidad,

mientras que B. canis presenta patogenicidad moderada (Godfroid et al., 2011).

La brucelosis humana presenta sintomas inespecificos como fiebre alta, mialgia y
artralgia. La via de transmision mas frecuente es a través de la ingestion de leche
contaminada, no pasteurizada o subproductos lacteos, como quesos vy
mantequillas contaminadas. Esta enfermedad ha sido ampliamente relacionada
con la ocupacion; de esta manera, los trabajadores de alto riesgo como los
veterinarios y los ordefiadores de infectan principalmente por el contacto con
secreciones vaginales, animales que estan en proceso de parto y leches

contaminadas (Saldarriaga y Rugeles, 2002).

La transmision humano a humano es inusual, sin embargo se han reportado casos
de contaminacion a través de transfusiones sanguineas, trasplante de médula
Osea y por contacto sexual (Doganay y Aygen, 2003). B. abortus también infecta la

placenta y puede causar abortos (Anderson y Cheville, 1986).

Brucella se reproduce en nodulos linfaticos regionales lo cual da origen a
bacteremias intermitentes y posteriormente se da una colonizaciéon del sistema
reticulo-endotelial hacia los ganglios linfaticos y a otros 6rganos, lo que provoca

sintomas mas acentuados (Baldwin y Goenka, 2006).

El periodo de incubacién varia entre 1 a 5 semanas, y la infeccion puede ser
sintomatica o asintomatica. De acuerdo con la duracion y severidad de los
sintomas, la brucelosis se clasifica como aguda (menos de 8 semanas), subaguda
(de 8 a 52 semanas) o cronica (mas de un afo). Cualquier afeccion a la piel,
sistema esquelético, gastrointestinal, hematopoyético, nervioso, cardiovascular o
genitourinario se conoce como enfermedad localizada, que puede ser producto de
la complicacion de la brucelosis aguda o la manifestacion final de la brucelosis
cronica (Zhen et al., 2013; Doganay y Aygen, 2003).



La respuesta tipica del tejido a la infeccion por B. melitensis y B. abortus es la
inflamacion granulomatosa, que se ha evidenciado mediante estudios
histopatoldgicos de biopsias con la presencia de pequefios granulomas en higado,
bazo, médula ésea y otros tejidos afectados por la bacteria. Estos granulomas
causado por Brucella spp. reciben el nombre de brucelomas, y se caracterizan por
la presencia de necrosis con un halo periférico de macrofagos epiteloides,
linfocitos, células plasmaticas e infiltrado polimorfonuclear en el area necrotica.
Los macréfagos epiteloides son un sitio de persistencia bacteriana durante la
infeccion. La respuesta granulomatosa se reconoce como una respuesta del
hospedero para contener a la bacteria que fue interiorizada pero que no fue
eliminada por el macrofago. Se cree que el IFN-y, 1L-12/23p40 y el TNF-a son
producidos en el bruceloma y participan en su formaciéon y/o mantenimiento.
Mientras la respuesta granulomatosa a la infeccidon por B. abortus, B. melitensis y
especies marinas de Brucella se ha descrito en la literatura, se sabe poco sobre
como B. canis puede producir este tipo de cuadros en sus hospederos caninos y

humanos (Sanchez-Jiménez et al., 2013).

1.1.1. Diagnéstico y tratamiento

Para diagnosticar la brucelosis en animales se emplean pruebas serolégicas como
seroaglutinacion lenta en tubo, fijacion del complemento o el ensayo de Rosa de
Bengala; ademas se emplean pruebas alérgicas, que consisten en evidenciar el
estado de sensibilizacion causado por el contacto con Brucella, mediante
reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado provocadas por la inyeccion de
alérgenos extraidos de Brucella. También se realiza diagndstico por medio de

estudios bacterioldgicos (Fensterbank, 1986).

El aislamiento de la bacteria a partir del cultivo de tejidos infectados como sangre
0 médula ésea es el método estandar para el diagndstico en humanos durante la
fase aguda, ademas se usa el método de concentracion de lisis, que da buenos
resultados. Los métodos automatizados de incubacion son efectivos, pero estan
limitados por el lento crecimiento del microorganismo. La identificacion presuntiva

se realiza en base a las propiedades morfoldgicas, de cultivo y seroldgicas. La



confirmacion requiere procedimientos de genotipeo o caracterizaciéon del
metabolismo oxidativo. La Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR) requiere
de procesos de estandarizacidon y evaluacion, especialmente en la enfermedad
cronica, pero es de gran utilidad para determinar la especie y la magnitud de la

carga bacteriana para la diferenciacion de casos agudos y cronicos (Corbel, 1997).

Para tratar la brucelosis humana se emplea un esquema de antibidticoterapia
compuesto por tetraciclinas y aminoglicésidos (Corbel, 1997). Como esquema se
puede utilizar 100 mg de doxiciclina dos veces al dia por 45 dias combinado con 1
g de estreptomicina diariamente por 15 dias. Otra alternativa consiste en utilizar
100 mg de doxiciclina dos veces al dia por 45 dias en combinacién con 15
mg/kg/dia (600-900 mg) de rifampicina por 45 dias. El tratamiento optimo para
mujeres embarazadas, neonatos y nifios menores de 8 afios no se ha determinado
aun; para nifios el tratamiento con trimetoprim/sulfamethoxazole combinado con
un aminoglicosido (estreptomicina, gentamicina) o rifampicina parece dar buenos
resultados (WHO, 2005).

Para el control de esta enfermedad en animales domésticos se ha recurrido al uso
de vacunas vivas atenuadas. Hasta 1998 B. abortus S19 fue la vacuna oficial para
prevenir la enfermedad en bovinos En 1998 se introdujo una vacuna rugosa, B.
abortus RB51, la cual es la se encuentra mayoritariamente disponible en la
actualidad. Las vacunaciones en ganado adulto y revacunaciones son
comunmente practicas sin ningun control entre granjeros, principalmente en areas
de alta prevalencia. Por lo tanto, dificulta la evaluacién y eficiencia de B. abortus
RB51 en América Central. (Saldarriaga y Rugeles, 2002; Vega-Medellin, 2006).

La vacunacion en ganado ovino se realiza con B. melitensis Rev. 1, una cepa
atenuada lisa. Una desventaja del uso de esta cepa viva, es que no puede
aplicarse a hembras gestantes y que ademas es patégena para el ser humano

(Cassataro y Pasquevich, 2006).

2. El género Brucella.
Brucella es un género de bacterias Gram negativas que pertenece al grupo a 2 de

las proteobacterias, junto con otros géneros como Ochobactrum, Rizhobium,
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Rodhobacter, Agrobacterium, Bartonella y Rickettsia (Moreno et al., 1990). Esta
bacteria posee una morfologia microscopica cocobacilar, sin motilidad, no forma

esporas, son aerobias, y fastidiosas en cuanto a requerimientos nutricionales.

Estos microorganismos son parasitos facultativos que sobreviven casi
exclusivamente en los hospederos infectados, muestran preferencia por
compartimentos intracelulares o fagociticos, reticuloendoteliales y células
epiteliales especializadas. B. abortus, B. melitensis, B. neotomae, B. suis y otras
especies aisladas de muestras clinicas de mamiferos marinos se denominan
cepas lisas porque expresan en el lipopolisacarido de la superficie el antigeno o
polisacarido O. B. canis, B. ovis y algunas cepas vacunales se denominan cepas
rugosas debido a la ausencia de la expresiéon del polisacarido O en su superficie
(Gyles et al., 2010; Alshaalan et al., 2014).

Estudios moleculares utilizando hibridacion ADN-ADN determinaron que todos los
miembros del género comparten mas del 95% de identidad, por lo que se
considera como un género monoespecifico (Verger et al., 1985). A pesar de esto,
la clasificacion de especies basada en la preferencia de hospedero vy
caracteristicas antigénicas y bioquimicas sigue siendo ampliamente usada. Sin
embargo diversos estudios indican que la estructura y organizacion gendémica de
una especie dada tiene caracteristicas unicas y distintivas, lo que sugiere que el
género consiste en linajes clonales, cada uno adaptado en forma especifica,
aunque no exclusiva, a su hospedero mamifero (Michaux-Charachon et al., 1997;
Jumas-Bilak et al., 1998).

