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RESUMEN

El genoma de Brucella spp esta compuesto por dos cromosomas circulares de aproximadamente 2.1 y 1.2
Mpb. En el caso de Brucella, la adhesion, invasion, evasion de la respuesta inmume vy el tréfico intracelular no
esta bien definido. Se han identificado en el genoma de B. melitensis tres marcos de lectura abiertos (ORFs) que
codifican para proteinas de adhesion denominados precursores de la proteina del gen aidA-I, sin embargo no se ha
descrito bien su funcion. Algunos de ellos son: tres proteinas que presentan dominios homélogos a proteinas
autotransportadoras, como la proteina de unién a fibronectina shdA de Salmonella typhimurium, que podrian
servir como adhesinas putativas mediante la union después de la fagocitosis. La fibronectina ha sido reportada
dentro de las vacuolas endociticas que contienen brucelas por lo que se supone que la union a fibronectina puede
facilitar la entrada a la célula. Se trabajé con las cepas de Brucella ovis Reo 198 y una cepa de campo. Se
utilizaron unos iniciadores a partir de la secuencia del gen aidA-1 de Brucella melitensis para localizar el gen por
PCR. Se identificd un producto de 3 kbp que corresponde al gen aidA-I en Brucella ovis por lo que este gen
podria formar parte del sistema V de secrecion.

INTRODUCCION

El genoma de B. melitensis contiene alrededor de 3,294,935 bp distribuido en dos cromosomas independientes
de 2,117, 144 bp y 1,77,787 bp y presenta 3,197 marcos de lecturas (ORFs). Presentando genes para el sistema
tipo 111, IV flagelar y el sistema V de secrecion. Con estos avances se ha provisto de importante informacion
sobre el metabolismo, secrecidn, adhesion, transporte, caracteristicos sobre la pared celular e identificacion de la
naturaleza de moléculas secretadas por el sistema de secrecion tipo IV que podrian ayudar a entender la
patogénesis de la enfermedad.El genoma de B. melitensis, también codifica otros tipos de factores de virulencia.
Se han identificado tres marcos de lectura para el tipo V secrecion, como proteasas extracelulares, un dominio de
adhesina perteneciente a la familia de las autotransportadoras. Los ORFs codifican para proteinas de adhesion
(AidA-1 precursor). Un marco de lectura que es homdlogo a la region C-terminal del precursor Aida-1. En el caso
de Brucella, la adhesion, invasion, evasion de la respuesta inmume 'y el trafico intracelular no esta bien definido.
Pero Se han identificado tres proteinas que presentan dominios homaélogos a proteinas autotransportadoras, como
la proteina de unién a fibronectina shdA de Salmonella typhimurium, que podrian servir como adhesinas putativas
mediante la unién después de la fagocitosis. La fibronectina ha sido reportada dentro de las vacuolas endociticas
gue contienen brucelas por lo que se supone que la unién a fibronectina puede facilitar la entrada a la célula. La
interaccion de las especies de Brucella con la superficie epitelial de las células después de la migracion en el
huésped es desconocida. En un estudio comparativo del genoma de B. suis, B. abortus y B. melitensis se
identificaron 3 proteinas que contienen dominios homologos a proteinas autotransportadoras y en la comparacion
de los tres se identifico el cromosoma I, genes que codifican para proteinas autotransportadoras parecidas a las
shdA de Salmonella y AidA-I de E. coli. Algunos autores reportan que el gen omaA de B. suis codifica una
proteina que presenta las caracteristicas de una proteina autotransportadora. En Brucella ovis no se ha reportado
este gen. EIl objetivo del trabajo, fue identificar la presencia de un fragmento de 3105 pb del gen aidA-I en
Brucella ovis.

METODOLOGIA

Se trabajaron con las cepas: de B. ovis Reo 198 y B. ovis de campo aislada de un borrego con epididimitis, las
cepas fueron cultivadas en Agar sangre a 37° C por 48 h bajo una atmosfera de 5 % de CO..
Extraccion de DNA de B. ovis
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Se utiliz6 567 ul de TE/NaCl (50mM Tris, 50mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0) y 30 ul de SDS al 10 % con
3 ul de proteinasa K (20mg/ml), se incubd por una h. Se adicion6 300 ul de fenol-cloroformo (v/v) y se centrifugd
a 8000 xg durante 15 min. La fase acuosa se transfirid a otro tubo y se adicion6 dos volimenes de etanol frio,
dejandose secar y con 100 pl de la solucion TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0).

Técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Los oligonucleotidos fueron sintetizados a partir del dominio beta de Brucela melitensis. 5' CCA GGC ATG
GCG ACTTTT GG 3', 5 TGC GGT GAC GTT TCA GTC GG 3'. Se llevd acabo la reaccion de PCR con una
solucion amortiguadora de PCR (1.0mM Tris-Cl, 1.5 mM MgCl,, 50mM KCI pH 3), 100 uM de cada dNTP, 200
nM de cada iniciador, 2 U de Taq polimerasay 1 ul de DNA, en un volumen de 50 ul. Con una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 4 min, seguido de 33 ciclos a 94°C por 33 seg, 60°C por 30 seg, 72°C por 2.45 min y una
extension final a 72°C por 8 min. Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al 1%.

RESULTADOS

En Brucella ovis se amplificod un producto de 3 kbp que corresponde al fragmento de aidA-l esperado,
comparado con el de B. melitensis que se utiliz6 como control. Con estos resultados se hace evidente que el
fragmento de 3 kbp del gen aidA-I esta presente en Brucella ovis.

DISCUSION

Con los resultados obtenidos se puede inferir que al ser identificado el fragmento del gen aidA-I1, este puede
estar implicado en la formacion del poro que permite el paso de la adhesina AIDA-I en Brucella ovis. Se
considera que el fragmento 3 kbp es una secuencia consenso que es caracteristico del sistema V de secrecion. Por
lo que este gen puede estar implicado como dentro de los factores de virulencia de B. ovis.
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