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1. Aspectos generales del género Brucella

El género Brucella fue descrito por primera vez por Meyer y Shaw en 1920 (Meyer &
Shaw, 1920; Corbel & Brinley-Morgan, 1984) y debe su nombre al médico militar David
Bruce quien, en 1887, fue el primero en aislar uno de los microbios que componen este
género a partir de bazos de soldados britanicos fallecidos en la isla de Malta. Este género
estd formado por bacterias Gram negativas con morfologia cocobacilar (de 0,5 - 0,7 pm de
ancho y de 0,6 — 1,5 um de largo), no mdviles y no encapsulados. Son microorganismos
aerobios y algunas especies (como B. ovis) requieren una atmosfera con un 5-10 % de CO>
para su crecimiento. Su temperatura optima de crecimiento es de 36-38 °C, pero pueden
crecer en un intervalo de entre 20 y 40 °C. El genoma de las especies del género Brucella
presenta un porcentaje Guanina-Citosina del 58 — 59 % vy, excepto B. suis biovar 3, esta
organizado en dos cromosomas con un tamafio aproximado de 2,2 Mb (Cromosoma I) y 1,1
Mb (Cromosoma II) (Cloeckaert & Vizcaino, 2005).

Los microorganismos del género Brucella son parasitos intracelulares facultativos que
infectan una gran variedad de mamiferos, produciendo aborto epizodtico en animales y
una enfermedad febril septicémica en el hombre denominada brucelosis (también fiebre de
Malta o fiebre ondulante), una de las zoonosis de mayor distribucion e importancia
mundial.

El género Brucella pertenece a la familia Brucellaceae, incluida dentro del orden
Rhizobiales, clase Alphaproteobacteria (Scholz et al., 2012). Esta clase es una de las mas
grandes y con los grupos mas diversos dentro del filo Proteobacteria. Entre sus miembros se
incluyen patdgenos y simbiontes de plantas, como Agrobacterium y Rhizobium, y patogenos
de animales, como Bartonella y Rickettsia. En la familia Brucellaceae, se reconocen
actualmente siete géneros: Brucella, Crabtreella, Daeguia, Mycoplana, Ochrobactrum,
Paenochrobactrum y Pseudochrobactrum (Scholz et al., 2012). De ellos, el género mds cercano
filogenéticamente a Brucella es Ochrobactrum, que estd constituido por especies saprofitas
que ocasionalmente infectan a humanos (Holmes et al., 1988).

Inicialmente, en el género Brucella se incluyeron dos especies, B. melitensis, patogeno de
cabras y ovejas y B. abortus, principalmente patégeno de ganado bovino (Meyer & Shaw,
1920). En 1929 se anadio B. suis (Huddleson, 1929), patéogeno de ganado porcino, y
posteriormente B. ovis (Buddle, 1956), patégeno de ganado ovino, B. neotomae (Stoenner &
Lackman, 1957), aislado de una rata del desierto y B. canis en 1968 (Carmichael & Bruner,
1968), patogeno de perros. Esta clasificacion se basaba esencialmente en el hospedador
preferente y estas seis especies se conocen, aun a dia de hoy, como especies “clasicas” de

Brucella. Posteriormente, estudios de hibridaciéon de ADN-ADN demostraron un alto grado
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de homologia (>90 % de identidad) entre estas especies, lo que llevd a considerar que este
género estaba formado por una tnica especie, B. melitensis, y diferentes biovariedades
(Verger et al., 1987). Aunque esta nueva clasificacion fue adoptada por algunos bancos de
datos y colecciones de cultivo, la primera clasificacion no lleg6 a ser realmente abandonada
por la comunidad cientifica debido a su gran difusién y utilidad epidemioldgica y, en 2006,
atendiendo a las diferencias fenotipicas y genotipicas existentes entre las distintas especies,
el Comité de Taxonomia de Brucella propuso volver a la antigua clasificacion (Osterman &
Moriydn, 2006). Después, el género Brucella permanecié inamovible hasta el afio 2007,
momento a partir del cual se han ido describiendo especies aisladas de hospedadores no
convencionales; B. ceti y B. pinnipedialis (Cloeckaert et al., 2001; Jacques et al., 2007), aisladas
de mamiferos marinos, B. microti (Hubalek et al., 2007; Scholz et al., 2008), aislada del topillo
comun y B. inopinata (De et al., 2008; Scholz et al., 2010), aislada de una protesis mamaria.

La clasificacion de estas nuevas especies se basd, ademas de en la preferencia de
hospedador y en las pruebas fenotipicas clasicas - actividad ureasa, crecimiento en
presencia de colorantes tionina y fucsina, susceptibilidad a bacteriéfagos y aglutinacion
con sueros monoespecificos - en métodos moleculares de analisis del polimorfismo del
ADN. Este enfoque multiple se ha propuesto como método estandarizado para la
clasificacion de nuevas especies de Brucella (Tindall et al., 2010).

Cada especie del género Brucella presenta una marcada preferencia de hospedador
(hospedador primario), aunque también pueden infectar a otros hospedadores
(hospedador secundario) y se han aislado cepas de Brucella spp. tanto en animales
domésticos como en animales de la fauna silvestre (bisontes, ciervos, zorros, liebres,
bufalos africanos, jabalies y caribues) (Davis & Elzer, 2002; Godfroid et al., 2013). Asi,
aunque el hombre no es un hospedador primario, la mayoria de las especies (menos B. ovis,
B. neotomae y B. microti) se han aislado de humanos. Sin embargo, no todas las especies
presentan la misma virulencia y facilidad de transmision (Moreno & Moriydn, 2002) siendo
B. melitensis la mas frecuentemente aislada y la que provoca las infecciones de mayor
gravedad en humanos. La brucelosis humana, se caracteriza por la aparicion de episodios
recurrentes de fiebre, escalofrios, sudoracién, pérdida de peso, cefalea, artralgias,
esplenomegalia y linfadenopatias (Corbel, 1990; Dornand et al., 2002), y raramente causa la
muerte. Dicha enfermedad se suele contraer por contacto directo con el animal infectado o
a través de la ingesta de alimentos contaminados, como leche o queso sin pasteurizar.

En animales, la brucelosis afecta principalmente al aparato reproductor de machos y
hembras, provocando aborto y problemas de fertilidad por lo que causa grandes pérdidas
economicas dentro del sector ganadero dedicado a la explotacion del ganado bovino,

ovino, porcino o caprino. Entre las medidas de prevencion y control de la brucelosis animal
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se encuentra la vacunacion cuando la prevalencia es alta para reducir la tasa de infeccion
en los rebanos (WHO, 2006). Las vacunas empleadas a dia de hoy son, para el ganado
bovino las cepas vivas atenuadas B. abortus S19 y B. abortus RB51 (Nicoletti, 1990; Schurig et
al., 1991; Schurig et al., 2002) y, para el ganado ovino y caprino la cepa B. melitensis Revl
(Blasco, 1997; Schurig et al., 2002). Estas vacunas, a pesar de ser eficientes, presentan varios
inconvenientes tales como, riesgo de abortos, interferencia en el diagndstico de la infeccion
(en el caso de las cepas vacunales lisas) y/o riesgo de infecciéon para el hombre en su
manipulacion, por lo que actualmente se sigue trabajando en obtener nuevas vacunas

mejoradas que no tengan estos efectos secundarios.

2. La membrana externa de Brucella

La membrana externa (ME) de las bacterias Gram negativas constituye un barrera fisica
y funcional entre el interior de la célula y su entorno, ademas de ser la primera estructura
que entra en contacto con el hospedador y sus mecanismos de defensa.

La ME de Brucella (Figura 1), como la ME de la tipica bacteria Gram negativa (Kamio &
Nikaido, 1976), es una bicapa lipidica asimétrica que esta constituida por fosfolipidos (PL),
lipopolisacarido (LPS) y proteinas de ME (PME). Sin embargo, como se expone a
continuacion, presenta unas caracteristicas peculiares que la diferencian de la ME presente
en otras bacterias Gram negativas y que le confieren unas propiedades particulares
(Vizcaino & Cloeckaert, 2012).

p

Flagelo

cadenas- O

membrana externa
A
nicleo

periplasma

membran

Figura 1. Esquema de la ME de una estirpe lisa de Brucella spp. Tomado
y modificado de Vizcaino & Cloeckaert, 2012. CBGs; (1,2 glucanos
ciclicos, LP; lipoproteinas, NH; haptenos nativos, OL; lipido de ornitina,
PL; fosfolipidos, PG; peptidoglucano, R-LPS; lipopolisacdrido en fase
rugosa, S-LPS; lipopolisacarido en fase lisa, T4SS; sistema de secrecién
tipo IV, VLCFA,; acido graso de cadena muy larga.
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2.1. Fosfolipidos

Los PLs son lipidos ionicos polares compuestos de 1,2-diacilglicerol y un enlace
fosfodiéster que une el esqueleto del glicerol a alguna base, generalmente nitrogenada,
como la colina o la etanolamina. La composicion de PLs de la ME de Brucella no ha sido
determinada especificamente pero, en B. melitensis y B. abortus, el andlisis de células enteras
reveldé que los principales PLs en estas dos especies son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, difosfatidilglicerol y fosfatidilglicerol (Vizcaino & Cloeckaert, 2012).
La fosfatidilcolina es un PL mayoritario en células eucariotas y poco frecuente en
procariotas, aunque cada vez se detecta en un mayor nimero de bacterias, principalmente
las que mantienen una asociacion simbionte o parasita con células eucariotas (Sohlenkamp
et al., 2003; Aktas et al., 2010), que proporciona mas estabilidad a la bicapa lipidica de las
membranas bacterianas (Goldfine, 1984). En B. abortus se ha demostrado que tanto la
sintesis de fosfatidilcolina (Comerci et al., 2006; Conde-Alvarez et al., 2006) como la sintesis
de fosfatidiletanolamina (Bukata et al., 2008), son necesarias para que la bacteria muestre
una correcta virulencia.

Ademas, la ME de Brucella difiere de la ME de la mayoria de los patégenos animales por
tener lipidos de ornitina. Estos, normalmente co-extraidos con el LPS, se piensa que estan
localizados en la capa externa de la ME y que, con su carga positiva, podrian neutralizar la
baja cantidad de grupos anionicos del lipido A (Moriyon & Lépez-Goni, 1998). Sin
embargo, cabe destacar que, Palacios-Claves ef al. en 2011 demostraron que estos lipidos de
ornitina, a pesar de ser cuantitativamente importantes en la composicion de la ME, no son
elementos imprescindibles ni para la virulencia de B. abortus ni para desencadenar la

respuesta inmune innata en el hospedador (Palacios-Chaves et al., 2011).

2.2. Lipopolisacarido

El LPS es uno de los constituyentes mayoritarios de la ME de Brucella y presenta
propiedades que lo diferencian del LPS de otras bacterias Gram negativas, como las
enterobacterias. Entre estas propiedades destacan una baja endotoxicidad, una alta
resistencia a la degradacion por macrofagos y proteccion frente a la respuesta inmune del
hospedador (Moreno et al., 1981; Forestier et al., 2000; Lapaque et al., 2005; Cardoso et al.,
2006).

La molécula de LPS estda formada por una parte glucolipidica e hidrofébica, el
denominado lipido A, insertada en la ME y no expuesta en la superficie de la bacteria y
otra parte, totalmente sacaridica, dirigida hacia el exterior. Esta tiltima, a su vez, se divide
en dos secciones: el nucleo (la parte mas interna) y las cadenas polisacaridicas O. Ademas,

el LPS de Brucella spp. puede hallarse en fase lisa (S-LPS) o en fase rugosa (R-LPS) segtn la
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presencia o ausencia de cadenas polisacaridicas O en su estructura, respectivamente. B. ovis
y B. canis son especies naturalmente rugosas mientras que el resto de especies estan
constituidas mayoritariamente por cepas lisas (Vizcaino & Cloeckaert, 2012).

El lipido A del LPS del género Brucella es quimicamente diferente al de la tipica bacteria
Gram negativa y estd formado por un esqueleto disacarido de diaminoglucosa [2,3-
diamino-2,3-didesoxi-D-glucosa unidos mediante enlace (3 (1-6)]. Este disacdrido existe
tanto mono como bifosforilado en las posiciones 1" 6 1’ + 4,” respectivamente (Rojas et al.,
1994; Iriarte et al., 2005). Por otra parte, a este esqueleto se encuentran unidos, mediante
enlaces éster y amida, 3-hidroxidcidos [3-OH-Ci20 hasta dcidos grasos de cadena muy larga
(VLCFAs; Very Long Chain Fatty Acid) como 27-OH-Cagso 6 29-OH-Cs0.0] y otros acidos grasos
de cadena larga (Cis:0 a Cis:0) (Moreno et al., 1990; Bhat et al., 1991) que tienen la capacidad
de atravesar la ME mostrando el grupo hidroxilo terminal en el espacio periplasmico, lo
cual probablemente favorece el fuerte anclaje del LPS y la integridad de la ME (Velasco et
al., 2000; Iriarte et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2009). A diferencia de lo que sucede en
otras bacterias Gram negativas, hasta el momento no se ha detectado ni etanolamina ni
otros azucares neutros formando parte de la composicion del lipido A de Brucella (Moreno
et al., 1990; Freer et al., 1995). En las enterobacterias, el grado de heterogeneidad que
presenta el lipido A es mayor debido a las diferentes combinaciones en las que se pueden
vincular los acidos grasos, los grupos fosfato, los azticares neutros, la etanolamina y los
diferentes tipos de azticares que conforman la molécula. En cambio, en el género Brucella,
existen menos variantes de lipido A ya que la heterogeneidad que presenta deriva del
numero de acidos grasos unidos y de las posibles diferencias que puedan existir entre ellos
debidas practicamente a la presencia de 1 ¢ 2 grupos fosfato en las posiciones 1’ y 4" (Freer
et al., 1995; Iriarte et al., 2005; Cardoso et al., 2006). El lipido A de la especie B. abortus,
aunque es quimicamente diferente al de bacterias Gram negativas cldsicas, posee una
estructura que estd presente también en algunos géneros de las a-2 proteobacterias
relacionados filogenéticamente con Brucella spp., como por ejemplo, Ochrobactrum y
Mesorhizobim (Moreno et al., 1990).