El género presenta una estructura gendémica de dos cromosomas. Estudios
cromosdmicos de cuatro biovariedades de B. suis sugieren que el género Brucella
emerge de un ancestro comun con un solo cromosoma, similar al del biotipo tres
de B. suis. La estructura génica de B. suis biotipo uno es similar a la de B.
melitensis, B. abortus, B. ovis y B. neotomae. Los biotipos dos y cuatro de B. suis
difieren en el tamano de sus dos cromosomas con respecto a las otras

biovariedades (Aréstegui et al., 2001).



2.1. Generalidades de B. canis.

B. canis es el agente etiologico de la brucelosis canina caracterizada por abortos,
atrofia testicular, infertilidad y linfadenopatias. Carece del antigeno O del LPS, por
lo que es una especie naturalmente rugosa. (Barkha et al., 2011; Kang et al.,
2014). B. canis se puede distinguir de B. suis, B. melitensis y B. abortus por la
ausencia de quinovasamina en el LPS y por un perfil de acidos grasos distinto
(Fox et al., 1998).

Esta bacteria es un cocobacilo de 0,5 a 0,7 um de diametro por 0,5 a 1,5 um de
longitud, inmovil, no esporulado, aerobio. Crece en agar sangre y agar tripticasa
soya, no produce H,S y es oxidasa y ureasa positivo, y posee un patron de
crecimiento mucoide (Larsson y da Costa, 1980; Paulsen et al., 2002; Soloaga et
al., 2004).

El diagnédstico serolégico para las infecciones causadas por B. canis basado en
técnicas como aglutinacion en plato, inmunodifusién en gel y ELISA es
complicado, se han descrito falsos negativos asociados a un aislamiento
bacteriano positivo, y falsos positivos debido a reacciones cruzadas con
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis, Bordetella bronchiseptica, entre
otras (Barkha et al., 2011).

Algunos estudios han explorado la caracterizacion inmunoquimica de los
antigenos de B. canis para comprender la respuesta humoral durante la infeccién
y realizar estudios de seroprevalencia. Esto se puede lograr a partir de un
extraccion caliente de antigenos externos (de membrana) con buffer salino de
fosfatos (HPBSE) y antigenos sonicados internos (citoplasmaticos). Mediante el
uso de electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western blot se
pueden identificar las proteinas inmunogénicas. Una vez identificados vy
purificados, los antigenos sonicados internos se pueden utilizar para preparar
ELISAS indirectos, porque presentan una alta sensibilidad, y los HPBSE pueden
emplearse en la preparacion de pruebas confirmatorias de inmunodifusion en gel,

por su alta especificidad (Barkha et al., 2011; Carmichael et al., 1989).



La presentacion clinica de la brucelosis humana causada por B. canis se asemeja
a las infecciones causadas por las cepas lisas de Brucella spp. con signos y
sintomas inespecificos. La verdadera incidencia es desconocida, pero el contacto
directo con perros es una fuente de riesgo para sufrir la enfermedad. La infeccion
parece exacerbar la frecuencia en condiciones subyacentes de ciertos 6rganos
blanco. Se ha descrito una conexién entre la infeccibn humana por B. canis y
desodrdenes en el sistema inmune, perturbaciones metabdlicas y complicaciones

por endocarditis (Marzetti ef al., 2013).

2.2. Generalidades de B. abortus.

Esta especie es el agente etiologico de la brucelosis bovina, de la cual se conocen
las biovariedades 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 9 que se distinguen por los requerimientos de
COy, la producciéon de H,S y la presencia de antigenos de superficie A o M (Meyer
y Shaw, 1971). Las biovariedades 1 y 2 son las Unicas que se han identificado en
América Central (Vega-Medellin, 2006).

B. abortus es una bacteria no hemolitica, no licua la gelatina, posee actividad
ureasa lenta, no produce acidos a partir de glucosa u otros carbohidratos y su
crecimiento se optimiza mediante la suplementacion de los medios de cultivo con
suero o sangre. En aislamientos primarios B. abortus es de lento crecimiento a las
48 horas, las colonias observadas son convexas y redondas de tipo liso, que se
diferencian de las rugosas que se observan planas y con apariencia mas granular.
La pared celular de B. abortus contiene antigeno O en el LPS, lo que la hace una

cepa lisa (Hagan et al., 1988).

3. Patogénesis: entrada y supervivencia.

La patogenicidad de Brucella se da a través de su habilidad para adaptarse y
sobrevivir a las condiciones encontradas en su nicho de replicacion intracelular,
como bajos niveles de nutrientes y oxigeno, pH acido y presencia de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (Kohler et al., 2002; He, 2012). La coevolucion
que existe entre Brucella y su nicho se ejemplifica por la habilidad para evitar la

degradacion lisosomal y la extensiva multiplicacion dentro de la célula hospedera



sin restringir funciones basicas de dicha célula o sin inducir muerte celular
programada (Celli, 2006).

Especificamente, el ciclo de vida de Brucella posee dos fases: la infeccidén cronica
de los macréfagos que conduce a la supervivencia y replicacion de la bacteria, y la
infeccion aguda en las células epiteliales no fagociticas que conduce a la patologia

del tracto reproductivo y al aborto (He, 2012).

Una vez que Brucella invade la mucosa, se adhiere a la célula mediante proteinas
en la membrana externa que actuan como porinas asociadas al peptidoglicano
(Douglas et al., 1984), luego infecta células epiteliales no fagociticas y células
fagociticas profesionales como macrofagos y neutrofilos mediante fagocitosis tipo

zipper (Gorvel y Moreno, 2002; Carvalho-Neta et al., 2010).

Mediante la fagocitosis tipo zipper la membrana celular engloba a la bacteria a
ingerir mediante la union secuencial de receptores de la célula con ligandos de la
bacteria, las prolongaciones de la membrana celular se fusionan formando una
vesicula que recibe el nombre de fagosoma en donde queda contenida la bacteria
(Tollis et al., 2010; Uribe et al., 2009).

La entrada de Brucella a los macréfagos requiere que las balsas lipidicas de la
membrana celular sean funcionales, lo que sugiere que el receptor para esta
bacteria esta presente en esos dominios lipidicos especializados de la membrana
plasmatica. Se han propuesto como receptores la proteina pridnica celular (PrPc)
y el receptor scavenger clase A (SR-A) para los ligandos Hsp60 (proteina de
choque térmico 60) y el LPS de Brucella, respectivamente. Se ha visto que la
disrupcion de las balsas lipidicas reduce significativamente la supervivencia
temprana de Brucella dentro de los macréfagos (Celli, 2006; Jimenez de Bagues,
2005).

Las bacterias opsonizadas son internalizadas por macrofagos y monocitos por
medio de receptores del complemento y de Fc, mientras que las no opsonizadas
penetran las células mediante receptores de lectina y fibronectina. En este sentido,
el modo por el cual Brucella es internalizada por los fagocitos profesionales parece
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estar ligado a su destino dentro de los compartimentos intracelulares. Por el
contrario, en los fagocitos no profesionales el modo de entrada no interfiere con el

trafico intracelular de la bacteria ingerida (Gorvel y Moreno, 2002).

La participacion secuencial de actina es requerida por la fagocitosis para llevar a
cabo la fusién y fisibn de membranas; una vez internalizada la particula
fagocitada, hay una interaccién con la via endocitica. Las GTPasas monoméricas
de la familia Rab determinan las interacciones especificas entre organelas
(Pliddemann y Gordon, 2010).

En células epiteliales tipo HelLa, Brucella interactua con un receptor desconocido,
e induce un proceso de fagocitosis en donde se reclutan y activan filamentos de
actina en el sitio de la internalizacion. Estos eventos se deben a la activacion de
GTPasas monoméricas que pertenecen a la subfamilia Rho como Rho, Rac y
CdC42 quienes regulan el citoesqueleto y una cascada de segundos mensajeros,
entre los que se incluyen el GMP ciclico, PIP3-kinasa, tirosina kinasa y MAP
kinasas. Una vez ingerida la bacteria, ésta se dirige a compartimentos fagociticos
tempranos que se acidifican mediante bombas de protones, luego se dirigen al
reticulo endoplasmico por la ruta autofagocitica adonde se replican. Brucella
puede liberar sefiales para inhibir la apoptosis en su nicho de replicacién (Gorvel y
Moreno, 2002; Carvalho-Neta et al., 2010).

