AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

MI PROYECTO DE TESIS

Desarrollo de cepas atenuadas de Rhodococcus equi
mediante la obtencion de cepas afectadas en los sistemas
de oxidacion reducciéon

Alvaro Mourenza Florez

Area de Microbiologia, Departamento de Biologia Molecular, Facultad de CC.
Biologicas y Ambientales. Universidad de Leon.

La idea de esta Tesis surge por la confluencia de varios factores (i) la im-
portancia del microorganismo en estudio, Rhodococcus equi, para la industria
equina y para la salud humana; (ii) el incremento en la resistencia de los mi-
croorganismos a los diferentes antibidticos; (iii) la experiencia previa del grupo
en el estudio de los sistemas de control Redox (oxidacién/reduccion) en algunos
representantes del grupo de las actinobacterias. R. equi es una bacteria Gram
positiva perteneciente al grupo de las actinobacterias presente en suelos de dife-
rentes ambientes, entre ellos pastizales; la bacteria puede comportarse como un
patogeno intracelular, causando bronconeumonia (y muerte) en potros, pero
también ocasionalmente en pacientes inmuno-suprimidos. En seres humanos la
bacteria no era muy conocida, aunque durante el presente siglo ha habido algu-
nos casos de pacientes con carencias inmunes infectados por esa bacteria, aun-
que se cree que el nimero de pacientes con la enfermedad podria ser mayor al es-
tar una parte importante de otros mal diagnosticados (enfermos de tubercu-
losis). La mortalidad adscrita a esta bacteria varia mucho entre pacientes inmu-
nodeficientes enfermos de SIDA (50-55% de mortalidad), padeciendo otro tipo
de inmunodeficiencias (20-25%) o en inmunocompetentes (11%). A lo largo de
las tiltimas décadas han sido numerosos los grupos de investigaciéon dedicados al
estudio de los mecanismos de patogenicidad de R. equi, buscando nuevos farma-
cos y tratamientos para los enfermos, pero en ningtin caso centrandose los estu-
dios en los mecanismos de supervivencia de la bacteria en los macrofagos. Ac-
tualmente, la combinacion de varios antibio6ticos (azitromicina, claritromicina o
eritromicina con rifampicina principalmente) parece ser el mejor tratamiento,
pero al tratarse de un patégeno intracelular (que infecta células animales, cre-
ciendo en su interior) de facil dispersion en pequenas particulas volatiles, hace
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que la mayoria de los tratamientos sean de larga duracion, caros, y poco

eficientes.

Durante el proceso de infeccion, R. equi es dirigido a los alveolos pulmo-
nares, donde es reconocido y fagocitado por los macréfagos alveolares; en ese
momento, R. equi sera englobado en una vesicula fagosémica, y alli sera some-
tido a condiciones de estrés por radicales libres (Fig. 1) que favoreceran la expre-
sidn de ciertos factores de virulencia por la bacteria. La mayoria de estos factores
son codificados por genes presentes en un plasmido de gran tamano denomi-
nado pVAP, siendo VapA el principal factor de virulencia, aunque hay otros fac-
tores de virulencia asociados tanto al plasmido como al cromosoma bacteriano.
Se sabe que sin la presencia del factor Vap, R. equi no es capaz de infectar los ma-
crofagos. El papel de VapA durante la infeccion es el de impedir que el fagosoma
seuna a los lisosomas, bloqueando asi su maduracion; esto imposibilita la dismi-
nucion del pH de la vesicula, impidiendo que se formen més radicales libres,
aspecto este que promueve la mortalidad para R. equi.
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Figura 1. Mecanismo de infeccionde  smegmatis, aunque su presencia es
los macrofagos alveolares por R. equi.

generalizada en todas las actinobac-
terias. En la mayoria de los casos
analizados las tiorredoxinas tienen un papel clave en la resistencia/sensibilidad
frente a agentes oxidantes. Asi, el proyecto en el que estoy implicado actual-
mente, se centra en estudiar la importancia de los diferentes tipos de mi-
corredoxinas identificadas en la actinobacteria R. equi (la cual se encuentra es-
trechamente emparentada con los géneros Corynebacterium y Mycobacterium)
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durante el proceso infectivo en su desafio frente al macrofago; esto nos permitira
entender mejor algunos de los mecanismos que emplea este patogeno para colo-
nizar un ambiente con elevadas concentraciones de radicales libres, como ocurre
en el interior de los macrofagos. Nuestra hipotesis es que el sistema conformado
por las micorredoxinas, conjuntamente con el compuesto de bajo peso molecular
micotiol (equivalente al glutatiéon en el sistema de glutarredoxinas) jugaria un
papel clave en dicha resistencia. Bajo esta hipotesis, se han desarrollado mutan-
tes con deleciones en tres micorredoxinas localizadas mediante analisis in silico
en el genoma de R. equi, asi como para una de las posibles tiorredoxinas que ha
resultado de interés, dado que presenta un dominio para ser exportada (extrace-
lular). El fenotipo de los mutantes ha sido estudiado en nuestro laboratorio me-
diante ensayos de crecimiento frente a diferentes agentes oxidantes como pero-
xido de hidrogeno (H,0,; agua oxigenada) o hipoclorito sédico (NaClO; lejia).

Los resultados han sido prometedores, viéndose una mayor sensibilidad
en los mutantes respecto a la cepa silvestre. Esto nos ha permitido realizar ensa-
yos de infeccidon de macréfagos en colaboracion con el grupo del Dr. Michal Letek
de la Universidad de Roehampton (Londres). Estos ensayos sumados a otros en
los que se ha estudiado la dindmica Redox de las micorredoxinas mediante su
fusion a una molécula sensora fluorescente, nos esta permitiendo entender el pa-
pel que juega cada una de las micorredoxinas durante la infeccion. El objetivo fi-
nal de este proyecto seria la obtencién de cepas atenuadas en su virulencia por
alteracion de las micorredoxinas, pero desencadenantes de una potente respues-
tainmune por expresion de factores plasmidicos.
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