El nuacleo oligosacaridico del LPS de B. abortus estd constituido por acido 2-ceto-3-
desoxioctulosonico (KDO; 2-keto-3deoxyoctulosonic acid), 2-amino-2-desoxiglucosa
(glucosamina), 2-amino-2,6-didesoxi-D-glucosa (quinovosamina), glucosa y manosa. No se
han observado en su estructura otros componentes comiinmente encontrados en el nticleo
de otras a-proteobacterias, como heptosa, fosfatos o acido galacturoénico (Iriarte et al., 2005).

Las cadenas polisacaridicas O, ligadas al ntcleo y proyectadas hacia el exterior de la
bacteria en las cepas lisas de Brucells, son homopolimeros sin ramificaciones de N-

formilperosamina (4,6 dideoxi-4-formamido-a-D-manopiranosa) en uniones «(1-2) o
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a(1-3). La proporciéon de enlaces a(1-2) y a(1-3) entre los residuos de perosamina varia
dependiendo de la especie y cepa de Brucella, y diversos estudios con anticuerpos
monoclonales han demostrado que esta variabilidad en las uniones genera tres tipos
basicos de epitopos especificos del género Brucella (el epitopo A, el epitopo M y el epitopo
C o comun), y un cuarto epitopo, denominado C/Y, que muestra reacciones seroldgicas
cruzadas con otras bacterias, de las cuales la mas importante es Yersinia enterocolitica 0:9
(Douglas & Palmer, 1988; Bundle et al., 1989; Meikle et al., 1989; Palmer & Douglas, 1989;
Vizcaino et al., 1991; Cloeckaert et al., 1993; Cloeckaert et al., 1998; Weynants et al., 1997). Las
cadenas polisacaridicas O del S-LPS se consideran esenciales para la virulencia de las cepas
lisas de Brucella spp., ya que se ha comprobado que los mutantes rugosos obtenidos in vitro
a partir de cepas naturalmente lisas presentan atenuacién en modelos animales (Allen et al.,
1998; Godfroid et al., 1998; McQuiston et al., 1999; Foulongne et al., 2000; Hong et al., 2000;
Gonzalez et al., 2008; Paixao et al., 2009; Lacerda et al., 2010). Sin embargo, las especies
naturalmente rugosas B. ovis y B. canis, que carecen de cadenas polisacaridicas O, son
virulentas en sus hospedadores preferentes (carnero y perro, respectivamente) y en
modelos de experimentacion animal (Caro-Herndndez et al., 2007; Silva et al., 2011; Barkha
et al., 2011; Martin-Martin et al.,, 2012; Palomares-Resendiz et al., 2012; Vizcaino &
Cloeckaert, 2012).

Ademas del LPS, la ME de las estirpes lisas de Brucella contiene otro polisacdrido que se
denomina hapteno nativo. Este tiene una composicion idéntica a la de las cadenas
polisacaridicas O del S-LPS (Aragon et al., 1996) y su existencia, como molécula
independiente, ha sido cuestionada durante algun tiempo ya que algunos autores
consideraban que esta molécula era un artefacto del protocolo de extraccion de las cadenas
polisacaridicas O durante la hidrélisis del S-LPS (Zygmunt et al., 1988). Sin embargo, otros
trabajos han demostrado que la hidrdlisis acida del S-LPS da lugar a cadenas
polisacaridicas O que contienen KDO, mientras que el hapteno nativo purificado carece de

este azticar (Aragon ef al., 1996).

2.3. Proteinas de membrana externa

Las proteinas de membrana externa (PMEs), de acuerdo a su abundancia relativa, se han
clasificado en proteinas mayoritarias y proteinas minoritarias (Vizcaino & Cloeckaert,
2012).

Dentro de las PMEs se han descrito como mayoritarias la proteina conocida como
Omp2b con actividad porina y las proteinas Omp25 y Omp31 de la familia de proteinas
homologas Omp25/Omp31. Estas PME mayoritarias estan fuertemente asociadas al

peptidoglucano (PG) de la pared celular, lo que se cree que es una de las caracteristicas que
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proporciona estabilidad a la ME. Entre las proteinas minoritarias se encuentran, entre
otras, el resto de las proteinas de la familia Omp25/Omp31, las lipoproteinas Omp10,
Ompl6 y Omp19 y las proteinas que componen la estructura flagelar y la estructura del
sistema de secrecion tipo IV (Vizcaino & Cloeckaert, 2012).

Por reactividad con anticuerpos monoclonales se ha comprobado que muchas de estas
PME se encuentran expuestas en la superficie de las cepas rugosas del género Brucella,
mientras que en las cepas lisas, las cadenas polisacaridicas O del S-LPS las enmascaran
(Cloeckaert et al., 1990; Bowden et al., 1995a).

Por su interés en este trabajo, las proteinas de la familia Omp25/Omp31, las
lipoproteinas Omp10, Omp16 y Omp19 y el sistema de secrecion tipo IV, se describen

detalladamente en el Capitulo 4 de esta Introduccion.

2.4. Propiedades especificas relacionadas con la membrana externa
La integridad de muchas bacterias Gram negativas depende de la fuerte carga negativa
de su ME estabilizada por cationes divalentes y poliaminas, que convierten la ME en una
barrera de permeabilidad selectiva (Hancock, 1997; Nikaido, 2003). Sin embargo, la ME de
Brucella tiene un reducida carga negativa, por lo que, se cree que la estabilidad de su ME
esta relacionada con algunas de las caracteristicas particulares (Vizcaino & Cloeckaert,
2012) que acabamos de citar, entre las que destacan :
- E1 PL mas abundante (37%) en B. melitensis y B. abortus es la fosfatidilcolina (Thiele &
Schwinn, 1973).

- Existen lipidos de ornitina cargados positivamente (Moriyon & Lopez-Gorii, 1998).

- Las PMEs estan fuertemente asociadas al LPS y al PG (Dubray & Bézard, 1980; Winter,
1987; Cloeckaert et al., 1992b; Vizcaino et al., 1996).

- Existen VLCFAs en el lipido A del LPS (Moreno et al., 1990; Bhat et al., 1991; Velasco et
al., 2000).

Ademas, la ME dota a las especies de Brucella de unas propiedades particulares
demostradas por el comportamiento en presencia de péptidos cationicos (lisozima,
lactoferrina, defensinas o catelicidinas), detergentes, EDTA, suero no inmune y compuestos
catidénicos (Martin-Martin et al., 2011; Vizcaino & Cloeckaert, 2012).

Los péptidos catidnicos son parte del mecanismo bactericida oxigeno independiente de
las células fagociticas; estan presentes en células de mamiferos y fluidos corporales y se
cree que juegan un papel importante en la defensa del hospedador frente al patégeno
(Jenssen et al., 2006). La polimixina B es un péptido cationico que ejerce su actividad
antimicrobiana al permeabilizar la membrana citoplasmatica, provocando la fuga de

componentes citoplasmaticos, tras una interaccién inicial con la ME (Vaara, 1992). Brucella



8 Introduccién

spp. muestra resistencia a este compuesto, caracteristica que ha sido atribuida tanto a la
reducida carga negativa de su ME, ya que se cree que la interaccion entre péptidos
cationicos y bacterias Gram negativas ocurre a través de la uniéon con componentes de la
ME cargados negativamente (Vaara, 1992; Nikaido, 2003), como al impedimento estérico
causado por las cadenas polisacaridicas O y el ntcleo del LPS que dificultan el acceso del
péptido cationico a los componentes con carga negativa de la ME (Moriyon & Lopez-Goni,
1998; Velasco et al., 2000; Iriarte et al., 2005).

La reducida carga negativa también se ha considerado la responsable de la resistencia
observada en Brucella spp. al agente quelante EDTA. Esto contrasta con la alta sensibilidad
de otras bacterias Gram negativas que necesitan cationes divalentes para estabilizar la ME
(Moriyon & Berman, 1982; Freer et al., 1996).

Las distintas especies del género Brucella también muestran resistencia a los
componentes del suero humano no inmune, otro mecanismo de defensa del hospedador
frente al patdégeno cuando éste se localiza extracelularmente. Varios estudios han
considerado que las cadenas polisacaridicas O del LPS de las estirpes lisas son importantes
para esta resistencia ya que los mutantes rugosos de B. melitensis y B. abortus, que carecen
de esta cadenas, son mas sensibles (Corbeil et al., 1988; Allen et al., 1998; Eisenschenk et al.,
1999; Fernandez-Prada et al., 2001; Gonzdlez et al., 2008). Sin embargo, las cepas
naturalmente rugosas (B. canis y B. ovis), que también carecen de cadenas polisacaridicas O,
son incluso mas resistentes al suero humano no inmune que algunas cepas lisas (Martin-
Martin et al., 2011). Por lo tanto, deben existir otras caracteristicas bacterianas,

probablemente relacionadas con la ME, responsables de esta resistencia.

3. Aspectos relevantes para este trabajo de la infeccion y la inmunidad inducida por

Brucella

3.1. El curso de la infeccion

El curso de la infeccion en la brucelosis puede dividirse en tres fases, cuya duracion
puede variar dependiendo del hospedador (Martirosyan et al., 2011; Grill6 et al., 2011):
(i) el inicio de la infeccion (o periodo de incubacién) corresponde al periodo desde que
Brucella invade al hospedador hasta que, en este, se evidencian los primeros sintomas
clinicos.
(ii) la fase aguda corresponde al periodo en el que las bacterias se replican activamente en

los diferentes organos diana del hospedador, principalmente los drganos del sistema
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reticuloendotelial (sistema fagocitico mononuclear) y del sistema reproductivo.
(iii) la fase crénica corresponde al periodo en el que los sintomas clinicos observados son
intermitentes y las sefiales patoldgicas visibles en varios érganos.

En hospedadores naturales, como vacas, ovejas y cabras, se ha descrito que, tras la
infecciéon experimental con cepas virulentas de Brucella spp., primero se produce la
colonizacion de los ganglios linfaticos regionales cercanos al sitio de la inoculacién y a
partir de ahi las bacterias se distribuyen por todo el sistema reticuloendotelial (Anderson &
Cheville, 1986; Munoz et al., 2008). En las hembras gestantes, la bacteria invade la placenta
y, posteriormente, el feto, causando aborto sobre todo durante el dltimo tercio del periodo
de gestacion. Sin embargo, las hembras ingravidas pueden permanecer asintomaticas pero
eliminar la bacteria a través de las secreciones (Tobias ef al., 1993). En los machos, Brucella
puede invadir los testiculos y causar epididimitis y orquitis (Anderson & Cheville, 1986;
Chand et al., 2002).

Los ratones, aunque no son hospedadores naturales de Brucella spp., se usan como
modelo experimental. En ellos, el curso de la brucelosis, cuyos principales 6rganos diana
son el bazo y el higado, depende de la virulencia de la cepa bacteriana, la dosis y la via de
inoculacion, asi como de la raza, los antecedentes genéticos, la edad y el sexo de los
animales (Grillé et al., 2011). Durante el curso de la brucelosis murina el recuento de
bacterias en el bazo proporciona perfiles de colonizacion altamente reproducibles (Grillo et
al., 2011). Asi, en las cepas virulentas el inicio de la infeccién se corresponde con la
colonizaciéon del bazo durante los primeros 2-3 dias p.i., la fase aguda abarca desde el
tercer dia hasta que se alcanzan los recuentos esplénicos maximos (2-3 semanas p.i.), en la
fase cronica constante se produce una meseta en los recuentos esplénicos (hasta las
semanas 8-11 p.i.), y en la fase crénica de declive los recuentos esplénicos comienzan a
disminuir (puede durar mas alld de 36 semanas) (Plommet & Plommet, 1988). Este patrén
es sensible a pequenas variaciones de la virulencia lo que hace posible evaluar la

atenuacion de cepas mutantes frente a la parental (Grillo et al., 2011).

3.2. Supervivencia dentro de las células hospedadoras

Una caracteristica destacable de las especies del género Brucella es la capacidad que
presentan para entrar, sobrevivir y multiplicarse tanto en células fagociticas no
profesionales, como trofoblastos de la placenta (Meador & Deyoe, 1989; Samartino &
Enright, 1993) y células epiteliales (Shepard, 1959; Detilleux et al., 1990; Pizarro-Cerda et al.,
2000; Ferrero et al., 2009), como en células fagociticas profesionales; células dendriticas
(CDs) y macréfagos (Roop et al.,, 2004; Billard et al., 2005). La consecucion de un nicho

replicativo en las células fagociticas le va a proporcionar proteccion frente al complemento
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y a los anticuerpos durante su diseminacion por el hospedador y, ademas, la capacidad
para mantenerse durante largos periodos de tiempo en el organismo afectado, con la
consiguiente cronificaciéon de la infeccion (Barquero-Calvo et al., 2007). Esta habilidad
implica un proceso complejo, en el cual este patdgeno interfiere con las funciones propias
de la célula hospedadora, llegando incluso a controlar su propio trafico intracelular (Figura
2).

Una vez que la bacteria es fagocitada se localiza en unos compartimentos membranosos
denominados BCVs (BCV; Brucella-Containing Vacuole). Dichas vacuolas interaccionan,
durante los primeros minutos después de la invasion, con endosomas tempranos (EEC;
Early Endosomal Compartments) de la ruta endocitica adquiriendo en su membrana los
marcadores EEA1 y Rab5 (Pizarro-Cerda et al., 1998; Chaves-Olarte et al., 2002; Celli et al.,
2003; Bargen et al., 2012). A continuacion, hasta 12 horas post-infeccion (p.i.), las BCVs
interactian con endosomas tardios y lisosomas, acumulando en su membrana la
glicoproteina Lamp-1 y otros marcadores como Rab7 y RILP, y produciéndose ademas su
acidificacion (Pizarro-Cerda et al., 1998; Porte et al., 1999; Arenas et al., 2000; Celli et al., 2003;
Starr et al., 2008)

Posteriormente, la maduracion de las BCVs se caracteriza por una pérdida progresiva de
la proteina Lamp-1 de la membrana de la vacuola, la cual probablemente se inicia cuando
las BCVs interceptan la ruta secretora de la célula mediante interaccion con dominios de
salida especializados del reticulo endoplasmatico (ERES; Endoplasmic Reticulum Exit Sites)
(Celli et al., 2003; Celli et al., 2005). A medida que disminuye la presencia de la proteina
Lamp-1, las BCVs se fusionan con el reticulo endoplasmatico (RE) adquiriendo marcadores
de este, tales como calreticulina, calnexina y sec61p (Pizarro-Cerda et al., 1998; Celli et al.,
2001; Celli et al., 2005).