3.1. Factores de virulencia

En Brucella spp. no se han descrito factores de virulencia clasicos como
citolisinas, capsulas, exotoxinas, secrecion de proteasas, fimbrias, toxinas
codificadas en fagos, y plasmidos de virulencia; sin embargo, se han identificado
factores moleculares criticos para los procesos intracelulares de replicacion y
supervivencia, como el lipopolisacarido (LPS), sistema de secrecion tipo IV y el

sistema de dos componentes BvrR/BvrS (He, 2012).
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e Lipopolisacarido (LPS)

El LPS de Brucella exhibe propiedades distintas a otros LPS’s. En contraste con el
LPS clasico de las enterobacterias, el de Brucella es mucho menos activo y téxico.
El LPS de las cepas lisas es un inductor pobre del estallido respiratorio, de
intermediarios bactericidas de nitrogeno y de secrecion de lisozima, ademas es
altamente resistente a la degradacion en los macrofagos. El de las cepas rugosas

es mas sensible al ataque del complemento (Seleem et al., 2008).

Se ha demostrado que el LPS de Brucella perjudica la respuesta inmune
antimicrobiana del hospedero mediante la inhibicion de la actividad del
complemento, los ataques de péptidos antimicrobianos y la prevencion de la

sintesis de mediadores inmunes como TNF-a u 6xido nitrico (Seleem et al., 2008).

Las cepas lisas interactuan con las balsas lipidicas localizadas en la superficie de
los macrofagos y entran a la célula de forma que se evita la fusién con los
lisosomas. En contraste las cepas rugosas (que carecen del antigeno O), parecen
no entrar por el mecanismo de las balsas lipidicas y mas bien se fusionan

rapidamente con los lisosomas (Seleem et al., 2008).

Las cepas lisas inhiben la apoptosis de las células hospederas por la accion del
antigeno O mediante un mecanismo independiente de TNF que esta ausente en
las cepas rugosas. Gracias a la inhibicion de la apoptosis celular, las bacterias
lisas pueden escapar de la vigilancia del sistema inmune y evitar la activacion del
mismo por factores liberados por las células muertas y también evitan la activaciéon

de las células presentadoras de antigenos (Seleem et al., 2008).

e Sistema de secrecion tipo IV (T4SS) virB

Los T4SS son una familia de complejos de multiproteinas responsables de la
secrecion de macromoléculas y proteinas a través de la envoltura bacteriana. El
T4SS en Brucella esta codificado en el operdn virB que codifica por 12 proteinas
con una homologia significativa con otros T4SSs. La expresion del operon virB

esta regulada por el regulador de quorum-sensing VjbR. Luego de la entrada a los
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macrofagos por la via de las balsas lipidicas, la vacuola contenedora de Brucella
(BCV) (no opsonizada) evita la fusién con el lisosoma. La BCV interactua con el
reticulo endoplasmico (RE), llevando a la creacion de una vacuola especializada
en la que la bacteria se multiplica. La BCV interactua con los sitios de exportacion
del RE para generar una organela permisiva para la replicacion intracelular. La
adquisicion de membranas del RE depende del T4SS VirB funcional y del factor
Sar1 del hospedero. En contraste, las bacterias opsonizadas han demostrado una
replicacion intracelular extensiva dentro de compartimentos que no presentan una
asociacion clara con los componentes del RE. Las bacterias mutantes que
carecen del T4SS VirB son incapaces de adquirir las membranas del RE,
perdiendo asi la habilidad para multiplicarse en células HelLa (Seleem et al., 2008),
ademas presentan incapacidad para replicarse adecuadamente dentro de la célula

hospedera por lo que son eliminadas (Guzman-Verri et al., 2002).

e Sistema regulador de dos componentes BvrS/BvrR

El sistema regulador de dos componentes BvrS/BvrR en Brucella es esencial para
sensar el ambiente intracelular y permitir asi la adaptacion del estilo de vida
extracelular al intracelular. Dicho sistema codifica por un sensor de histidina kinasa
y un regulador transcripcional; y esta involucrado en el ciclo de vida intracelular de
Brucella en células fagociticas profesionales y no profesionales. En términos
generales el sistema BvrS/BvrR participa en la homeostasis estructural y funcional

de la membrana externa (Gorvel y Moreno, 2002).

Mutaciones en el sistema BvrR/BvrR disminuyen la expresién de las proteinas
Omp25 y Omp22, ademas impactan la resistencia caracteristica de Brucella a
policationes bactericidas, aumenta la permeabilidad a los surfactantes y se
disminuye la inhibicién de la liberacion del TNF-a en los macréfagos. Estos
mutantes carecen de habilidad para activar la GTPasa monomérica Cdc42, lo que
se traduce en una reduccién en la capacidad para invadir células. Adicionalmente,
mutantes en este sistema son incapaces de inhibir la fusion con los lisosomas y de
replicarse intracelularmente (Seleem et al., 2008). La produccion de la proteina

Omp3b también se ve afectada por dicha mutacién asi como la induccion de

12



defectos en el LPS. El antigeno O, sin embargo, parece no estar afectado (Gorvel
y Moreno, 2002).

e Glucanos ciclicos

Los glucanos B-1,2 ciclicos son secretados por Brucella cuando esta dentro de la
célula, y modulan la maduracion de la BCV para evitar que se fusione con los
lisosomas. Se cree que su mecanismo de accion depende de su propiedad de
extraer el colesterol de las membranas eucariotas y romper las balsas lipidicas

ricas en colesterol presentes en las membranas fagosomicas (Celli, 2006).
e Ureasa

Se ha descrito que B. abortus, B. melitensis y B. suis tienen en su genoma dos
operones que codifican por ureasa, ambos localizados en el cromosoma 1,
denominados ure1 y ure2. En el genoma de las cepas B. canis HSK y B. canis
ATCC 23365 disponibles en el GenBank, estos dos operones también estan
presentes. En procariotas, las ureasas son enzimas con varias subunidades que
contienen niquel que cataliza la hidrélisis de la urea a dioxido de carbono y
amoniaco (Sanchez-Jiménez et al., 2013). Las moléculas de amoniaco se
protonan para formar amonio. Lo cual a su vez induce que el pH aumente. De esta
forma se facilita la supervivencia en ambientes acidos como el estbmago (Cruz-
Ramos et al., 1997).

El operdon ure1 es necesario para el 6ptimo crecimiento en cultivo, la actividad de
la enzima ureasa y la supervivencia a pH bajo. El operdn ure2, aparentemente,

aumenta la tasa de supervivencia a pH bajo (Sanchez-Jiménez et al., 2013).

4. Transito intracelular
Los eventos de transito intracelular descritos en Brucella representan la sumatoria
de numerosos estudios en los que se han utilizado diferentes lineas celulares
infectadas con especies como B. abortus o B. melitensis, para las cuales se ha
descrito dicho proceso, sin embargo para B. canis este proceso es desconocido
(von Bargen et al., 2012).
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Inicialmente, cuando Brucella infecta macrofagos, las membranas de los
endosomas nacientes presentan una composicion proteica similar a la de la
membrana plasmatica de la cual se originan, pero rapidamente comienzan a
reciclar los componentes de las mismas y a adquirir marcadores de endosomas
tempranos como Rab5 y EEA-1. Estos eventos les permite a estos endosomas
fusionarse con organelas endociticas y dar origen al BCV temprano (Comerci y
Ugalde, 2002).

En etapas tempranas de maduracion se da una acidificacion vacuolar
concomitante con la adquisicion de la glicoproteina-1 de membrana tardia
endosomal/lisosomal asociada a lisosomas (LAMP-1) en la membrana de BCV.
Sin embargo, otros marcadores de compartimentos endociticos tardios no son
adquiridos por la BCV, lo que sugiere que las BCV son segregadas por la via
endocitica antes que los endosomas tardios. Aun no esta claro como se adquiere
LAMP-1 y si es necesaria su adquisicion temprana para la maduracién de BCV. En
contraste, la acidificacion es necesaria para la supervivencia de Brucella y es
requerida para la expresién intracelular del sistema de secrecién tipo IV VirB (Celli,
2006).