La fusién con el RE conduce a la generaciéon de un organulo con condiciones permisivas
para la replicacion de Brucella, llamado fagosoma replicativo o BCV replicativa (Pizarro-
Cerda et al., 1998; Celli et al., 2003). Se ha observado que esta fusion es dependiente de la
actividad de una pequena GTPasa (Sarl) y del complejo COPII (Aridor et al., 2001; Celli et
al., 2005). En este punto de la ruta, se cree que la supervivencia de la bacteria se ve
favorecida porque se generan mas fagosomas replicativos debido a la fision de una BCV en
dos vacuolas hijas, mediada por un aporte membranoso por parte del RE (Celli, 2006).

Ademads del beneficio obvio que obtiene Brucella spp. de la alteracion de la ruta
endocitica intracelular, minimizando la fusién de la vacuola que la transporta con
lisosomas, se ha observado que las interacciones que realizan las BCVs con el RE
proporcionan una fuente de hierro a la bacteria que provienen de la degradacion de los

grupos hemo realizada en los macréfagos. De esta forma, a pesar de estar sometida a un
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Figura 2. Esquema de la ruta endocitica intracelular seguida
por Brucella en las células fagociticas profesionales. Una vez
que la bacteria penetra en la célula fagocitica se localiza en las
BCVs. Durante su transito intracelular, las BCVs sufren
interacciones con diferentes componentes liticos, acidificindose
y adquiriendo en sus membranas diversos marcadores. Dichos
cambios son imprescindibles para que las BCVs no se fusionen
con los lisosomas y consigan interceptar la ruta de secrecion de
la célula a través de los dominios ERES del RE. Esto conduce
finalmente a la generacion de la denominada BCV replicativa
que posee unas condiciones Optimas para la supervivencia y
multiplicacién intracelular de la bacteria.
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fuerte grado de estrés
nutricional durante su transito
intracelular, Brucella spp.
satisface sus necesidades de este
micronutriente, el cual le es
esencial para llevar a cabo la
replicacién dentro del
macrdfago (Roop et al., 2009).

Por otro lado, parece que
Brucella spp. es capaz de
interferir en el proceso de
apoptosis de las células
hospedadoras (Galdiero et al.,
2000; Gross et al., 2000;
Fernandez-Prada et al., 2003; Pei
& Ficht, 2004). Se ha observado
que, mientras que los mutantes
rugosos obtenidos a partir de
cepas lisas tienen un efecto
citotoxico (Fernandez-Prada et
al., 2003; Pei & Ficht, 2004; Pei et
al., 2006; Qin et al.,, 2008), las
cepas lisas parentales, asi como
las estirpes naturalmente
rugosas B. ovis y B. canis no lo
tienen (Lamontagne et al., 2009;
Martin-Martin ef al., 2008). Esto
les permite adaptarse a los
distintos ambientes que se van

encontrando en el interior de las

células sin secretar ninguna sustancia toxica para la célula invadida .

Finalmente, la BVC se convierte en un compartimento con caracteristicas autofagicas

(aBVC) lo que permite la propagacion de la bacteria a otras células (Starr et al., 2012).
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3.3. Respuesta inmune

El organismo hospedador posee mecanismos de defensa que reconocen y responden de
forma genérica frente a la infeccion. Las células fagociticas expresan en su superficie celular
varios receptores para el reconocimiento de patdgenos como son los receptores de lectina
tipo C y los receptores tipo Toll (TLRs; Toll-Like Receptor). Estos receptores reconocen los
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs; Pathogen-Associated Molecular
Pattern). Cuando el organismo hospedador detecta los PAMPs, las defensas inmunitarias
innatas actian inmediatamente produciendo una respuesta pro-inflamatoria. Durante la
respuesta pro-inflamatoria, la célula fagocitica se activa y sufre importantes cambios
morfologicos y bioquimicos, entre los que se encuentra la secrecidon de citocinas y la
expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC; Major
Histocompatibility Complex) clase II. Esta activacion de las células fagociticas, que se conoce
como maduracidn, es necesaria para desarrollar una correcta respuesta inmune adaptativa
que permita eliminar al patégeno. Sin embargo, algunos patégenos muestran PAMPs
alterados que evitan su deteccion por las defensas innatas del hospedador. Uno de los
mejores ejemplos de PAMP alterado es el LPS de Brucella spp. que, al contrario que el LPS
de otras bacterias Gram negativas como Salmonella o E. coli, es un débil inductor de la
inmunidad innata (Moreno et al., 1981; Lapaque et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007;
Salcedo et al., 2008; Martirosyan et al., 2011).

Como se ha mencionado, los TLRs reconocen compuestos especificos de los
microorganismos y desencadenan la respuesta inmune innata. Las rutas de sefalizacion
TLR se originan en el receptor citoplasmatico Toll/IL1 (TIR; Toll/IL1 Receptor). Este receptor
TIR tiene adaptadores como MyD88, TRIF, TIRAP y TRAM que juegan un papel
importante en las rutas de sefalizacion. Existen mas de 10 TLRs, pero son el TLR2 y el
TLR4 los que reconocen una gran variedad de productos microbianos, principalmente
lipoproteinas anfifilicas y glicolipidos, y el mas importante, el LPS de las bacterias Gram
negativas (Takeda et al., 2003). El resultado de este reconocimiento es la expresion de las
moléculas pro-inflamatorias Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNFa; Tumor Necrosis
Factor alpha), IL6 e IL12, importantes para que se desarrolle una respuesta inmune efectiva.
El MyD88 es una molécula adaptadora que participa en todas las rutas TLR conocidas,
menos la TLR 3, es esencial para la produccion de citocinas pro-inflamatorias y también
tiene funciones como receptor de sefializacion de IL1 e IL18 (Takeda & Akira, 2003; Takeda,
2005).

Brucella es reconocida por los receptores TLR 2, TLR 4 y TLRY, los cuales identifican el
LPS, las lipoproteinas y el ADN bacteriano, respectivamente (Oliveira et al., 2008). Ademas

un estudio reciente indica que también el TLR6 es necesario para desencadenar la
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respuesta inmune innata contra B. abortus ya que esta implicado en la activacion de las CDs
que conlleva la produccion de citocinas pro-inflamatorias (Oliveira et al., 2012; de Almeida
et al., 2013).

Respecto al papel de los receptores TLR 2 y TLR 4 en la inmunidad frente a Brucella spp.,
aun existe controversia. Algunos autores han visto que en ratones knockout (KO) TLR 2, el
curso de la brucelosis experimental con B. abortus no se ve alterado (Campos et al., 2003;
Weiss et al., 2005; Copin et al., 2007). Sin embargo, otros autores han descrito a las
lipoproteinas de Brucella como potentes estimuladores de la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias a través del receptor TLR 2 (Giambartolomei et al., 2004). Ademas, algunos
autores han descrito que B. abortus se multiplica mas en ratones KO TLR 4 (Campos et al.,
2003; Copin et al.,, 2007), mientras que otros no han encontrado diferencias en la
multiplicacion bacteriana en ratones wild type (WT) frente a ratones KO TLR 4 (Weiss et al.,
2005). En cuanto a al infecciéon por B. ovis en modelo murino, se ha observado que los
receptores TLR 2 y TLR 4 no son necesarios para el control de la infeccion (Vieira et al.,
2012).

Respecto al receptor TLR 9 y la molécula MyD88, se ha demostrado que juegan un
importante papel durante la fase aguda de la infecciéon por B. ovis (dia 7 p.i.) siendo
requeridos para el control temprano de la infeccién (Vieira et al.,, 2012). También se ha
observado que juegan un importante papel en el control de la infeccién por B. abortus en
raton (Weiss et al., 2005; Macedo et al., 2008). Ademas B. abortus inactivada por calor, induce
la liberacion de IL12 por CDs, lo cual esta parcialmente mediado por TLR 9 y MyD88
(Huang et al., 2005).

En algunas especies de Brucella se han descrito dos proteinas que contienen dominio
TIR, la BtpA (también llamada Btp1 o TcpB) (Salcedo et al., 2008; Cirl et al, 2008) y la BtpB
(Salcedo et al., 2013), capaces de inhibir la sefializacién de los receptores TLR modulando la
respuesta inflamatoria del hospedador durante la infeccion.

En contraste con otros patdgenos intracelulares, como se ha mencionado, las cepas
virulentas del género Brucella penetran en las células hospedadoras (macréfagos, CDs o
células epiteliales) sin provocar alteraciones significativas ni dafo celular, y sin inducir
apenas la activacion de dichas células hospedadoras (Barquero-Calvo et al., 2007; Guzman-
Verri et al., 2001, Anderson & Cheville, 1986). La baja activacion de las células
hospedadoras esta caracterizada por un bajo nimero de marcadores celulares MHC clase II
y una baja secrecion de citocinas pro-inflamatorias (Salcedo et al., 2008) lo que influye
negativamente en la presentacion de antigenos y favorece el establecimiento de la infeccion
(Billard et al., 2007; Salcedo et al., 2008). Tras la infeccion in vitro de macréfagos murinos y

CDs con Brucella spp. se observa una minima secrecion de citocinas pro-inflamatorias
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(Weiss et al., 2005; Salcedo et al., 2008; Martin-Martin et al., 2010). Ademas, tras la infeccidén
con B. abortus 2308, en el suero de los ratones, se observaron niveles practicamente
indetectables de IL1, IL6 y TNFa si se comparan con los niveles observados tras la infeccion
con Salmonella (Barquero-Calvo et al., 2007). El hecho de que Brucella spp. interfiera en el
desarrollo de un correcto patron de citocinas durante los primeros estadios del proceso
infeccioso desencadena, por un lado, que la respuesta inmune innata no sea lo
suficientemente eficiente y, por otro lado, que la respuesta inmune adaptativa no se
establezca adecuadamente ya que ésta depende de las primeras sefales emitidas por el
hospedador tras detectar al microorganismo patdgeno (Ko & Splitter, 2003).

Ademas de esto, en el inicio de la infeccion por B. abortus, también se han descrito otros
signos asociados a la evasion de la respuesta innata como, recuentos normales de células
sanguineas y plaquetas, falta de reclutamiento de células pro-inflamatorias en el sitio de la
infecciéon (Barquero-Calvo et al., 2007, Watanabe et al., 2008), ausencia de sintesis y
degradacion de fibrindgeno y coagulopatias (Barquero-Calvo et al., 2007).

La respuesta inmune adaptativa, ademas de eliminar al patdgeno cuando éste ha
evadido los mecanismos de la inmunidad innata, confiere proteccion contra la re-infeccion
por el mismo agente. Los linfocitos T colaboradores (Th; T helper) CD4+ son los encargados
de coordinar la respuesta inmune adaptativa frente al patogeno y se clasifican en, al menos,
dos subtipos Th1l yTh2 (Mosmann et al., 1986). Los linfocitos del subtipo Thl generan una
respuesta inmune mediada por células que depende de los linfocitos T citotoxicos CD8+ y
de la activaciéon de macréfagos mediante IFNy. Ademds inducen la produccién de
inmunoglobulinas (Ig) de las subclases IgGoa, IgGa, e IgGs (Finkelman et al., 1990; Snapper
& Paul, 1987; Snapper et al., 1992). Los linfocitos del subtipo Th2 son generalmente
considerados responsables de la induccién y el mantenimiento de la respuesta inmune
humoral asociada a la produccion de anticuerpos de la subclase IgG; (Finkelman et al.,
1990) y segregan principalmente IL4, IL5 e IL10 (Mosmann et al., 1986) (Figura 3).

En la brucelosis murina, las citocinas que se considera que juegan un papel mas
relevante son la IL12, el IFNy y el TNFa (Ko & Splitter, 2003). La IL12 es producida, entre
otras células del sistema inmune, por los macréfagos y polariza la respuesta inmune del
hospedador hacia Thl. Los linfocitos T polarizados a Thl producen IFNy, un potente
inductor de la actividad bactericida de los macrofagos y los linfocitos T citotdxicos CD8+.
La funcion bactericida de los macréfagos puede ser maximizada tratando los animales con
TNFa (Zhan et al., 1993; Zhan & Cheers, 1995; Zhan et al., 1996). Tras la infeccion de ratones
BALB/c con B. abortus, durante la primera semana de la fase aguda, se detectan niveles
significativos de IFNy e IL12 en el suero de los animales. Posteriormente, estas citocinas

van disminuyendo progresivamente hasta que, en la semana 6 p.i. aproximadamente, se
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detectan niveles basales (Fernandez-Lago et al., 1996; Hort et al., 2003; Watanabe et al., 2008;
Cha et al,, 2010). Sin embargo, el IFNYy secretado de forma enddgena por las células
esplénicas, alcanza los niveles maximos durante las dos primeras semanas de la fase aguda
y, posteriormente, se detecta hasta 8 semanas después, correspondiendo a la fase cronica
(Pasquali et al., 2001; Hort et al., 2003). Estas diferencias entre los niveles de IFNYy
detectados en suero y los niveles de IFNYy secretados por esplenocitos sugieren que este
podria permanecer como reservorio dentro de las células y no liberarse a la circulacion
(Sathiyaseelan et al., 2006). Algunos autores han descrito en ratones BALB/c un paréntesis
en la produccion de IFNy desde la semana 3 p.i. hasta el inicio de la fase cronica
relacionado con que en este periodo de tiempo hay un descenso en la expresion del

receptor-2 de la IL12 (Sathiyaseelan et al., 2006; Fernandes et al., 1996). Por otra parte, se ha
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Figura 3. Esquema de las principales citocinas secretadas en respuesta a una infeccion por Brucella spp.
en relacion con este trabajo. Tras producirse una infeccién por Brucella spp., se desencadena una débil
respuesta inmune innata que se pone de manifiesto por la baja cantidad de citocinas pro-inflamatorias
secretadas por la células fagociticas (marrén). Entre estas citocinas destaca la produccion de IL12,
responsable de dirigir al sistema inmune hacia una respuesta adaptativa principalmente celular Th1 (azul)
y no humoral Th2 (morado) y el TNFa. Ya en la respuesta inmune adaptativa, destaca el IFNy que
potencia la funcién citotoxica ejercida por los linfocitos T CD8+ con el fin de eliminar todas aquellas
células infectadas por el patdgeno.
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observado que la produccion de IFNYy por esplenocitos depende de la virulencia de la cepa,
ya que se ha observado que los niveles de IFNYy disminuyen mas rdpidamente después de
la inoculacion con la cepa atenuada B. abortus S19 que después de la inoculacién con la
cepa virulenta B. abortus 2308 (Hort et al., 2003; Cha et al., 2010). Parece demostrado que la
produccién de IFNy, tras la infeccion por Brucella spp. en modelo murino, estd
principalmente impulsada por los linfocitos CD4+ (Hort et al., 2003; Oliveira et al., 1996).
Durante la fase aguda de la brucelosis murina la produccion de IL18, que regula la IL12
para producir IFNY, esta reprimida, aunque se ha demostrado que este hecho no afecta a la
produccién de IFNY endogeno secretado por esplenocitos una vez establecida la infeccion
(Fernandez-Lago et al., 1999).

En el curso de la brucelosis murina existen otras IL de interés como la IL1 y la IL10. Se
ha demostrado que tratando a ratones con IL1 recombinante antes de la infeccién se
reducen los recuentos de B. abortus en el bazo (Zhan et al., 1991). Aunque el papel de la IL
pro-inflamatoria IL1 durante el curso de la brucelosis murina aun se desconoce, se ha
especulado que dicho papel fuese inducir el factor de estimulacion de colonias e
incrementar el nimero de neutrdfilos y macréfagos en el bazo (Doyle, 1992). La IL10 es una
citocina inmunorreguladora de la que se ha sugerido que, al actuar sobre las células
presentadoras de antigeno tales como macréfagos, puede inhibir el desarrollo de
respuestas de tipo Th1l. Ademas se piensa que el hospedador utiliza IL10 para controlar las
respuestas inmunitarias potentes frente a los microorganismos patdgenos con el fin de
limitar el dafio tisular (Saraiva & O'Garra, 2010). Tras la infeccidon de ratones con B. abortus,
se detectan pequenas cantidades de IL10 durante la primera semana de la fase aguda que
desaparecen durante la fase cronica (Fernandes & Baldwin, 1995; Fernandez-Lago et al.,
1996; Fernandez-Lago et al., 2005). También, se ha visto que la neutralizacion de IL10
reduce la colonizacién bacteriana durante la fase aguda de la infeccion por B. abortus
(Fernandes & Baldwin, 1995). En concordancia, recientemente se ha demostrado que tras
inhibir la sefnalizacion de IL10, el ratdn muestra una mayor capacidad para controlar la
infeccion producida por B. abortus tanto en la fase aguda como en la fase crénica (Xavier et
al., 2013).

En modelo murino se puede determinar la naturaleza de la respuesta inmune que se
estd generando en respuesta a la infeccion por Brucella spp. analizando las distintas
subclases de IgG (Stevens et al., 1995; Fernandez-Lago et al., 1996; Hort et al., 2003) (High et
al., 2007). En este sentido, se ha visto que transcurridas dos semanas desde que se produce
la infeccion con B. abortus comienzan a detectarse anticuerpos IgG frente al S-LPS
predominando los de las subclases IgG; e IgGo,, mientras que los de la subclase IgGi no

comienzan a detectarse hasta el final de la fase aguda (Ferndndez-Lago et al., 1996).
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También se ha observado que en ratones tanto infectados con B. abortus (Elzer et al., 1994a)
como inmunizados con B. abortus inactivada (Finkelman et al., 1988) la produccion de

anticuerpos IgG especificos frente al LPS depende de la produccion de IFNy endogeno.

4. Factores de virulencia de Brucella de interés en este trabajo

En comparacién con otras proteobacterias patdgenas como Salmonella o Neisseria, las
especies del género Brucelln carecen de muchas estructuras cldsicas implicadas en la
virulencia como los pili, las fimbrias, la cdpsula o los pladsmidos. Tampoco se han
identificado adhesinas, enzimas o toxinas que actiien sobre los tejidos del hospedador. De
ahi que gran parte de la investigacion sobre Brucella esté dirigida al estudio de los distintos
factores que estan implicados en su virulencia, lo que también es importante para el

desarrollo de nuevas vacunas vivas atenuadas frente a estos microorganismos.
4.1. Proteinas de membrana externa

4.1.1. Proteinas de la familia Omp25/0mp31

La familia Omp25/Omp31 se compone de 7 proteinas denominadas Omp31, Omp31b,
Omp25, Omp25b, Omp25¢c, Omp25d y Omp22 (Vizcaino et al., 1996; Vizcaino et al., 2001a;
Salhi et al., 2003), de las cuales Omp25 y Omp31 son proteinas mayoritarias en la ME de
Brucella spp. (Vizcaino & Cloeckaert, 2012).

Las PME mayoritarias de la ME de Brucella spp. se identificaron inicialmente al principio
de los afios 80 del siglo pasado en la fraccion de la pared celular de Brucella insoluble en
dodecil sulfato de sodio (SDS-I) (Dubray & Bézard, 1980; Dubray & Charriaut, 1983).
Entonces se observd la presencia de dos proteinas mayoritarias, con una masa molecular
aparente de 36-38 kDa y 25-27 kDa, fuertemente asociadas al PG de la pared celular. Estas
proteinas hoy se conocen como Omp2b, con actividad porina, y Omp25, respectivamente
(Verstreate et al., 1982; Douglas et al., 1984; Ficht et al., 1988; Ficht et al., 1989; de Wergifosse
et al., 1995). Mas adelante, analizando la fraccion SDS-I de B. melitensis, se identificd una
tercera PME mayoritaria con una masa aparente de 31-34 kDa (Cloeckaert et al., 1992a;
Cloeckaert et al., 1996) que en la actualidad se conoce como Omp31 (Vizcaino et al., 1996).
Posteriormente, la secuenciacion de los genomas de B. melitensis 16M (DelVecchio et al.,
2002), B. suis 1330 (Paulsen et al., 2002) y B. abortus 9-941 (Chain et al., 2005), reveld la
existencia de cinco nuevos genes (omp31b, omp25b, omp25¢c, omp25d y omp22) que codifican

proteinas homdlogas a Omp25 y Omp31, presentando porcentajes de identidad que oscilan
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entre el 22% (Omp22 versus Omp25) y el 67% (Omp31 versus Omp31b) (Salhi et al., 2003).

Todas las proteinas de la familia Omp25/Omp31 muestran una secuencia sefial en el
extremo amino terminal (N-terminal) y un aminoacido fenilalanina en el extremo carboxi
terminal (C-terminal) (de Wergifosse et al., 1995; Vizcaino et al., 1996; Salhi et al., 2003),
caracteristicas que se han descrito como necesarias para el transporte de proteinas a la ME
en las bacterias Gram negativas (Pugsley, 1993; Struyvé et al., 1991).

El gen omp31 se encuentra en todas las especies del género menos en B. abortus (Vizcaino
et al., 1997; Vizcaino et al., 1999; Martin-Martin et al., 2009), en cuyo genoma existe una
delecion de 25 kb (de acuerdo a la secuencia de B. melitensis 16M) que afecta al gen omp31 'y
a otros 22 hipotéticos genes (Vizcaino et al., 2001a). En B. ovis existen 9 sustituciones
nucleotidicas que se traducen en 7 aminodcidos diferentes en la proteina Omp31 de B. ovis
respecto a la proteina Omp31 de B. melitensis. Estas sustituciones de aminodcidos, son
responsables de las importantes diferencias antigénicas observadas entre las dos proteinas
por reactividad con anticuerpos monoclonales y sueros de animales infectados (Vizcaino et
al., 2001b).

La proteina Omp25 se ha detectado, mediante inmunotransferencia, en cepas tipo de
todas las especies del género (Caro-Herndndez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2009). En B.
ovis el gen que la codifica porta una delecién de 36 pb en la region terminal 3" que causa
una disminucién de cerca de 1 KDa en la masa molecular aparente de la proteina Omp25
de B. ovis (Cloeckaert et al., 1996). Esta delecion no se ha observado en ninguna otra especie
de Brucella y por tanto se considera especifica de B. ovis (Vizcaino et al., 2004). Entre la
proteina (truncada) Omp25 de B. ovis y la del resto de especies de Brucella se observan
diferencias antigénicas en la reactividad con anticuerpos monoclonales anti-Omp25
(Cloeckaert et al., 1996).

El gen omp25c presenta un secuencia casi idéntica en todas las especies del género
(Vizcaino et al., 2004) y la proteina correspondiente se ha detectado en cepas tipo de todas
las especies del género Brucella (Wagner et al., 2002; Connolly et al., 2006; Lamontagne et al.,
2007; Dahouk et al., 2008), (Martin-Martin et al., 2009). Incluso, en B. ovis, parece ser una de
las PME de la familia Omp25/0Omp31 mas abundante (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-
Martin et al., 2009).

La proteina Omp25d no se ha detectado en ninguna especie de Brucella analizada
(Guzman-Verri et al., 2002; Wagner et al., 2002; Connolly et al., 2006; Eschenbrenner et al.,
2006; Lamontagne et al., 2007). Esto podria deberse a un mecanismo de control post-
transcripcional relacionado con el proceso de traduccion o con el reciclaje de proteinas
(Martin-Martin et al., 2009) ya que el gen omp25d se encuentra bastante conservado, no se

han encontrado defectos en su secuencia, posee un claro sitio de unién al ribosoma
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(Vizcaino et al., 2004) y se transcribe en todas las cepas analizadas (Martin-Martin et al.,
2009).

La proteina Omp22 ha podido detectarse mediante inmunotransferencia, en B. ovis y B.
neotomae (Martin-Martin et al., 2009) y mediante espectometria de masas en B. abortus 2308
(Guzman-Verri et al., 2002; Connolly et al., 2006).

En B. melitensis se ha observado una delecion de 232 pb que incluye la regién terminal 5
del gen omp31b lo que, probablemente, impide la sintesis de la proteina al perderse el
codon de inicio de la traduccion (Salhi et al., 2003; Vizcaino et al., 2004; Lamontagne et al.,
2007) y en B. ovis y B. canis este gen presenta un coddn prematuro de parada de la
traduccion, debido a una sustitucién nucleotidica, que posiblemente acorta la proteina
codificada (Vizcaino ef al., 2004).

El gen omp25b es el mas heterogéneo de la familia. Por un lado, no se encuentra en B.
ovis ya que esta especie presenta una delecion de 15 kb en su genoma, con respecto al
genoma de B. melitensis, que afecta a este gen. Por otro lado, omp25b porta una inserciéon o
delecion de un nucleodtido, que afecta a la proteina codificada, en las especies B. abortus y B.
canis, B. pinnipedialis y B. ceti (Vizcaino et al., 2004).

En los dltimos afios se han llevado a cabo varias investigaciones encaminadas a
dilucidar la influencia de las proteinas de la familia Omp25/Omp31 en la virulencia de las
especies del género Brucella.

En el caso de Omp31 se ha demostrado que la delecion del gen omp31 en B. ovis PA no
afecta ni a la capacidad de colonizacion esplénica de la bacteria en modelo murino (Caro-
Hernandez et al., 2007) ni a su supervivencia dentro de macréfagos, aunque la ausencia de
esta proteina causa un descenso de la capacidad invasiva de B. ovis PA en macrdfagos
(Martin-Martin et al., 2008). Asi mismo, se ha demostrado que la ausencia de Omp31
tampoco afecta a la virulencia de la cepa vacunal B. melitensis Revl (Cloeckaert et al., 2004),
aunque cabe destacar que dicha cepa presenta niveles de la proteina Omp31 inferiores a los
observados en la cepa parental de la que procede (Eschenbrenner et al., 2002), por lo que no
puede descartarse que este hecho esté relacionado con la atenuacion de esta cepa.

Existe controversia respecto a la proteina Omp25, ya que algunos autores han
demostrado que mutantes de cepas de B. melitensis, B. abortus y B. ovis que no sintetizan la
proteina estan atenuados tanto en su hospedador primario como en ratones (Edmonds et
al., 2001; Edmonds et al., 2002b; Edmonds et al., 2002a), mientras que en nuestro laboratorio
se ha descartado la implicacion en la virulencia de esta proteina en B. ovis PA (Caro-
Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2008) y Manterola et al. también han descartado
una relacidn entre esta proteina y la virulencia en B. abortus 2308 (Manterola et al., 2007).

Respecto al resto de proteinas de la familia Omp25/Omp31, se ha demostrado que,
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mientras que la ausencia de la proteina Omp25c no causa ningun defecto en la virulencia
de B. ovis PA (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2008), las cepas mutantes de
B. ovis PA que tienen inactivados los genes omp25d y omp22 presentan una fuerte
atenuacion de la virulencia en raton (Caro-Hernandez et al., 2007). Ademas, muestran un
descenso de la capacidad invasiva y defectos en la multiplicacion y supervivencia
intracelular tanto en células fagociticas profesionales como no profesionales por lo que se
ha relacionado la presencia de estas proteinas con el establecimiento y desarrollo de un
nicho replicativo dentro de las células fagociticas del hospedador (Martin-Martin et al.,
2008).

4.1.2. Lipoproteinas Omp10, Omp16 y Omp19

Las proteinas Omp10, Omp16 y Omp19 son proteinas minoritarias de la ME del género
Brucella, estan codificadas en los genes ompl0, ompl6 y ompl9 y han sido detectadas
mediante inmunotransferencia en todas las especies clasicas del género Brucella (Cloeckaert
et al., 1990; Tibor et al., 1994; Tibor et al., 1996; Tibor et al., 1999). Entre las distintas especies
de Brucella existe un bajo polimorfismo en relacion a estos genes (Vizcaino et al., 2000).

La secuencia de aminoacidos de Omp10, Omp16, y Omp19 contiene un tetrapéptido en
su extremo N-terminal que muestra un alto grado de similitud con la secuencia de
consenso requerida para la modificacion y procesamiento de los precursores de
lipoproteinas bacterianas: Leu-(Ala or Ser)-(Gly or Ala)-Cys desde la posicion -3 hasta +1
(Tibor et al., 1999). Ademads, se ha demostrado que su procesamiento es inhibido por
globomiocina y que se tifien por el acido palmitico (Tibor et al., 1999). Todas estas
caracteristicas satisfacen los criterios usados para definir una lipoproteina (Hayashi & Wu,
1990).