La maduracién de BCV procede durante muchas horas antes de la aparicion de la
replicacion (12 h después de la infeccion), con el marcador LAMP-1 retenido
temporalmente en la BCV antes de ser excluido progresivamente. En esta etapa,
BCV interactua fisicamente con el RE, dicho evento se caracteriza por la pérdida
del LAMP-1 vacuolar y la adquisicibon de varios marcadores moleculares
especificos del RE, como calnexina, calreticulina, sec61p y PDI, sugiriendo que
Brucella modula la conversibn de su vacuola contenedora en una organela
derivada del RE, la cual a su vez permite la replicacion bacteriana (Celli, 2006).
Mutantes en el TSS4 VirB de Brucella son deficientes en el proceso de
maduracion completa y no son capaces de inducir la interaccion y fusién con el
RE; por esta razéon permanecen en compartimentos inmaduros que al final se

fusionan con los lisosomas (Fig. 1) (Celli y Gorvel, 2004).
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Figura 1. Modelo de trafico intracelular de Brucella. A) Luego de la entrada de la bacteria, se

forman las BCV de trafico en la via endocitica, secuencialmente hay una interacciéon con

compartimentos tempranos en dicha via, y con compartimentos tardios y cuerpos multivesiculares

antes de unirse con los lisosomas. Esas interacciones son requeridas para la siguiente etapa del

transito (B), donde las BCV interactuan con sitios de salida del RE (ERES) y se fusionan con el RE

(C) para generar el compartimento derivado del RE, que es la BCV replicativa (D). Las BCV que

contienen mutantes con VirB defectuoso no pueden interactuar con el RE y/o limitar la fusion con el
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compartimento lisosomal, que madura en una vacuola bactericida (E) (Tomado de Celli y Gorvel,
2004).

En células no fagociticas como las Hela, Vero o trofoblastos de cabra prefiada, B.
abortus y B. melitensis también previenen la fusidn con el lisosoma escapando de
la via endocitica antes de interactuar con endosomas tardios. Posteriormente,
estas bacterias transitan a través de una vacuola intermediaria con caracteristicas
autofagicas, y por ultimo se replican en un compartimento caracterizado por la
presencia de marcadores del RE (Celli et al., 2003). Los trofoblastos infectados
con B. abortus muestran hipertrofia del RE rugoso, ademas se observa un
aumento en el volumen y densidad de superficie del RE que sugiere la
multiplicacion y sintesis y glicosilacion de proteinas bacterianas dentro del mismo
(Anderson y Cheville, 1986).

4.1 Culminacion del ciclo celular en compartimentos autofagicos.

La degradacion de patégenos intracelulares es una forma selectiva de autofagia
denominada xenofagia, que es el sistema de degradacion intracelular que entrega
componentes citoplasmaticos dentro del lisosoma (Mizushima, 2007; Starr et al.,
2012). Existen al menos cuatro formas generales que pueden ser utilizadas para la
autofagia dependiente de proteinas. Estas incluyen la fusion facilitada por
autofagia de proteinas de las bacterias contenidas en fagosomas con lisosomas,
el envolvimiento de los fagosomas o endosomas que contienen bacterias con
autofagosomas, o la captura xenofagica de bacterias que han escapado dentro del
citoplasma. Muchos estudios definen la autofagia bacteriana como la co-
localizacion de la bacteria y la proteina LC3, que se encuentra en la membrana de

los compartimentos autofagosémicos (Levine et al., 2011).

Previamente se ha demostrado en la infeccion de células Hela por B. abortus, que
luego de la interaccidén con endosomas tempranos se explota la maquinaria
autofagica de la célula para localizarse finalmente en el RE, donde se multiplican
las bacterias. El compartimento autofagosémico se identificé mediante el marcador
autofagosomal monodansilcadaverina (Pizarro-Cerda et al., 1998), que también se
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encuentra en compartimentos endociticos o lisosomales tardios o en

compartimentos acidicos (von Bargen et al., 2012).

En investigaciones realizadas por Starr et al., se determind que la replicacion de
Brucella en el RE es seguida por la conversion de la BCV en un compartimento
con caracteristicas autofagicas (aBCV) en tiempos tardios de la infeccién. La
formacion de compartimentos autofagicos requiere de las proteinas de iniciacion
de autofagia ULK1, Beclina-1, ATG14L y de la actividad PI3-kinasa;
adicionalmente se requieren las proteinas autofagicas de elongacion ATGS5,
ATG16L1, ATG4B, ATG7 y LC3B. Sin embargo, se demostré que la formacion de
aBCV en Brucella es independiente del reclutamiento de las proteinas autofagicas
de elongacion, por esta razon, el trafico por el RE no se ve afectado en células con
autofagia deficiente porque la deplecion de dichas proteinas en células Hela
promueve ciertos rearreglos, que aun deben ser estudiados, en la membrana de la
BCV para la biogénesis de la aBCV y completar asi el ciclo infeccioso y la

propagacion célula-célula (Starr et al., 2012).

La aBCV tiene una asociacién fuerte con focos de infeccién, por lo que se sugiere
que promueve la liberacién de bacterias mediante un proceso exocitico o por

muerte celular (Starr et al., 2012).

Actualmente se desconocen los mecanismos de transito intracelular de B. canis,
sin embargo, se ha determinado este proceso en otras especies del género
Brucella, como B. abortus. Estudios realizados en lineas celulares osteoblasticas
con B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. canis, indican la incapacidad de
replicacion intracelular de B. canis dentro de dichas células (Delpino et al., 2009).
También se reporta en la literatura que B. canis posee la capacidad de sobrevivir
dentro de macréfagos, pero no de multiplicarse, lo que sugiere, que ésta es la
razén por la cual B. canis es poco patogénica para el ser humano (Caron et al.,
1994).

En pruebas de infeccién de células Vero con seis especies diferentes de Brucella
(B. abortus, B. melitensis, B suis, B. neotomae, B. canis, y B. ovis), se observaron
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bacterias en fagosomas y fagolisosomas con la subsecuente localizacion de las
mismas en el RE, pero en el caso de B. canis no se observo replicacion, ni

localizacion en el RE (Detilleux et al., 1990).
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Justificacion

La brucelosis constituye una problematica para la salud humana y animal, y el
conocimiento de la patogénesis de la enfermedad es de gran relevancia para la
comunidad cientifica. Se ha descrito la habilidad de Brucella spp. para infectar
células fagociticas y no fagociticas mediante la utilizacion de sus factores de
virulencia atipicos como el sistema de secrecion tipo IV VirB y el sistema regulador
de dos componentes (BvrS/BvrR). Ademas se conoce el comportamiento
intracelular de B. abortus, desde el momento de la infeccibn en macrofagos y
células no fagociticas como las HelLa, hasta la replicacion en el reticulo
endoplasmico y su posterior transito a sitios de salida caracterizados por ser

compartimentos autofagociticos.

En la literatura existen vacios acerca de la capacidad de B. canis para replicarse
dentro de las células, por lo tanto surge la disyuntiva de cdmo B. canis, que es una
especie zoonotica al igual que B. abortus, B. melitensis y B. suis, no logra
replicarse intracelularmente pero si es capaz de producir un cuadro clinico en su
hospedero primario e incluso en seres humanos similar al que producen las
especies mencionadas anteriormente, que ademas se sabe realizan un ciclo

replicativo dentro de las células.

Estudios previos realizados por Medina-Rojas en el 2012, determinaron la
capacidad de B. canis para multiplicarse intracelularmente en células epiteliales
HelLa y macrofagos murinos Raw 264.7; se estandarizaron las condiciones para
obtener curvas de crecimiento adecuadas para realizar las infecciones in vitro. Sin
embargo, en la actualidad se desconoce el proceso y las caracteristicas del trafico
intracelular de B. canis en células fagociticas y no fagociticas. El presente
proyecto pretende demostrar la capacidad replicativa intracelular de B. canis y
estudiar dicho proceso para contribuir a entender la patogénesis de B. canis y

definir un modelo de infeccién en células Hela.