La proteina Ompl6 muestra un importante grado de similitud con las lipoproteinas
asociadas al peptidoglicano (PALs) de algunas bacterias Gram negativas como las
proteinas PAL de E. coli K-12, PAL de H. influenzae y PplA de Legionella pneumophila (Tibor
et al., 1994). Ademas, la parte proteica de esta lipoproteina, ha sido identificada como un
PAMP capaz de activar CDs y conferir cierto grado de proteccion frente a la infeccion por
B. abortus 544 en ratén (Pasquevich ef al., 2010). Otros estudios indican que las partes
lipidicas tanto de Omp16 como de Omp19 podrian tener un papel en el progreso de la
infeccion ya que han revelado propiedades inmunomoduladoras (Giambartolomei et al.,
2004; Zwerdling et al., 2008).

En relacién con la virulencia, mutantes de B. abortus 544 con el gen omp10 y el gen omp19
inactivado, estan atenuados en modelo murino mostrando menor colonizacion esplénica

que la cepa parental (Tibor et al., 2002), aunque, al contrario que la lipoproteina Omp19,
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Omp10 no parece ser necesaria para la supervivencia intracelular (Tibor et al., 2002). Por
otra parte, la inactivacion del gen omp19 en la cepa atenuada B. abortus RB51 no incrementa

la atenuacion de esta cepa (Vemulapalli et al., 2000).

4.2. Sistema de secrecion tipo IV

El sistema de secrecidon tipo IV (T4SS; Type IV Secretion System) es un complejo
multiproteico que forma un canal que atraviesa la envoltura bacteriana desde el citoplasma
hasta el exterior de la bacteria y es utilizado principalmente para la secrecion de
macromoléculas. La estructura del T4SS de Brucella no esta caracterizada completamente y
la mayor parte de la informacion se relaciona con el T4SS de Helicobacter pylori (Terradot &
Waksman, 2011) y Agrobacterium tumefaciens (Christie, 2004). Este tltimo esta formado por
once proteinas (Figura 4 B), llamadas VirB1-VirB1l y VirD4, que se disponen de la
siguiente manera: VirB6-VirB10 interacttan para formar un canal en el espacio
periplasmico que atraviesa las dos membranas de la envuelta celular; por encima de éste
VirB2 y VirB5 conforman una estructura en la superficie de la bacteria mediante la cual,
ésta se pone en contacto con la célula hospedadora; y hacia el citoplasma de la bacteria se
sitian VirB4, VirB11 y VirD4, que actiian como NTPasas que aportan energia al sistema y al
proceso de secrecion (Schmidt-Eisenlohr et al., 1999; Christie et al., 2005; Atmakuri et al.,
2004; Fronzes et al., 2009; Chandran, 2013). El papel menos claro lo juega VirB3 que parece
ser una proteina de membrana interna cuyo extremo C-terminal reside en el citoplasma y
que participa en la unién de VirB2 y VirB5 (Yuan ef al.,, 2005, Mossey et al., 2010). Por
ultimo, VirB1 es una transglicosilasa que degrada el PG de la pared celular e interviene en
la insercion del sistema en el periplasma (Zupan et al., 2007) .

El T4SS del género Brucella esta codificado en el operén virB (conservado en todas las
cepas del género secuenciadas) y esta formado por 12 genes (desde virB1 a virB12) que se
transcriben a partir de un mismo promotor situado delante de virBI. Las dos principales
diferencias con el T4SS de Agrobacterium son: un gen extra en Brucella (virB12), que codifica
una lipoproteina de ME, y la ausencia de un gen homologo a virD4 (Boschiroli et al., 2002).
Las sefiales que inducen la expresion, ensamblaje y actividad del T4SS de Brucella spp. no
se conocen completamente (Tsolis & O'Callaghan, 2012) (Figura 4 A). Diversos estudios
han identificado la limitacion de nutrientes (Boschiroli et al., 2002) y el pH acido (Rouot et
al., 2003) como importantes inductores de la expresion de los genes virB y se ha relacionado
a varios reguladores (Rsh, IHF, HutC y MdrA) con su expresion en respuesta a la limitacion
de nutrientes (Sieira et al., 2010; Sieira et al.,, 2012). Ademas, se han descrito como
reguladores directos de los genes virB tanto el sistema regulador de dos componentes

BvrR/BvrS (Martinez-Nufiez et al., 2010) como el sistema Quorum Sensing (QS) (Delrue et al.,
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Figura 4. Sistema de secrecién tipo IV. A.
Regulacion de la expresion génica del operdn
virB en el género Brucella. Esquema tomado y
modificado de Rambow-Larsen et al., 2009 y
Arocena et al., 2010. La expresién de los genes
virB se activa mediante diferentes sistemas
reguladores (+) o reprime por C12-HSL (-) en
respuesta a diferentes estimulos ambientales
intracelulares. En linea discontinua se
muestran funciones o mecanismos que no han
sido identificados hasta el momento. B. Modelo
estructural hipotético del T4SS de
Agrobacterium tumefaciens. Esquema tomado y
modificado de Christie, 2004. Este sistema esta
compuesto por 11 proteinas (VirB1-VirB11)
codificadas en el operén virB y por la proteina
VirD4 codificada en el operén virD. EP; espacio
periplasmico, ME; membrana externa, MI;
membrana interna.

2005; Rambow-Larsen et al., 2008; Uzureau et al., 2010).

Existen evidencias genéticas y bioquimicas que indican que el T4SS del género Brucella
realiza una funcién similar a la que lleva a cabo el de L. pneumophila, que consiste en
secretar proteinas efectoras a la célula hospedadora que alteran el trafico intracelular (Shin
& Roy, 2008). En los ultimos afios, se han identificado algunas de estas proteinas efectoras
secretadas por el T4SS de Brucella spp., aunque aun se continua estudiando la funcién
bioldégica de las mismas: las proteinas VceA y VceC (de Jong et al., 2008), BPE123
(Marchesini et al., 2011), RicA (de Barsy et al., 2011), y las proteinas BspA, BspB, BspC, BspE
y BspF (Myeni et al., 2013).

Ademas de estas proteinas efectoras secretadas a través de T4SS, se han identificado
otras dos proteinas [CstA (de Barsy et al., 2012) y Btpl o TcpB (Salcedo et al., 2008;
Radhakrishnan et al., 2009)] que se secretan por una via independiente del sistema T4SS, lo

que parece sugerir la existencia en el género Brucella de un sistema alternativo al T4SS para
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la secrecién de sustancias (Lacerda et al., 2013).

Se ha demostrado que las especies del género Brucella requieren de un T4SS completo y
funcional para el establecimiento de la infeccion (O'Callaghan et al., 1999; Sieira et al., 2000;
Hanna et al., 2011; S4 et al., 2012; Martin-Martin et al., 2012) y este sistema se ha implicado
en varios procesos relacionados con la supervivencia de Brucella spp. en las células
hospedadoras. Asi, se ha visto que las BCVs de estirpes lisas de B. melitensis, B .abortus y B.
suis defectuosas en el operdn virB son incapaces de promover fusiones con el RE y, en
consecuencia, estos mutantes son incapaces de evitar la fusion con los lisosomas (Comerci
et al., 2001; Delrue et al., 2001; Celli et al., 2003; Starr et al., 2008) y son degradados
facilmente en los fagolisosomas (Nijskens, 2008). También se ha demostrado que una
mutacion polar en el operon virB de la cepa rugosa B. ovis PA provoca la pérdida de la
capacidad de la bacteria para sobrevivir y multiplicarse intracelularmente en macréfagos,
asi como de establecer una infeccidon crénica en raton (Martin-Martin ef al., 2012).

Finalmente, existen datos contradictorios sobre el papel del T4SS en la internalizacion de
Brucella spp. en los macrofagos. Algunos trabajos han sefialado que el operon virB podria
estar involucrado en la entrada de las estirpes lisas de Brucella en los macrdéfagos a través
de los dominios lipidicos (Kim ef al., 2002; Watarai et al., 2002b). Sin embargo, otros autores
han comprobado que mutantes de Brucella spp. deficientes en el sistema virB invaden las
células con la misma eficacia que las cepas virulentas (Celli ef al., 2003; Fontes et al., 2005;
Martin-Martin et al., 2012).

4.3. Regulador transcripcional VjbR

El QS es un sistema de regulacion, dependiente de la densidad celular, que permite
controlar la expresion génica en respuesta a moléculas sefial (o autoinductores) producidas
por las bacterias (Fuqua et al., 1994). Las moléculas sefal son, generalmente, N-acil-
homoserina lactonas (A-HSL), por lo que el sistema QS depende tanto de estas moléculas
seflal como de la enzima requerida para su sintesis (A-HSL sintasa) y del regulador
transcripcional que reconoce a la A-HSL y modula la expresion de los genes diana
(Terwagne et al., 2012).

En sobrenadantes de cultivos de B. melitensis 16M se ha logrado purificar una A-HSL, la
N dodecanoil-homoserina lactona (Ci2-HSL), aunque no se ha podido identificar en su
genoma el gen encargado de su sintesis (Taminiau et al.,, 2002). A dia de hoy, ain no se
conoce ni la A-HSL sintasa, ni la ruta a través de la cual Brucella lleva a cabo la sintesis de
C12-HSL, pero se sospecha que esta ruta de sintesis esta conectada con el metabolismo de
acidos grasos y aminodcidos (Terwagne et al., 2012).

Los reguladores transcripcionales relacionados con QS, descritos hasta el momento en B.
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melitensis 16M, son dos: VjbR y BabR (también llamado BIxR) (Delrue et al., 2005; Rambow-
Larsen et al., 2008). Se ha sugerido que VjbR es un activador de la expresion del gen babR y
que BabR es un represor del gen vjbR lo que indica que ambos reguladores no llevan cabo
funciones redundantes en el microorganismo (Uzureau et al., 2010; Weeks et al., 2010).
También se ha visto que la expresion del gen vjbR es directamente dependiente del sistema
de dos componentes BvrR/BvrS (Martinez-Nufiez et al., 2010).

El regulador transcripcional VjbR es capaz de unirse al ADN en ausencia de A-HSL
(Uzureau et al., 2007; Arocena et al., 2010) y, recientemente, se ha propuesto que podria
regular la transcripcidon génica en respuesta a sefiales medioambientales como los niveles
bajos de pH (Arocena et al., 2012). VjbR regula la expresion de un gran nimero de genes
que codifican desde PMEs, lipoproteinas, adhesinas o el sistema T4SS, hasta genes
implicados en el metabolismo de la bacteria y la biosintesis del flagelo (Delrue et al., 2005;
Uzureau et al., 2007; Uzureau et al., 2010; Weeks et al., 2010). Mutantes de distintas especies
del género Brucella tanto lisas como rugosas (B. melitensis, B. abortus y B. ovis) con el gen el
vjbR inactivado estan altamente atenuados en modelo celular y en modelo murino (Arenas-
Gamboa et al., 2009; Martin-Martin ef al., 2012). Sin embargo, la delecion del gen bixR de B.
melitensis 16M no causa una disminucion de capacidad de colonizacion esplénica en
modelo murino (Rambow-Larsen et al.,, 2008), a pesar de que BIxR también se encuentra
implicado en la regulacion de numerosos genes involucrados en el metabolismo, virulencia

y respuesta al estrés en esta cepa (Rambow-Larsen et al., 2008; Uzureau et al., 2010).

4.4. Sistema regulador de dos componentes BvrR/BvrS

Los sistemas reguladores de dos componentes son sistemas bioldgicos de sefalizacion
que abundan en bacterias y en los que intervienen al menos dos proteinas: una histidina
quinasa sensora, que se autofosforila en respuesta a un estimulo y una vez activada
transfiere su grupo fosfato a un residuo de aspartato de la otra proteina, y una proteina
reguladora de la expresion génica. Estos sistemas responden a gran cantidad de sefiales
fisicas y quimicas que regulan funciones como la divisién celular, la esporulacién, la
respuesta a estrés o la virulencia (Hoch & Silhavy, 1995).

En el género Brucella se ha detectado la existencia de 22 histidina quinasa sensoras y 24
reguladores que podrian formar parte de posibles sistemas de regulacion de dos
componentes (Lavin et al., 2010).

Uno de los sistemas de dos componentes mejor caracterizados en Brucella es el BvrR/
BvrS (Lopez-Goni, 2012). Este sistema fue identificado por primera vez en B. abortus 2308
por Sola-Landa et al.(Sola-Landa et al., 1998) y estd bien conservado en las diferentes

especies (Lavin et al., 2010). La proteina sensora BvrS de 601 aminoacidos presenta dos
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dominios transmembrana en su extremo N-terminal, entre los cuales se encuentra una
region peripldsmica involucrada en la deteccién de sefiales medioambientales, y un
dominio de autofosforilacion y otro con actividad ATPasa en el extremo C-terminal. El
segundo de los componentes, la proteina BvrR de 237 aminodcidos, es un regulador de la
familia OmpR el cual presenta un dominio regulador en el extremo N-terminal (con
residuos de aspartato que interaccionan con los grupos fosfato) y un dominio efector (con
un sitio de union del ADN) en el extremo C-terminal (Lopez-Goni ef al., 2002; Sola-Landa et
al., 1998).

Respecto a la virulencia, los mutantes en los genes buvrR y burS de B. abortus 2308 estan
altamente atenuados en modelo murino y son incapaces de multiplicarse intracelularmente
tanto en células fagociticas como en células epiteliales (Sola-Landa et al., 1998). Estudios
realizados han demostrado que estos mutantes no incorporan ni activan pequefias GTPasas
de la subfamilia Rho (como cdc2), requeridas para la polimerizaciéon de actina, por lo que
se muestran incapaces de penetrar en células HeLa en cultivo, permaneciendo unidos a la
superficie celular (Guzman-Verri et al., 2001). Ademads, una vez dentro de las células
fagociticas, los mutantes son incapaces de inhibir la fusién con el lisosoma y, por tanto, son
rapidamente destruidos en los fagolisosomas (Sola-Landa et al., 1998). En este sentido, cabe
destacar que este sistema estd muy conservado en el grupo Alphaproteobacteria y que en un
estudio filogenético se han encontrado sistemas homodlogos en A. tumefaciens y
Sinorhizobium meliloti (Chvl/ChvG y Chvl/ExoS, respectivamente) que estan involucrados
en las relaciones de patogenicidad y de simbiosis que establecen estas bacterias con las
células eucariotas vegetales (Charles & Nester, 1993; Cheng & Walker, 1998).