19



A largo plazo, este tipo de estudios contribuirdn a comprender de una mejor
manera el cuadro clinico causado por esta bacteria con el fin de desarrollar

vacunas y tratamientos mas efectivos.

Hipotesis
El ciclo de replicacion intracelular de B. canis sigue una dinamica similar a la de
B. abortus en cuanto a la cinética replicativa y a los sitios intracelulares por los que

transita.

Objetivo general
Caracterizar la cinética de replicacién y los sitios de transito intracelular de B.

canis.

Objetivos especificos
1) Cuantificar el porcentaje de infeccion en células Hela a diferentes tiempos
para B. canis 'y B. abortus.
2) Determinar los sitios de transito durante el ciclo de vida intracelular de B.
canis.
3) Comparar los parametros de infeccion encontrados en B. canis con los de
B. abortus.
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Materiales y métodos

1. Cepas bacterianas y preparaciéon de inéculos

La cepa GFP de B. canis que se utiliza, es derivada de la cepa bcanCR12 de B.
canis aislada en el Laboratorio de bacteriologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional de Costa Rica, a partir de un hisopado
vaginal de una hembra canida de raza Pomeranian. Dicha cepa se modificd
genéticamente para que contenga una Proteina Verde Fluorescente (GFP)
cromosomal no inducible. La cepa de B. abortus 2308 Nalr que se emplea expresa
también la GFP (Sangari y Aguero, 1991). Ambas cepas se almacenan en stocks
a -70°C en caldo tripticasa soya (CTS) con una concentracion final de 25% de

glicerol.

Para obtener resultados 6ptimos en el ensayo se emplean bacterias en la fase
logaritmica de la curva de crecimiento. Con este fin, para B. abortus, se inoculan 5
X 10° bacterias en un Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 20 mL de CTS. Las
bacterias se incuban 18 horas en agitacion a 200 rpom a 37°C en condiciones de
aireacion. Mediante determinacion densitométrica a 420 nm se determina que las
bacterias estén en fase logaritmica con una absorbancia cercana a 0,5 OD (Starr
etal., 2012).

Para obtener un inéculo de B. canis en fase logaritmica se inoculan 5 X 10°
bacterias en 10 mL de CTS en un tubo Falcon, se incuba 18 horas en agitacion a
120 rpm a 37°C en condiciones de aireacion. Mediante densitometria a 420 nm se
determina que las bacterias estén en fase logaritmica con una absorbancia

cercana a 0,1 OD.

Una vez obtenida la absorbancia, se calcula a concentracion bacteriana del pre-
cultivo utilizando la féormula: C; = Abs — 0,0103/ 5X10™"". La concentracion
bacteriana deseada (C;), que corresponde a 2,5x10® bacterias/pozo, se deriva de
C, = A X B/mL, donde A corresponde 5x10° células por pozo y B al MOI

(Multiplicidad de infeccién) que es igual a 500 bacterias por célula.
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Conociendo la concentracion deseada de bacterias/pozo, es posible determinar el
volumen de precultivo a utilizar para realizar el paso siguiente del procedimiento
mediante la siguiente formula C4 X V4 = C, X V,. Donde C; es la concentracion del
precultivo, V¢ es el volumen del precultivo, C, corresponde a la concentracion

bacteriana deseada y V; al volumen a preparar para la infeccion.

A partir de estos calculos, se realiza la solucién con bacterias en DMEM (medio

Eagle modificado de Dulbecco, Sigma) + 5% FBS (suero fetal bovino).

2. Infeccidén de células HeLa con bacterias.
Para los cultivos celulares se utiliza la linea celular eucariota HeLa (ATCC
No.CCL-2) de la coleccion de la American Type Culture Collection (ATCC).

Los cultivos de células HelLa se realizan en placas de plastico de 24 pozos
(Costar). En cada pozo se deposita un cubreobjetos de vidrio de 12 mm sobre el
cual se siembran las células. La confluencia al dia de la infeccién debe ser de un
70-80% por pozo. Para obtener dicha confluencia se colocan 5 x 10° células en
cada pozo, se agrega DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino,

penicilina y estreptomicina y se incuban a 37°C con 5% de COs..

Dos horas antes de realizar el procedimiento para la infeccion, se afade a la mitad
de los pocillos la toxina factor citotoxico necrotizante (CNF-1) de cada placa para
comparar los porcentajes de infeccidén con y sin la influencia de dicha toxina. La
CNF-1 se aisla a partir de cepas patogénicas de Escherichia coli y cataliza la
activacion de Rho GTPasas mediante la desaminacién de residuos de glutamina
para inducir cambios celulares como un aumento en el volumen celular,
multinucleacion y una reorganizaciéon de los filamentos de actina del citoesqueleto

para promover la fagocitosis en células no fagociticas (Richard et al., 1999).

Una vez que se tiene la dilucién bacteriana preparada en DMEM + 5% FBS para
infectar las células y las placas de 24 pozos con la confluencia deseada, se lava
cada pocillo con PBS 1X y se agrega la solucion preparada DMEM conteniendo
las bacterias. Se centrifuga 5 minutos a 1600 rpm a 4 °C para favorecer el

contacto directo entre las células eucariotas y las bacterias. Luego se incuba 30-
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45 minutos a 37 °C. Después de la incubacién se hacen lavados con PBS 1X a
cada pocillo. Para eliminar las bacterias extracelulares se prepara una solucion de
DMEM suplementado con 5% SFB y 100 pg/ml de gentamicina que se afade a
cada pocillo, incubando 1 hora a 37°C. Se descarta el medio y se agrega 1ml de
DMEM+ 5ug/ml de gentamicina y se incuba a 37°C durante 24 horas, 48 horas y
72 horas.

3. Ensayos de inmunofluorescencia

A los tiempos indicados, las células se lavan con PBS 1X y se fijan con
paraformaldehido al 3,5% durante 10 minutos. Con el fin de bloquear sitios de
unién inespecifica de los anticuerpos, las células se incuban por 10 minutos con
Cloruro de Amonio 50 mM y seguidamente se permeabilizan con saponina al
0,1%.

Posteriormente se realiza la inmunofluorescencia indirecta, para lo cual se incuba
por 30 minutos con el anticuerpo primario monoclonal anti-Lamp1 hecho en ratén
(H4A3 abcam), o el anticuerpo policlonal anti-calnexina hecho en conejo (ab75801
abcam). Luego se realizan lavados con PBS y se procede a incubar con los
anticuerpos secundarios anti-raton hecho en cabra Alexa Fluor 488 conjugado con
Texas Red o con el anticuerpo anti-conejo Alexa Fluor 594 conjugado con Texas

Red, segun sea el caso (Invitrogen).

Las muestras finalmente se fijan en medio de montaje Prolong (Lifetechnologies),
que contiene DAPI para tefir los nucleos de las células, y se colocan los

cubreobjetos de vidrio con la preparacion sobre portaobjetos de vidrio.

Se analiza cada lamina en un microscopio de fluorescencia (Nikon) a 60 Xy 100 X
y se contabiliza de forma manual por campo el numero de células totales, el
numero de células infectadas, el numero de células en replicaciéon y el numero de
células con grumos bacterianos en autofagosomas, tanto para B. canis como para
B. abortus, con y sin CNF a las 24 horas, 48 horas y 72 horas post-infeccién.

Ademas se analizan los diferentes fenotipos infectivos en cada tiempo.
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Mediante microscopia confocal (Nikon) en un plano de 60X con lente de inmersion
se observa la co-localizacion de la cepa B. canis que expresa GFP con los
marcadores de compartimentos intracelulares LAMP y calnexina a 48 horas y 72

horas post infeccion.

Las fotografias fueron adquiridas y procesadas utilizando Adobe Photoshop

(Adobe Systems Incorporated).
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Resultados

Tipificacion de los fenotipos replicativos de B. canis y B. abortus en células
HeLa.

Con el fin de describir la interaccion de B. canis con células no fagociticas y de
realizar un analisis de la capacidad replicativa en las mismas se procedio a
infectar monocapas de células HelLa con dicha bacteria. En paralelo se realizaron
infecciones con B. abortus para hacer comparaciones entre las dos especies. Los
analisis se realizaron mediante microscopia de fluorescencia en tiempos
intermedios (24 horas) y tardios (48 y 72 horas) de la infeccidén. En todas las
condiciones analizadas, el fenotipo de interacciéon mas frecuentemente encontrado
se caracteriza por la presencia de varias decenas de bacterias localizadas
aparentemente en el exterior de la célula (Fig. 2). Cuando se analiza este patron
de interaccion es posible notar que al colocar en posicion focal las bacterias, el
nucleo aparece desenfocado (Fig. 2). Cuando se sobreponen las fotografias
tomadas en ambos canales (azul para DAPI y verde para GFP) se puede notar
como en apariencia las bacterias se localizan sobre la superficie celular y no
alrededor del nucleo (Fig. 2) como es usual observar en B. abortus replicandose
intracelularmente. Este fenotipo esta ampliamente extendido encontrandose mas
de un 70% de las células interaccionando con B. canis de esta forma. Al contrario,

este fenotipo no se encuentra presente en células infectadas con B. abortus.
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GFP DAPI Combinada

Figura 2. Fenotipo predominante de interaccion de B. canis con células epiteliales HelLa.
Monocapas de células HelLa fueron infectadas con B. canis-GFP a una MOI de 500. 48 horas
después de la infeccion el ADN fue tefido con DAPI y las células visualizadas mediante

microscopia de fluorescencia a una magnificacién de 60 X.

Como esta bien documentado, B. abortus tiene la capacidad de multiplicarse
intracelularmente en células no fagociticas mientras que por el contrario, no
existen reportes de multiplicacion intracelular de B. canis. Con el fin de determinar
si esta ultima tiene la habilidad de replicarse intracelularmente se analizé el
fenotipo replicativo mediante inmunofluorescencia. Dicho fenotipo replicativo se
refiere a toda aquella célula que contiene bacterias con una alta tasa de
multiplicacion. El panorama tipico de dichas células es la presencia de una gran
cantidad de bacterias en todo su citoplasma las cuales se encuentran en el mismo
plano focal que el nucleo. Cuando se infectan células HeLa con B. abortus GFP,
estas células se encuentran facilmente tal y como ha sido reportado previamente
(Fig. 3). Al examinar con detenimiento una monocapa infectada con B. canis
también es posible encontrar células con fenotipo replicativo (Fig. 3) a pesar de
que el principal fenotipo encontrado es el patron descrito anteriormente. En el caso
de B. abortus es comun encontrar células en parejas con fenotipo replicativo
rodeadas por una gran cantidad de células no infectadas (Fig. 4). La razon de este

fendmeno se desconoce pero se ha especulado que se debe a la division de una
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célula originalmente infectada. En el caso de la infeccion con B. canis, fue posible
también encontrar este fendmeno reforzando el paralelismo y semejanza entre el

ciclo celular de B. abortus y el de B. canis (Fig. 4).

B. abortus B. canis

Figura 3. B. canis presenta un fenotipo replicativo similar al observado en B. abortus.
Monocapas de células HelLa fueron infectadas con B. canis-GFP o B. abortus-GFP a una MOI de
500. 48 horas después de la infeccion el ADN fue tefiido con DAPI y las células visualizadas

mediante microscopia de fluorescencia a una magnificaciéon de 100 X.
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B. abortus B. canis

Figura 4. Presentacion en parejas de células con fenotipo replicativo de B. canis. Monocapas
de células Hela fueron infectadas con B. canis-GFP O B. abortus-GFP a una MOI de 500. 48
horas después de la infeccion el ADN fue tefiido con DAPI y las células visualizadas mediante

microscoia de fluorescencia a una magnificacién de 100 X.

Estad documentado que el ciclo intracelular de B. abortus culmina a tiempos tardios
de la infeccion con el paso de las bacterias del reticulo endoplasmico a
autofagosomas rodeados por la proteina LAMP (Starr et al., 2012). Dicha parte del
ciclo se manifiesta mediante la aparicion de grupos de bacterias tal y como se
pudo observar en este trabajo (Fig. 5). En el caso de B. canis, fue posible observar
la presencia de dichos grumos a tiempos tardios de la infeccion lo cual indica que

sigue el mismo viaje intracelular que B. abortus (Fig. 5).
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B. abortus B. canis

Figura 5. B. canis presenta grumos de bacterias a tiempos tardios de infeccion. Monocapas
de células Hela fueron infectadas con B. canis-GFP o B. abortus-GFP a una MOI de 500. 72 horas
después de la infeccion el ADN fue tefiido con DAPI y las células visualizadas mediante
microscopia de fluorescencia a una magnificacion de 100 X. Los recuadros de abajo corresponden

a la region marcada en el cuadro punteado.
Cuantificacion de los diferentes fenotipos en células HeLa

Para comprender de mejor manera el trafico intracelular de B. canis y poder
compararlo con el de B. abortus, se cuantificé cada uno de los fenotipos descritos
anteriormente a diferentes tiempos en presencia o ausencia de la toxina CNF. Una
vez cuantificados, se calculd el porcentaje de células infectadas (células

infectadas/células totales x 100), porcentaje de replicacion (células con fenotipo
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replicativo/células infectadas x 100) y porcentaje de fenotipo en grumos (células
con fenotipo en grumos/células en replicacion x 100). La desviacién estandar de

los datos se obtuvo a partir de tres experimentos independientes.

B. canis y B. abortus muestran un porcentaje relativamente bajo de células
infectadas. Dicho porcentaje es similar entre ambas especies a excepcion de las
72 horas cuando hay un abrupto aumento en el porcentaje de células infectadas
con B. canis (Fig. 6). Los porcentajes de células infectadas se incrementan
significativamente cuando las células son pre intoxicadas con CNF (Fig. 6B). En
estas condiciones B. canis mostré porcentajes de infeccion mayores que B.
abortus, con una diferencia marcada particularmente a tiempos tardios de
infeccion con y sin CNF (Fig. 6A y 6B).

30



(n A
5 = CNF -
o 100-
s 80 - [:I B. abortus
€ Ee |
R 3 .
n . B. canis
o 40 ~
=
o 20 - T :
O . T
O sl § )
24 48 72
Horas
B
@ 120 - CNF +
L |
100 -

g r
D —~ 80 - D B. abortus
£ X 60 T B s coni

=¥ . canis
& 40
= | =
3 * [ [
O g i ‘

24 48 72

Horas

Figura 6. Porcentaje de infecciéon de B. abortus y B. canis. Monocapas de células HelLa fueron
infectadas con B. abortus y B. canis, en ausencia (A) y presencia (B) de la toxina CNF, a una MOI
de 500. Después de la infeccidn las bacterias extracelulares fueron removidas mediante la adicién
de gentamicina. A los tiempos indicados las células fueron fijadas y procesadas por
inmunofluorescencia. Se tomé como célula infectada aquella que tuviera una o mas bacterias en su

interior para realizar los calculos correspondientes. La desviacion estandar de los datos se obtuvo

a partir de tres experimentos independientes.

En cuanto al fenotipo replicativo, B. canis y B. abortus presentan una dinamica
similar en ausencia de CNF (Fig. 7A), obteniendo los porcentajes mas altos en
ambas bacterias a tiempos mas tardios de infeccidn. Al tratar la monocapa celular
con CNF previo a la infeccidén el panorama varia, B. abortus mantiene porcentajes
de replicacion constantes a lo largo del tiempo, pero B. canis muestra un patron

similar a B. abortus a las 24 horas de infeccion, luego un pequeno descenso a las
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48 horas de infeccion, y un incremento notable a las 72 horas de infeccion (Fig.
7B).
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Figura 7. Porcentaje de céluas con fenotipo replicativo infectadas con B. abortus y B. canis.
Monocapas de células HelLa fueron infectadas con B. abortus y B. canis, en ausencia (A) y
presencia (B) de la toxina CNF, a una MOI de 500. Después de la infeccion las bacterias
extracelulares fueron removidas mediante la adicion de gentamicina. A los tiempos indicados las
células fueron fijadas y procesadas por inmunofluorescencia. Los célculos se realizaron
cuantificando células con fenotipo replicativo/células infectadas x 100. La desviacion estandar de

los datos se obtuvo a partir de tres experimentos independientes.