El sistema BvrR/BvrS de B. abortus 2308 también es critico para la homeostasis y la
estructura de la ME de la bacteria (Sola-Landa et al., 1998). Se ha observado que la
disrupcidn del sistema BvrR/BvrS en B. abortus 2308 altera la expresion de genes que
codifican PMEs, como Omp25 y Omp22 (Guzman-Verri et al., 2002; Lamontagne et al., 2007;
Viadas et al., 2010), y de genes que se hallan involucrados en la acilacion del lipido A
(Manterola et al., 2005). Debido a esto ultimo, las cepas mutantes AbvrR/AbourS de B. abortus
2308 poseen un lipido A compuesto por acidos grasos con cadenas mds cortas que las
observadas en las cepas parentales correspondientes. Esta diferencia en la composicion de
la ME altera su permeabilidad, provocando un aumento de la sensibilidad bacteriana a la
accion bactericida de los péptidos catidnicos (Manterola et al., 2005). En cambio, se ha
demostrado que la ausencia de las PMEs, Omp25 y Omp22, en la ME de B. abortus 2308 no
estd relacionada con la atenuacién en la virulencia que presentan estas cepas mutantes
AburR/AburS (Manterola et al., 2007).

En un intento por determinar qué genes estan regulados por este sistema, Viadas et al.
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han llevado a cabo un andlisis transcriptomico que compara los niveles de transcripcion de
los genes de la cepa parental B. aborus 2308 con los del mutante AburR. El estudio de los
genes que se ven afectados ha revelado, en lineas generales, que este sistema regula genes
relacionados con la envoltura celular y la ME, con el metabolismo del carbono y el

nitrogeno, con la virulencia bacteriana y con otros genes reguladores (Viadas et al., 2010).

4.5. Glucanos ciclicos

Los 1,2 glucanos ciclicos (CPGs; Cyclic p-Glucans), polimeros de glucosa ciclicos
localizados en el espacio periplasmico de la envuelta celular bacteriana, estdn presentes
tanto en Brucella como en otras especies relacionadas como A. tumefaciens y S. meliloti
(Bohin, 2000). Sin embargo, al contrario que en Agrobacterium y Sinorhizobium, la biosinteis
de CPBGs en Brucella no esta osmorregulada (Briones et al., 1997) y la enzima (31,2 glucano
ciclico sintasa (Cgs), no se inhibe por la adquisicion de osmolitos intracelulares en
respuesta a oscilaciones osmoticas (de Iannino et al., 2000).

En el género Brucella, los CPBGs son sintetizados por la proteina de membrana
citoplasmatica Cgs codificada en el gen cgs (Indn de lannino et al., 1998; Ciocchini et al.,
2004). Después de su sintesis son transportados al periplasma por la proteina
transportadora Cgt y, una vez alli, modificados con al menos dos residuos succinilicos por
la succinil transferasa Cgm (Roset et al., 2004; Haag et al., 2010) (Figura 5).

Los residuos succinilicos, afiadidos a los CBG, confieren a la envuelta bacteriana un
caracter anionico. Estudios realizados con un mutante de B. abortus en el gen cgm, muestran
que este caracter anionico es importante para la adaptacion de la bacteria a un ambiente

hipo-osmético (Roset et al., 2006). Ademas,
P —

la inactivacion de este gen no interfiere en

O.cg=m; 0806 la supervivencia intracelular de la bacteria
6006 =P lo que sugiere que durante el trafico
intracelular no se produce dicho ambiente

i hipo-osmético (Roset et al., 2006).
ot Respecto a la funcién desempefiada por los

CBG

CPGs, un estudio realizado por Arellano-

Figura 5. Modelo hipotético de la sintesis de los

CBGs. Esquema tomado y modificado de Haag, Reynoso et al. en 2005 demostréd que los

et. al., 2010. Los CPGs se sintetizan por la CBGs actan de forma similar a como lo
proteina Cgs y después se transportan al L ) ;
periplasma por el hipotético transportador Cgt, hace la B-metil-ciclodextrina. Esta molécula

una vez alli son modificados con una media de
dos residuos succinil por la hipotética proteina
Cgm. EP; espacio periplasmico, ME; membrana permite extraer colesterol de las
externa, MI; membrana interna, S; residuo

succinil. membranas (Arellano-Reynoso et al., 2005).

contiene una cavidad lipofilica que le
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Debido a que el colesterol es componente mayoritario de las balsas lipidicas y que se ha
demostrado que Brucella spp. necesita entrar en la célula hospedadora a través de estas
balsas lipidicas para establecer con éxito la infeccion (Naroeni & Porte, 2002; Watarai ef al.,
2002a; Kim et al., 2004; Martin-Martin et al., 2010), los CBGs podrian estar involucrados en
la interaccion entre Brucella spp. y la célula hospedadora (Arellano-Reynoso et al., 2005).

Ademas, ya que intracelularmente también pueden encontrarse balsas lipidicas en los
fagosomas, se ha comprobado que los CBGs juegan un papel importante dentro de la
célula hospedadora ayudando a evadir la fusién con el lisosoma y a dirigir a la BCV hacia
el RE (Arellano-Reynoso et al., 2005). Las BVCs de las células infectadas con un mutante
Acgs de B. abortus 2308 adquieren progresivamente catepsina D y se fusionan con los
lisosomas, mientras que las BCVs de las células infectadas con la cepa parental impiden su
fusion con el lisosoma y son capaces de dirigirse hacia el RE (Arellano-Reynoso et al., 2005).

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo en nuestro laboratorio con un mutante Acgs
de B. ovis PA se observaron defectos en la internalizacién en macrdéfagos, aunque
posteriormente no se vio afectada la tasa de multiplicacion intracelular con respecto a la
cepa parental virulenta (Martin-Martin et al., 2012).

Respecto a la implicacién en la virulencia en ratones del gen cgs de Brucella, se ha visto
que la inactivaciéon del gen cgs en B. abortus ocasiona un ligera atenuacion de la virulencia
(Briones et al., 2001) y que la inactivacion del gen cgs en B. ovis PA afecta fuertemente a la

capacidad de colonizacion esplénica del mutante (Martin-Martin et al., 2012).

4.6. La proteina transportadora BacA

La proteina BacA es una proteina transportadora de membrana citoplasmatica que esta
involucrada en el transporte de VLCFAs al lipido A del LPS por un mecanismo atn no
resuelto (Ferguson et al., 2004). Esta proteina esta codificada en el gen bacA, el cual también
estd presente en S. meliloti (LeVier et al., 2000; LeVier & Walker, 2001).

Aunque aun no se conoce su mecanismo de accion, la ausencia de BacA en mutantes de
B. abortus provoca un aumento de la sensibilidad de la bacteria al pH 4cido, al etanol, a
ciertos detergentes y a altas temperaturas de incubacién, tal como sucede en S. meliloti
(Roop et al., 2002). Por ello, se ha sugerido que esta proteina en B. abortus 2308 podria estar
relacionada con el mantenimiento de la integridad de la envuelta celular (Roop et al., 2002).
Sin embargo, en mutantes AbacA de B. ovis PA apenas existen diferencias en las
propiedades de la ME con respecto a la cepa parental (Martin-Martin et al., 2012).

Respecto a la relacion entre la proteina BacA y la virulencia, existen resultados
divergentes respecto a diferentes especies del género Brucella. Por un lado, se ha

demostrado que una cepa mutante AbacA de B. abortus 2308 presenta una atenuacion en la
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virulencia tanto en cultivos de macréfagos como en modelo murino (LeVier et al., 2000;
Parent ef al., 2007). Dicha atenuacion se ha relacionado con una posible incapacidad de
estos mutantes para poder adaptarse a las condiciones acidas que se dan en el interior de
las BCVs durante el trafico intracelular (Roop et al., 2002; Bellaire et al., 2005). Por otro lado,
en B. ovis PA se ha visto que una cepa mutante AbacA no mostraba ningtn defecto ni en la
internalizacion ni en la multiplicacion intracelular en cultivos de macréfagos, ni tampoco
mostraba atenuacion de la virulencia en ratones (Martin-Martin et al., 2012). Se ha sugerido
que esto puede deberse a que la presencia de VLCFAs no fuera tan necesaria para el
mantenimiento de la integridad y las propiedades de la ME en B. ovis como en otras
especies del género. Sin embargo, no se puede descartar la implicacion de la proteina BacA

en el curso de la infeccién por B. ovis en el hospedador natural (Martin-Martin et al., 2012).

5 « Brucelosis ovina causada por Brucella ovis

5.1. La enfermedad

Brucella ovis causa epididimitis contagiosa en carnero. Esta, es una enfermedad de
distribucion mundial, que se ha descrito en Latinoamérica y paises europeos, asi como en
Australia y Sudéfrica, aunque probablemente se presente en la mayoria de los paises que
crian ovejas [Manual de la Organizacién Mundial de Salud Animal (OIE) sobre Animales
Terrestres, (OIE, 2009)].

La epididimitis del carnero ocasionada por B. ovis es una enfermedad clinica o
subclinica que se caracteriza por lesiones genitales en los carneros que provocan una
disminucion de su fertilidad debido a la
mala calidad del semen. En los animales

infectados se puede observar desde un leve

Epididimo -
aumento de tamano hasta severas
induraciones del epididimo, que pueden
Testiculo ser uni o bilaterales (Robles & Olaechea,
2001) (Figura 6). En ocasiones, también
pueden observarse espermatoceles con
Cola del

epididimo  fluido espermadtico espeso en su interior,

atrofia testicular y orquitis. En el caso de

las hembras se puede observar placentitis
Figura 6. Tomada y modificada de Robles &

Olaechea, 2001. Epididimitis unilateral izquierda y repeticion de celo (Blasco, 1990).
causada por B. ovis.



Introduccién 29

La presencia de esta enfermedad en un rebafo conlleva grandes perdidas economicas,
debido a la caida de la fertilidad del rebafio, el aumento en el descarte de carneros
infectados, el acortamiento de la vida reproductiva de los machos, el incremento del
numero de abortos, el aumento de la mortalidad perinatal y restricciones en el comercio,
entre otras (Blasco, 1990; Paolicchi, 2001).

La principal via de contagio de la infeccion es la sexual. El carnero es el diseminador
activo de la infeccion a través del semen, ya que el macho portador, con o sin lesiones
clinicas, puede transmitir la enfermedad. La oveja transmite la enfermedad de forma
pasiva a través de fluidos vaginales, al ser cubierta por varios machos. Adicionalmente, en
las ovejas, la infeccion puede permanecer de una estacion a otra, lo que conduce a que los
carneros sanos estén expuestos a la infeccioén (Paolicchi, 2001).

Ademas de en los fluidos vaginales, las ovejas pueden excretar B. ovis en la leche y, por
tanto, la transmision oveja-lactante también puede ser un mecanismo determinante de la
infeccion (OIE, 2009). También se han descrito casos donde la infeccidén se ha transmitido a
través de pastos y fuentes de agua contaminados con secreciones y/o excreciones
corporales (Quispe et al., 2002).

Al contrario que otras especies de Brucella, la transmisién de B. ovis por via oral no
parece ser relevante (Blasco, 1990). Esto podria estar relacionado, al menos en parte, con
que esta especie carece de actividad ureasa, la cual ha sido relacionada con la capacidad de
algunas especies de Brucella, como B. abortus y B. suis, para sobrevivir el paso a través del
estdbmago en una infeccion experimental en modelo murino. Ademas, en el genoma de B.
ovis se ha encontrado una delecion que afecta a los genes ureG2 y ureT, los cuales son
necesarios en otras especies de Brucella para hacer frente al pH &acido gastrointestinal
(Bandara et al., 2007; Sangari et al., 2007; Tsolis et al., 2009; Sangari et al., 2010).

En la fauna salvaje solamente se han descrito casos de contagio en ciervos (Ridler et al.,
2012). Hasta la fecha no se han descrito casos en humanos, por lo que la brucelosis causada

por B. ovis no se considera una enfermedad zoondtica.

5.2. Diagndstico

La demostracion de la existencia de lesiones genitales (epididimitis unilateral u,
ocasionalmente, bilateral) mediante palpacion de los testiculos de los carneros puede ser
un indicio de la presencia de esta infeccién en un rebafio. Sin embargo, este diagndstico no
es suficientemente sensible porque no todos los carneros infectados con B. ovis presentan
epididimitis (Kott et al., 1988); es mas, el diagndstico clinico es extremadamente inespecifico
debido a la existencia de muchas otras bacterias que causan epididimitis clinica. Entre los

microorganismos que mas frecuentemente causan epididimitis en los carneros se incluyen
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Actinobacillus seminis, A. actinomycetencomitans, Histophilus ovis, Haemophilus spp.,
Corynebacterium pseudotuberculosis, B. ovis, B. melitensis y Chlamydophila abortus
(antiguamente Chlamydia psittaci) (Menzies, 2012). Debe hacerse hincapié, también, en que
muchas lesiones epididimales palpables en los carneros son granulomas espermaticos
estériles provocados por un trauma (OIE, 2009).

El mejor método de diagndstico directo es el aislamiento del patogeno en muestras de
semen, exudados vaginales o leche. Sin embargo, generalmente se recurre a pruebas
serologicas ya que el diagnostico bacterioldgico es laborioso y requiere varios dias (Alton et
al., 1998).

Las pruebas inmunologicas mas eficaces y utilizadas para detectar B. ovis son la fijacion
de complemento (FC) (Myers et al., 1972), la prueba de doble inmunodifusion en gel de
agarosa (AGID; Agar Gel Immunodiffusion), que emplea como antigeno el extracto salino
caliente de B. ovis (Myers, 1973), y el enzimoinmunoanalisis indirecto (I-ELISA; Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) en el que se han empleado como antigenos, extracto salino
caliente de B. ovis y su R-LPS, entre otros (Marin et al., 1989; Myers et al., 1972); (Vigliocco
et al., 1997).

La tinica prueba prescrita por la OIE y la Unién Europea para el comercio internacional
es la FC (OIE, 2009). Sin embargo, la prueba AGID se caracteriza por ser sencilla, de bajo
costo y de facil interpretacion (Myers, 1973), aunque se trata de una prueba cualitativa que
aun no ha sido estandarizada. Y la prueba I-ELISA es mas sensible y especifica que la FC o
la AGID (Ris et al., 1984) por lo que podria convertirse en un candidato adecuado para ser
designado en el futuro como prueba prescrita para el diagnostico de B. ovis (OIE, 2009).