En cuanto a la aparicion del fenotipo en grumos, en ausencia de pre tratamiento

con toxina CNF, B. canis y B. abortus presentan un comportamiento similar,
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siendo a tiempos tardios de infeccion (72 horas) que este fenotipo se manifiesta
en la monocapa celular (Fig. 8A). Esta observacion es compatible con lo reportado
anteriormente para esta fase del ciclo celular. La monocapa tratada con CNF
presenta un panorama distinto (Fig. 8B). En este caso, B. canis presenta
porcentajes notablemente mayores que B. abortus en los tres tiempos analizados.
Adicionalmente, a las 24 horas de infeccién B. canis presenta un porcentaje
extremadamente alto de células con bacterias en grumos, luego un abrupto
descenso a las 48 horas de infeccion seguido de un incremento a las 72 horas de
infeccidon B. abortus manifiesta una dinamica similar, con la diferencia de que a las
72 horas de infeccidén se identifica el porcentaje mas alto de células con fenotipo
en grumos (Fig. 8B).

A —_——
T CNF -
» 50 -
O
E il D B. abortus
o 30 -
gj . E. canis
o 20 -
4+
2 jb-
@
L 0
24 48 72
Horas
B p—
R & CNF +
0y 50 -
£
5 40-
5 30 - D B. gbortus
0
2. 20 4 B s conis
% 10 ’*
L o . =
24 48 72
Horas

33



Figura 8. Porcentaje de células con fenotipo en grumos infectadas con B. abortus y B. canis.
Monocapas de células Hela fueron infectadas con B. abortus y B. canis, en ausencia (A) y
presencia (B) de la toxina CNF, a una MOI de 500. Después de la infecciéon las bacterias
extracelulares fueron removidas mediante la adicidn de gentamicina. A los tiempos indicados las
células fueron fijadas y procesadas por inmunofluorescencia. Los calculos se realizaron
cuantificando células con fenotipo en grumos/células con fenotipo en replicacién x 100. La

desviacién estandar de los datos se obtuvo a partir de tres experimentos independientes.

Co-localizacion bacteriana en compartimentos celulares.

Con el fin de determinar la via de transito intracelular de B. canis y compararla con
B. abortus se utilizaron anticuerpos para marcar las proteinas calnexina y LAMP,
como marcadores de reticulo endoplasmico y autofagosomas respectivamente. A
las 48 horas post-infeccién, se observa que B. canis no co-localiza con el
marcador LAMP, pero si con calnexina indicando que a ese tiempo se encuentra
localizada en reticulo endoplasmico (Fig. 9). A las 72 horas el patron se invierte, y
B. canis co-localiza con LAMP, mas no con calnexina indicando la presencia en

autofagosomas (Fig. 10).
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LAMP

Calnexin

Figura 9. B. canis se encuentra en Reticulo Endoplasmico a 48 horas de infeccion.
Monocapas de células HelLa fueron infectadas con B. canis-GFP a una MOI de 500. 48 horas post
infeccion las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos contra LAMP o calnexina. Las células

fueron visualizadas mediante microscopia confocal.
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Figura 10. B. canis se encuentra en autofagosomas rodeados por LAMP a las 72 horas de
infeccion. Monocapas de células fueron infectadas con B. canis-GFP a una MOI de 500. 72 horas
post infeccidn las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpos contra LAMP o calnexina. Las

células fueron visualizadas mediante microscopia confocal.
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Discusion

Actualmente la literatura cientifica apunta a que B. canis es incapaz de replicarse
intracelularmente. Se argumenta que a diferencia de especies lisas como B.
abortus, B. suis o B. melitensis; B. canis es incapaz de establecer un nicho
intracelular de replicacién mediante la fusion de la BCV con el RER (Detilleux et
al., 1990; Rittig et al., 2003). A la hora de comparar el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) intracelulares y el crecimiento intracelular de B.
canis, B. abortus y B. suis, se observa que B. canis es la que posee conteos
significativamente inferiores a los de las otras dos especies lisas (Ferrero et al.,
2009).

El fenotipo rugoso se ha asociado con baja virulencia e incapacidad para
sobrevivir y replicarse dentro de la célula porque se cree que el antigeno O del
LPS juega un papel determinante para evitar la via lisosomal (Allen et at, 1998;
Porte et al., 2003; Rittig et al., 2003). Las BCV que contienen B. canis se fusionan
rapidamente con lisosomas, por lo cual no se multiplican. Lo mismo ocurre con
mutantes rugosas de cepas lisas que no logran replicarse intracelularmente de
forma adecuada (Porte et al., 2003). No obstante, estudios han observado
mediante microscopia electronica que la especie rugosa B. ovis es capaz de co-
localizar con el RER, lo que permite su replicacion; contrario a la co-localizacién
de B. canis en fagolisosomas, en donde esta es incapaz de multiplicarse y

sobrevivir (Detilleux et al., 1990).

Estudios previos demuestran que las estirpes lisas virulentas de Brucella no
causan un efecto citopatico en las células fagociticas y epiteliales cuando las
infectan y que ademas, son capaces de interferir en la apoptosis de las células
hospederas y favorecer asi su multiplicacion y supervivencia. En contraste, las
cepas mutantes rugosas obtenidas a partir de B. abortus y B. melitensis, se
replican poco o no se replican del todo y causan la muerte celular, lo que provoca
que las bacterias sean liberadas tempranamente al medio extracelular y sean
destruidas por diferentes mecanismos bactericidas (Ferrero et al., 2009).
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B. canis, sin embargo es un patdgeno primario en perros en los cuales produce un
cuadro clinico similar al que B. abortus produce en vacas o B. suis en cerdos,
incluso puede producir también brucelosis en seres humanos (Ugalde et al., 2000),
por lo cual el presente estudio pretende determinar si en efecto B. canis no se
multiplica intracelularmente o si por el contrario o hace y en condiciones similares

o diferentes especies de tipo liso de Brucella.

Estudios en paralelo de nuestro grupo de investigacion habian determinado que
modulando adecuadamente las condiciones del crecimiento del indculo se podrian
lograr recuentos replicativos de B. canis intracelularmente. Utilizando este método
se procedid a analizar el fenotipo replicativo mediante microscopia. Se logré
determinar que la mayoria de las B. canis presentes en la monocapa no parecen

estar replicandose.

La estandarizacion previa de la infeccidon y preparacion del inéculo de B. canis
juegan un papel determinante en una replicacién bacteriana exitosa. En este
trabajo se utilizaron condiciones de crecimiento de B. canis un tanto diferentes a
los utilizados en otros estudios previamente publicados. Estas variaciones
permitieron detectar la replicacion de dicha bacteria y caracterizar de este modo el
transito de B. canis en condiciones replicativas. Requerimientos como niveles de
aireacion baja potencian el estado infectivo, parece ser que esta variable esta
relacionada con el sistema regulador del quorum sensing VjbR (Uzureau et al.,
2007). Incluso la densidad bacteriana determinada por el nivel de agitacién y tipo
de recipiente utilizado para el crecimiento del inéculo, influyen en la capacidad
infectiva. Estas variables en el protocolo de infeccion pueden explicar las
diferencias observadas entre los resultados obtenidos y los reportados por otros

autores.

Realizar un analisis con detenimiento permitié encontrar fenotipos compatibles con
replicacion intracelular. Por un lado se encontraron células repletas de bacterias
en plano focal con el nucleo, se encontraron células infectadas en parejas y se

encontraron células con bacterias en grumos.