Ademas, en los ultimos afos, se ha estado trabajado en el desarrollo de nuevas pruebas
diagndsticas basadas en la deteccién de acidos nucleicos en muestras clinicas. Manterola et
al. en 2003 evaluaron el primer método basado en la deteccion mediante PCR para el
diagndstico de B. ovis en muestras de semen de carneros (Manterola et al., 2003). Este
método, que resultd incluso mas sensible que el diagndstico bacterioldgico, esta disefiado
para amplificar la secuencia de insercidon IS6501 especifica del género Brucella y que en B.
ovis esta presente en multiples copias (Manterola et al., 2003). Mas recientemente se ha
descrito un nuevo método de deteccion especifico de B. ovis con una sensibilidad
equivalente al anterior y cuya eficacia se ha demostrado, ademas de en muestras de semen,
en otras muestras clinicas como la orina (Xavier et al., 2010).

También, se han desarrollado test para la tipificacion de aislados de Brucella, mediante
PCR multiple, que permiten identificar facilmente entre las diferentes especies de Brucella y
las vacunas B. melitensis Rev1l, B. abortus S19 y B. abortus RB51 (Garcia-Yoldi et al., 2006;
Lopez-Goni et al., 2008).
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5.3. Control de la enfermedad

Para disminuir la incidencia de la epididimitis contagiosa del carnero causada por B.
ovis se llevan a cabo programas de prevencion, control y erradicacion de la enfermedad.

Para el control de la enfermedad, la medida adoptada en los paises donde la incidencia
es baja se basa principalmente en el diagnostico seroldgico y el sacrificio de los animales
infectados. Sin embargo, en paises donde la prevalencia de la infeccion es elevada, este
procedimiento resulta poco viable. En estos casos, la vacunacién de carneros y ovejas es la
unica medida de control disponible a medio plazo. Para un control a largo plazo se debe
tener en consideracion el efecto de la vacunacion en el diagnostico y deben implementarse
programas de acreditacion de la ausencia de B. ovis (Blasco, 1990; Ridler & West, 2011)

A dia de hoy no existe ninguna vacuna disponible que sea especifica frente a B. ovis,
pero la vacuna atenuada B. melitensis Revl, empleada desde los afios 60 del pasado siglo en
el control de las infecciones por B. melitensis en el ganado ovino y caprino, confiere
proteccion heterdloga frente a B. ovis. Es por ello que, en la actualidad, esta vacuna esta
considerada la mejor vacuna disponible para la profildxis de la brucelosis causada por B.
ovis (Blasco, 1997; Marin et al., 1990). Su administracién en carneros de 4-5 meses, tanto por
via subcutdnea como por via conjuntival, si bien no evita completamente la infeccién,
puede reducir el nimero de carneros infectados y la severidad de la misma (Garcia-
Carrillo, 1981; Fensterbank ef al., 1982; Fensterbank et al., 1985; Blasco, 1997; Marin et al.,
1990; Schurig et al., 2002).

Sin embargo, la vacuna atenuada B. melitensis Rev]l presenta varios inconvenientes que
hacen que no sea una vacuna completamente idénea. Estos inconvenientes son: i) alto
riesgo de aborto cuando se administra en ovejas gestantes (Blasco, 1997; Schurig et al.,
2002), ii) cierto riesgo de infeccion en su manipulacion para el hombre (Blasco & Diaz,
1993) agravado por la resistencia que presenta esta cepa a la estreptomicina, uno de los
antibioticos empleados comtinmente en el tratamiento de la brucelosis humana (Skalsky et
al., 2008) e, iii) interferencia en el diagnostico de animales infectados por cepas lisas del
género Brucella debido a que en los animales vacunados se induce una respuesta de
anticuerpos indistinguible, por las actuales pruebas seroldgicas de diagnostico (Blasco,
1997), de la generada por la infeccion activa. A este respecto, es importante destacar que su
uso no estd permitido en paises donde las infecciones por B. melitensis se consideran
erradicadas como por ejemplo Estados Unidos, Canada y Nueva Zelanda (Cassataro ef al.,
2005).

Todo esto hace que el desarrollo de una vacuna especifica frente a B. ovis presente gran

interés.
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Brucella ovis ocasiona epididimitis contagiosa en ganado ovino, una enfermedad
infecciosa que origina cuantiosas pérdidas econémicas en el sector ganadero. Las vacunas
empleadas habitualmente para la profilaxis de la brucelosis ocasionada por otras especies
de Brucella presentan importantes inconvenientes que hacen que su uso para la prevencion
de infecciones ocasionadas por B. ovis esta desaconsejado. Por ello, el desarrollo de una
vacuna especifica para esta especie de Brucella presenta gran interés.

Considerando que las vacunas mas eficaces para la prevencion de infecciones causadas
por cepas lisas de las especies B. melitensis y B. abortus estan constituidas por cepas vivas
atenuadas de las respectivas especies, cabe esperar que la mejor estrategia para el
desarrollo de una vacuna especifica frente a B. ovis se base en una cepa atenuada
homodloga.

Los factores de virulencia de B. ovis han sido muy poco estudiados, por lo que su
estudio presenta el doble interés de permitir profundizar en los mecanismos empleados
por esta bacteria en el establecimiento del proceso infeccioso y, ademas, de constituir un
interesante punto de partida para el desarrollo de una vacuna atenuada especifica. En
nuestro laboratorio, se han obtenido una serie de mutantes atenuados de B. ovis en genes
relacionados con la virulencia en otras especies del género Brucella pero que aiin no se han
analizado en cuanto a su interés como vacunas. Ademas, dado que algunas PMEs en las
cepas naturalmente rugosas, como B. ovis, carentes de cadenas polisacaridicas O en el R-
LPS se encuentran muy expuestas en la superficie de la bacteria, se cree que podrian

presentar gran relevancia en la interaccion con el hospedador y por tanto en la virulencia.
Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, los objetivos generales planteados para
la realizacion de este trabajo han sido los siguientes:
L Analizar la implicacién en la virulencia de B. ovis de distintos genes

relacionados con la ME y la virulencia de cepas lisas de Brucella spp.

II. Evaluar el interés de un panel de mutantes atenuados derivados de B. ovis

PA como vacunas vivas para la profilaxis de infecciones causadas por B. ovis.
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1. Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

1.1. Género Brucella

Las cepas B. ovis PA (empleada como cepa parental para la obtenciéon de mutantes) y B.
melitensis Revl (Tabla I) proceden de la Coleccion de Cultivos de Brucella del Institut
National de la Recherche Agronomique de Nouzilly, Francia (BCCN). El resto de cepas de
B. ovis proceden de estudios anteriores (Tabla I) o se han obtenido durante la realizacién de
este trabajo (Capitulo 4 de Materiales y Métodos. Tabla V).

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y mantenimiento de las cepas de
Brucella spp. han sido el caldo tripticaseina de soja (TSB, Pronadisa) o el agar tripticaseina
de soja (TSA, Pronadisa), suplementados con extracto de levadura (YE, Pronadisa) al 0,3 %
(peso/volumen; p/v) y un 5 % de suero de caballo (volumen/volumen; v/v) (HS, Gibco-
BRL), descomplementado por calentamiento a 56 °C durante 1 hora (medios TSB-YE-HS o
TSA-YE-HS).

Tabla I. Cepas del género Brucella utilizadas en este estudio®.

Caracteristicas relevantes

Abreviatura . Origent o referencia
para este trabajo

B. melitensis

B. melitensis Rev1 Rev1 S-LPS. Estrep'. Cepa vacunal BCCN V4a

B. ovis

B. ovis PA PA R-LPS. Cepa parental virulenta BCCN 76-250

B. ovis-pNV25C-A omp25d-M PA con omp25d inactivado. Kan' Caro-Hernandez et al., 2007
B. ovis-pNV25E-A omp22-M PA con omp22 inactivado. Kan" Caro-Hernandez et al., 2007
B. ovis-pNVvjpbROVL03 VjbR-M PA con vjbR inactivado Martin-Martin et al., 2012

B. ovis-pNVvirB20VL04 virB2-M PA con virB2 inactivado Martin-Martin et al., 2012

B. ovis-pNVcgsOVL03 cgs-M PA con cgs inactivado Martin-Martin et al., 2012

B. ovis-pNVbacAOVL03 bacA-M PA con bacA inactivado Martin-Martin et al., 2012

2 Las cepas obtenidas en este trabajo se recogen en la Tabla V.
b BCCN, Brucella Culture Collection of Nouzilly, Francia.

Cuando las cepas presentaban resistencia a antibiotico, estos medios de cultivo se
suplementaron con kanamicina (Kan, Sigma-Aldrich) o estreptomicina (Estrep, Sigma-
Aldrich) a una concentracion final de 50 pg/ml y 2,5 U.I./ml, respectivamente.

En los experimentos llevados a cabo en la Unidad de Sanidad Animal del Centro de
Investigacion Tecnologica Agroalimentaria (CITA) de Aragon, el medio empleado fue base
de agar sangre N°2 (BAB, Biolife) suplementado con un 5 % de suero de ternera (Seromed,
Biochrom) (medio BAB-S).
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En todos los casos, la incubacion se llevo a cabo a 37 °C y en atmdsfera con 5% de CO..

Los cultivos en medio liquido se incubaron en agitadores orbitales a 116 rpm y su
crecimiento se controlé midiendo la densidad optica a la longitud de onda de 600 nm (D.O.
600nm). Para ello, se empled el espectrofotémetro CO8000 Biowave Personal Cell Density Meter
(WPA, Biochrom).

Todas las cepas se almacenaron a -80 °C en viales con dimetil sulféxido (DMSO) al 7 %

(v/v), con la finalidad de mantenerlas viables durante largos periodos de tiempo.

1.2. Escherichia coli.

Para los trabajos de clonacion molecular se utilizaron las cepas JM109 y CC118Apir de E.
coli, cuyas caracteristicas mas relevantes se recogen en la Tabla II.

Para el crecimiento de E. coli se emple6 el medio Luria Bertani (LB), compuesto por YE
al 1 % (p/v) (Pronadisa), triptona al 1 % (p/v) (Pronadisa) y cloruro sédico al 1 % (p/v)
(Panreac). En el caso de su uso en estado sdlido, el medio LB se suplement6 con agar
bacterioldgico (Pronadisa) a una concentracion final de 15 g/ml.

Cuando fue necesario seleccionar clones bacterianos mediante resistencia a antibidticos,
el medio de cultivo se suplementé con Kan y/o ampicilina (Amp, Sigma-Aldrich) a una
concentracion final de 50 pg/ml.

Cuando fue preciso diferenciar clones con actividad -galactosidasa, las placas de LB se
suplementaron 15 minutos antes de la siembra con 20 ul de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosido) a una concentracion de 50 mg/ml.

Los cultivos de E. coli, tanto en medio sélido como en medio liquido (en agitacion), se
realizaron a una temperatura de incubacion de 37 °C.

Las cepas de E. coli se almacenaron a -80 °C en viales con 7 % de DMSO (v/v).

Tabla II. Cepas de E. coli utilizadas en el presente trabajo.

Cepas Genotipo Relevante Origen o referencia
endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17(rc, mi*), relA1, supE44, A(lac- Promega Corp.
proAB), [F" traD36, proAB, laqliZAM15].

A(ara leu), araD, AlacX74, galE, galK, thi-1, phoA20, rpsE, rpoB,
argE(Am), recA1, Apir.

E. coli JM109

E. coli CC118 Apir Herrero et al., 1990

2. Procedimientos generales de experimentacion animal

2.1. Animales e inoculacion
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Para los ensayos realizados en modelo animal, se emplearon ratones hembra de la raza
BALB/c (Charles River, Francia) de 6-7 semanas de vida, adquiridos 1 semana antes de
comenzar los experimentos. Los animales se mantuvieron en el Servicio de
Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca (numero de registro PAE
SA-001), en jaulas adecuadas, con agua y alimento ad libitum.

Para la inoculacion de las distintas cepas se utiliz6 la via de administracion IP.

2.2. Extraccion de bazo y muestras de sangre

Para la obtenciéon de las muestras de bazo se procedi6 al sacrificio de los animales
mediante dislocacion cervical. Después, se extrajo el bazo en una cabina de seguridad
biologica y utilizando material quirtrgico estéril.

Las extracciones de sangre se realizaron mediante punciéon del seno venoso

submandibular.

3. Técnicas generales de manipulacién de acidos nucléicos

3.1. Vectores de clonacion

pGEM®-T y pGEM®-T Easy

Son vectores bacterianos linearizados de 3003 y 3018 pb respectivamente (Figura 7 A-B),
comercializados por Promega Corp. Proceden del vector pGEM®-5Zf(+) digerido con
EcoRYV, al que se le ha afiadido un residuo de timina en cada extremo 3’ generado. Debido a
la presencia de estas bases, la clonacion de productos de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se ve facilitada, ya que la mayoria de las ADN polimerasas afiaden una
desoxiadenosina en los extremos 3" de los fragmentos amplificados.

Ambos contienen en su secuencia el origen de replicacion ColE1 de E. coli, el gen bla, que
codifica una (-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina (Amp*), el origen de
replicacion del fago f1, los promotores y los puntos de inicio de la transcripcion de las ARN
polimerasas T3 y SP6, que permiten las sintesis de ARN in vitro, y un sitio de clonacion
multiple insertado en la fase de lectura abierta del gen lacZ. Este gen, inducible por
isopropil-pB-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), codifica el péptido a de la P-galactosidasa,
enzima que al actuar sobre el sustrato X-Gal origina un producto de color azul. Esto
permite la seleccidén de clones que portan pldsmidos recombinantes, ya que la insercidon de

un fragmento de ADN en dicha region inactiva el gen lacZ y las colonias poseen un color
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Figura 7. Esquema de los vectores de clonacion pGEM-T y pGEM-T Easy.

blanco, frente a aquellas que portan el plasmido sin inserto que poseen un color azul

(seleccion blanco-azul).

pCVD442 y pCVDKan-D

El plasmido pCVD442 posee un tamano de 6200 pb (Donnenberg & Kaper, 1991)
(Figura. 8) y se construyé mediante la clonacion, en el plasmido pGP704 (Miller &
Mekalanos, 1988), del gen sacB obtenido mediante la digestion con PstI del plasmido
pUM24 (Ried & Collmer, 1987). Confiere resistencia a Amp y sensibilidad a la sacarosa
(Sac) debido a la presencia del gen sacB de Bacillus subtilis. Este tltimo codifica la enzima
levansacarasa que cataliza la hidroélisis de sacarosa en levanos (polimeros de fructosa de
alto peso molecular), los cuales son toxicos para bacterias Gram negativas (Gay et al., 1985).
Este plasmido posee ademds el origen de transferencia mobRP4 para procesos de
conjugacion. A la hora de su replicacion, pCVD442 requiere una cepa Apir, como lo es E.
coli CC118, ya que el origen de replicacion que porta es el denominado oriR6K, el cual
necesita la proteina mt codificada por el gen pir.