38



Debido a que el presente trabajo pretende comprender y contrastar el trafico
intracelular de B. canis con respecto al de B. abortus, se monitorearon mediante
microscopia de fluorescencia los fenotipos de infeccion. Para ambas bacterias, en
etapas tempranas de infeccién el fenotipo de células infectadas corresponde a la
fase no proliferativa endosomal. Con forme avanza el tiempo de infeccién se
observa la aparicion de los fenotipos replicativos que corresponden a la etapa
proliferativa en donde la BCV interactua con el RE, esta interaccidn permite evadir
la unién de la BCV con los lisosomas y propiciar de asi un nicho idéneo para la
multiplicacion bacteriana. El ciclo culmina con la formacion de grumos bacterianos,
que corresponden a las BCV con caracteristicas autofagicas; este proceso es
necesario para poder completar el ciclo de vida intracelular y promover la
propagacion de Brucella de célula a célula (Choy y Roy, 2013), contrario a las
conclusiones de estudios anteriores en los que el trafico intracelular de B. canis se
restringe a los fagolisosomas, y no realiza la subsecuente localizacién en el RE y
replicacion, a diferencia de otras especies como B. abortus y B. melitensis
(Detielleux et al., 1990; Rittig et al., 2003).

Estos mismos fenotipos son conocidos y encontrados en B. abortus. Cuando se
cuantifican estos fenotipos en monocapas infectadas se encuentran muy pocas
diferencias entre B. abortus y B. canis. Esta cuantificacidon se realizé también en
las células tratadas con CNF. Este tratamiento induce un comportamiento
fagocitico en células epiteliales y permite disociar el evento de entrada del evento
de multiplicacién intracelular. En términos generales la toxina CNF incremento
significativamente la capacidad fagocitica de las células gracias a su capacidad
para modificar la actina del citoesqueleto gracias a la accién de las proteinas Rho
y GTPasas. El aumento en los porcentajes de los fenotipos infectivos tras el uso

de CNF evidencié el estimulo en la fagocitosis (Fabbri et al., 2010).

Bajo estas condiciones también B. canis se comport6 igual que B. abortus. Esto
habla de potenciales similares de replicacion intracelular. Se vieron fenotipos
interesantes en células intoxicadas con CNF. Por ejemplo, los grumos que

aparecen al final de la infeccion en células no tratadas, se encuentran en grandes

39



cantidades en células intoxicadas con CNF. Esto puede indicar que CNF altera
temporalmente los compartimientos por los que transita Brucella.
Interesantemente esta alteracion se presentd para B. canis y B. abortus, 1o que

refuerza la idea de que ambos transitan por la misma via intracelular.

Tanto para B. canis como para B. abortus, las células multinucleadas tratadas con
la toxina CNF, mostraron infeccién y replicacién. En células infectadas por B.
abortus se observd un patron interesante en el fenotipo replicativo concordante
con lo reportado en literatura; la mayoria de éstas células no se encontraron de
forma individual, si no en parejas o trios, lo que sugiere que provienen de una
célula que se dividio y dio origen a las mismas. Esto indica que los niveles altos de
replicacion de Brucella dentro de la célula eucariota no afecta la habilidad de esta

para replicarse (Chaves-Olarte et al., 2002).

Se ha descrito que bacterias lisas como B. abortus muestran un alto grado de
virulencia, adjudicado en gran parte a su alta capacidad infectiva; mientras que B.
canis posee poca capacidad infectiva (Detielleux et al., 1990; Rittig et al., 2003). Al
analizar los porcentajes de células infectadas, con y sin CNF, se observa que B.
abortus mantiene un porcentaje constante, mientras que B. canis aumenta el
numero de células infectadas de forma significativa a través del tiempo. Esto
indica que B. canis poseen una mayor capacidad infectiva que B. abortus, por lo
que es necesario realizar mas estudios para comprender adecuadamente la
virulencia de B. canis. Al tomar una cepa lisa silvestre de B. abortus y convertirla
en una cepa mutante que carece de O-polisacarido, ésta se comporta como una
cepa rugosa, y no puede concluir adecuadamente el ciclo infectivo dentro de la
célula (Porte et al., 2003). Partiendo de este analisis, B. canis es una bacteria
rugosa que se comporta como una bacteria lisa dentro de la célula, porque logra

alcanzar altos porcentajes de infeccion y replicacion.

La adhesion a la célula es requerida para la internalizacion e invasion. Se han
identificado estructuras de adhesion en Brucella como la proteina de superficie
SP41 que interactua con la célula eucariota. Al realizar una delecién de la isla

genomica que codifica por dicha proteina, disminuye significativamente el numero
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de bacterias infectantes tanto en células HeLa como en macréfagos (Van Der
Henst et al., 2013). Estudios realizados indican que el fenotipo del LPS que posea
Brucella influye en la union e internalizacion de la misma en monocitos humanos.
En términos generales, las bacterias rugosas se internalizan en numeros mayores
que las bacterias lisas. Al comparar la internalizacion de una cepa lisa de B.
melitensis contra una mutante rugosa esta diferencia se evidencia. Se puede
especular que la ausencia de la cadena-O enmascara ligandos del core de
oligosacaridos o permite interacciones hidrofébicas, y favorecer asi Ila

internalizacion de bacterias con LPS de fenotipo rugoso (Ritting et al., 2003).

Para el andlisis de las propiedades de adherencia e invasion, B. canis y una cepa
mutante rugosa de B. abortus muestran una tendencia mas eficiente en estos dos
parametros que las cepas naturalmente lisas B. abortus y B. suis (Allen et al.,
1998; Ferrero et al., 2009). Sin embargo, existen reportes en los que se menciona
que el hecho de que un mutante rugoso carezca del antigeno O no significa que
va a perder la habilidad para replicarse dentro de la célula, porque al analizar el
comportamiento de un mutante rugoso de B. abortus que carece de antigeno O,
éste es capaz de multiplicarse en células Hela, indicando que el LPS completo no

es esencial para la invasion o la replicacion intracelular (Ugalde et al., 2000).

Siguiendo este parametro, se podria explicar la diferencia en los porcentajes de
células infectas, tanto con CNF como sin CNF. B. canis es una bacteria rugosa
que muestra mayor adherencia a la célula y por ende una mayor internalizacion, a
diferencia de B. abortus que es una bacteria lisa. Incluso, al observar mediante
microscopia de fluorescencia el fondo del cubreobjetos sobre el cual crecid la
monocapa de células HelLa, B. canis se adhiere al mismo de forma notoria,
abundante y con un patrén desordenado, mientras que B. abortus se adhiere en

menor cantidad y con un patron mas homogéneo.

El paso de B. canis por los diferentes compartimentos celulares se evidencia
mediante la co-localizacion de la bacteria con marcadores de membrana como
LAMP y calnexina. Al analizar la infeccion a las 48 horas, el comportamiento

predominante de B. canis es que ésta no co-localiza con LAMP, porque dicho
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marcador se expresa en la membrana de organelas como endosomas tempranos
0 en autofagosomas, pero si se observa co-localizacién con calnexina, que se
expresa en la BCV una vez que interactua con el RE. A las 72 horas de infeccion,
el comportamiento general y predominante de B. canis es su no co-localizacion
con LAMP, pero si con calnexina. Este comportamiento ya ha sido observado y

caracterizado previamente en B. abortus (Brumell, 2012; Kim et al., 2012).
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Conclusiones

Es de suma importancia recalcar que las diversas investigaciones que se han
realizado con B. canis, aseveran que dicho microorganismo es incapaz de llevar a
cabo de forma exitosa el proceso de la replicacion debido a su condicion de cepa
rugosa (Detielleux et al., 1990; Rittig et al., 2003), contrario a los hallazgos
realizados en el presente estudio que validan la hipotesis en la que se plantea que
B. canis no es solo capaz de replicarse dentro de células epiteliales, sino que
ademas su trafico intracelular es similar al de B. abortus en tiempos tempranos y

tardios de infeccion.

Cuando se analiza la co-localizacion de los fenotipos replicativos con marcadores
de RE y autofagosomas se determina que B. canis pasa primero por el RE y luego
forma grumos rodeados de LAMP. Este patron es el mismo observado en B.
abortus. Por lo tanto se concluye que B. canis si se replica intracelularmente,
sigue un ciclo de vida intracelular muy parecido al de B. abortus. Es importante
controlar muy bien el in6culo y su crecimiento para poder realizar estudios
intracelulares de B. canis. En este estudio se cuestiona el papel del antigeno O en
la vida intracelular, puesto que diversos reportes indican que es esencial para la

multiplicacion intracelular de la bacteria, pero no parece ser el caso.
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