El plasmido pCVDKan-D procede de pCVD442 al cual, mediante digestiéon enzimatica
con Aspl y Ndel, se le ha extraido el gen de resistencia a Ampy en su lugar se ha clonado,
en orientacion directa a sacB, el gen que confiere resistencia a Kan procedente del vector
pUC4K digerido con Hincll (Figura 8) (Martin-Martin et al., 2012).

3.2. Digestiones enzimaticas y ligaciones
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Figura 8. Construccion del plasmido pCVDKan-D. Tomado de Martin-Martin et al., 2012. El gen que
confiere resistencia a Amp en el pldsmido pCVD442 se sustituy6 por un “cassette Kan™ procedente del

plasmido pUC4K. Las enzimas de restriccion empleadas, asi como sus puntos de corte, se sefialan en la
Figura.

La digestion de ADN con endonucleasas de restriccion se empled de forma rutinaria
para la caracterizacion fisica de los fragmentos de ADN, asi como para la construccion de
moléculas recombinantes, y se realizd siguiendo las instrucciones de temperatura y
concentracion de sales dptimas suministradas por los proveedores (Roche, New England
Biolabs y Promega Corp.).

La ligacion de moléculas de ADN se realizé con la ADN ligasa del fago T4 (Promega
Corp.). Esta enzima cataliza la unién covalente de extremos cohesivos o romos de ADN

mediante la formacion de un enlace fosfodiéster entre los grupos 3’-hidroxilo y 5’-fosfato

libres.

3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa clasica

Esta técnica permite la amplificacion de forma exponencial de acidos nucleicos (Mullis et
al., 1986) y se utilizé en el presente trabajo para la amplificacion de fragmentos de ADN
tanto cromosémico como plasmidico. Cuando fue necesario obtener productos de alta

fidelidad, cada reaccién contenia entre 10-50 ng de ADN plasmidico o 100 ng si se trataba
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de amplificar ADN cromosémico, 1 pl de una concentraciéon 100 uM de cada uno de los
oligonucleotidos, 1,75 pl de una mezcla de los didesoxinucledtidos trifosfato (PCR
Nucleotide Mix, 10 mM de cada dNTP, Roche), 5 ul de una solucién 17,5 mM de MgCl, y
0,75 ul de ADN polimerasa Pwo (Pwo SuperYield DNA polymerase, 5U/ul, Roche) en un
volumen final de 50 pl. Cuando no fue necesario obtener productos de PCR con una alta
fidelidad, se utilizé el kit GoTaq® Green Master Mix (Promega Corp.), el cual proporciona
una mezcla de dNTPs, MgCl, y ADN polimerasa Taq en unas concentraciones dptimas
para la amplificacién del ADN. Ademas contiene dos colorantes y un agente densificante
que permiten el analisis directo de las reacciones de PCR en geles de agarosa.

Las reacciones de PCR se efectuaron utilizando el termociclador My Cycler™ (BIO
RAD). El tiempo de elongacion vari6 en funcién del tamafio del fragmento de ADN que se
queria amplificar (entre 1-2 minutos). Teniendo en cuenta esto, las condiciones generales
usadas fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94 °C
seguido de 30 ciclos de 1 minuto de desnaturalizacion a 94 °C, 1 minuto a 58 °C y entre 1-2

minutos a 72 °C y para finalizar un ciclo de extension final de 15 minutos a 72 °C.

3.4. Electroforesis de fragmentos de ADN en geles de agarosa

El andlisis de los fragmentos de ADN obtenidos tras las reacciones de PCR o las
digestiones enzimaticas se realiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa. Estos geles
se prepararon al 0,8 % (p/v) de agarosa (Agarose D-1 Low EEO-GQT, Pronadisa) en TAE
(Tris-acetato 40 mM, Acido acético 20 mM y EDTA-Na?* 1mM, pH 8) y contenfan bromuro
de etidio (1 pg/ml). Para cargar las muestras en los pocillos del gel, éstas se mezclaron
previamente con tampon de carga (Azul de bromofenol 0,1 % (p/v), Sacarosa 38 % (p/v) y
EDTA- Na?* 67 mM). Las electroforesis se realizaron a una corriente constante de entre 45 y
100 V. Los diferentes fragmentos de ADN se visualizaron por irradiacion con luz
ultravioleta de longitud de onda corta (~ 310 nm) en un transiluminador U.V. Gel Doc 2000
(BIO RAD) y se identificaron gracias al empleo de los marcadores de peso molecular III y
VI de Roche y el marcador 1 kb DNA Ladder de Promega Corp.

3.5. Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Para recuperar fragmentos de ADN de interés separados electroforéticamente en geles
de agarosa, se empleo el kit GeneClean® II (Q.BIOgene) siguiendo el procedimiento descrito
por la casa comercial. Este método se basa en la union especifica y reversible del ADN a
una resina de silice en presencia de altas concentraciones de sal y permite extraer
fragmentos de ADN de entre 200 pb y 20 kb.
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3.6. Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de los fragmentos de ADN descritos en este trabajo se realiz6 segun el
método de terminacion de cadena disefiado por Sanger (Sanger et al., 1977), empleando un
sistema de marcaje por fluorescencia. La secuenciacion fue realizada por el Servicio de
Secuenciacion Automatica de ADN de la Universidad de Salamanca (secuenciador
automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer de Applied Biosystems). El analisis
bioinformatico de las secuencias obtenidas se realiz6 mediante los programas ABI
PRISM®DNA Sequencing Analysis (Applied Biosystems), 4Peaks (Nucleobytes) y
Lasergene®SeqMan (DNAStar).

3.7. Hibridacion de acidos nucleicos

Marcaje no radiactivo de sondas de ADN

Este método permite obtener fragmentos de ADN marcados a lo largo de toda su
extension de una forma no radioactiva. Para ello, se empled el kit DIG DNA labeling
(Roche), que se basa en la hibridacién al azar de hexanucle6tidos con el ADN molde
desnaturalizado y en la elongacion posterior de la cadena de ADN mediante el empleo del
fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli. Esta reaccion conlleva ademas, la
incorporaciéon de moléculas de digoxigenina (DIG) (un hapteno esteroide) unidas
covalentemente al nucledtido dUTP (DIG-11-dUTP), que sustituyen a nucledtidos dTTP.
Gracias a este marcaje, se puede llevar a cabo una posterior inmunodetecciéon con
anticuerpos antidigoxigenina conjugados con la enzima fosfatasa alcalina. El
procedimiento de marcaje y comprobacién de la calidad de la sonda se realiz6 siguiendo

las instrucciones facilitadas por el fabricante.

Southern blot

En primer lugar, se extrajo el ADN cromosomico, de las cepas de Brucella que iban a ser
sometidas al estudio, mediante el método descrito en el Apartado 3.8.2. Posteriormente,
este ADN se digiri6 con la enzima de restriccion HindlIl y se sometid a una electroforesis en
gel de agarosa (Apartado 3.4) para separar los fragmentos generados en esta digestion
enzimatica. En la electroforesis se utilizaron como patrones de tamafio molecular los
marcadores III y VI de Roche. Una vez separados los fragmentos de ADN, éstos se
transfirieron a una membrana de nylon cargada positivamente (Roche) empleando NaOH
0,4 M para realizar dicha transferencia. A continuacion, se llevaron a cabo las etapas de
prehibridacion, hibridacion y deteccion de la hibridacion de las sondas marcadas con DIG
con los fragmentemos de ADN problema siguiendo las instrucciones y utilizando los

reactivos del kit DIG Nucleic Acid Detection (Roche). Finalmente, el tamafio de las bandas se
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evalud por comparacion con las obtenidas con el patron IIl y VI de Roche que se hibridaron

con sondas constituidas por los mismos patrones marcados con DIG.
3.8. Extraccion de ADN

3.8.1. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Para la extraccion de ADN plasmidico procedente de E. coli con un alto grado de pureza,
se empled el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega Corp.)
siguiendo las instrucciones facilitadas por la casa comercial. Cuando fue necesaria la
obtencion de una gran cantidad de ADN plasmidico, se utilizaron las columnas de
intercambio anidnico Qiagen® Plasmid Midi Kit y Qiagen® Plasmid Maxi Kit (Qiagen Inc.),
aplicando una modificacion al protocolo dado por el fabricante. Esta variacion consistio en
volver a precipitar el ADN obtenido tras la centrifugacion con isopropanol. Para ello, se
resuspendi6 el ADN en 400 pl de agua estéril y se mezcl6 con 45 ul de NaCl 3 M y dos
volumenes de etanol al 100 %. Posteriormente, se mantuvo 30 minutos a -20 °C y después
se centrifugd 20 minutos a 16000 x g. El residuo obtenido se lavo con etanol al 70 % (v/v), se
dejo secar y, finalmente, se resuspendio6 en agua estéril.

Para el andlisis de las multiples colonias resultantes de la transformacion de E. coli con
mezclas de ligaciones, se empleé el método de lisis alcalina (Birnboim & Doly, 1979),
extrayendo el ADN con fenol-cloroformo-isoamilico y precipitandolo con etanol al 100 %.
Este procedimiento permite conseguir ADN plasmidico con un grado de pureza suficiente
para poder realizar reacciones de digestiéon de ADN con enzimas de restriccién, siendo un

método menos costoso que el anterior.

3.8.2. Extraccion de ADN cromosomico de Brucella

La obtencién de ADN cromosémico de las diferentes cepas de Brucella empleadas en
este trabajo se realizé mediante el kit comercial UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit
(MO BIO, Laboratories, Inc.), partiendo de una suspensién bacteriana ajustada a una D.O.
soonm de 4, en agua estéril, elaborada a partir de un cultivo en TSA-YE.HS y siguiendo las

instrucciones ofrecidas por el fabricante.
3.9. Métodos de transformacion de bacterias

3.9.1. Transformacion de E. coli
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El proceso de transformacion en E. coli se realiz6 siguiendo el método disefiado por
Hanahan en 1983 (Hanahan, 1983), basado en la aplicaciéon de un choque térmico a células
competentes obtenidas mediante tratamiento con CaCl, (Cohen et al., 1972).

Para llevarlo a cabo, se mezclaron las células competentes de E. coli con el ADN
plasmidico que se queria introducir en la bacteria y la mezcla se mantuvo en hielo durante
30 minutos. Transcurrido este tiempo, las células se sometieron a un choque térmico
durante 1 minuto a 42 °C y, después, se mantuvieron en hielo durante 2 minutos. A
continuacion, se les afiadié 1 ml de caldo LB y se incubaron durante 1 hora a 37 °C con el
fin de permitir que se expresara el gen de resistencia a antibidtico. Finalmente, las células
se sembraron en placas de LB suplementadas con el antibiotico adecuado y se incubaron
durante 24 horas a 37 °C. Tras la incubacién se analizaron las colonias blancas como

posibles clones transformantes.

3.9.2. Transformacién de B. ovis

Para la transformacion de B. ovis se utilizé el método de electroporacion de membrana.
Este método de transformacién bacteriana consiste en la administracion de pulsos rapidos
de una corriente eléctrica de gran voltaje con el fin de producir poros transitorios en la
bacteria que facilitan la penetracion del ADN plasmidico deseado.

Para llevarlo a cabo, se recogio la biomasa de B. ovis PA crecida en placas de TSA-YE-HS
durante 44 horas a 37 °C. Las células se lavaron 3 veces con agua estéril (centrifugando en
cada lavado a 3000 x g durante 5 minutos) y se ajustaron a una D.O.s00nm de 10. El resultado
fueron células electrocompetentes de B. ovis PA. Después, se mezclaron 40 ul de estas
células con 10 pl (3 pg/10ul) del ADN plasmidico que se queria introducir en la célula. La
mezcla se transfirié a una cubeta estéril de electroporaciéon de 0,2 cm de separacion entre
los electrodos (BIO RAD) y se sometié a descarga eléctrica de 1 pulso (2.5 kV - 5 ms,
programa Ec2) en el electroporador Micropulser™ de BIO RAD. Seguidamente, las células
se resuspendieron en 1 ml de TSB-YE-HS y se incubaron a 37 °C durante 24 horas en
atmosfera con CO; al 5 %. Transcurrido este tiempo de incubacion, las células se sembraron
en placas de TSA-YE-HS suplementadas con el antibidtico adecuado y se incubaron en las
mismas condiciones hasta la visualizacion de colonias. Las colonias crecidas se analizaron

como posibles clones transformantes.
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4. Obtencion de mutantes de B. ovis PA

Para la obtencién de las cepas mutantes, en primer lugar se inactivaron en fase los genes
de interés mediante la denominada PCR de solapamiento (Ho et al., 1989). Posteriormente,
se construyeron los pldsmidos recombinantes portadores de los genes inactivados y

finalmente, se sustituyeron los genes silvestres por los genes inactivados en B. ovis PA.
4.1. Obtencion de mutantes simples

4.1.1. Inactivacion de los genes de interés mediante PCR de solapamiento

La inactivacion de los genes burR (BOV_2010), burS (BOV_2011), omp10 (BOV_A0072),
ompl6 (BOV_1638), omp19 (BOV_1858) y omp31 (BOV_AQ0366) se llevo a cabo mediante
PCR de solapamiento (Ho et al., 1989) (Figura 9).

Para ello, a partir del ADN cromosomico de B. ovis ATCC 25840 cromosoma I (n® acceso
GeneBank: CP000708.1) y cromosoma II (n® acceso GeneBank: CP000709.1) se realizaron las
dos primeras amplificaciones (PCR 1A y PCR 1B) de los extremos 5 y 3’ del gen
respectivamente utilizando en cada una de ellas un oligonucle6tido externo al gen de
interés y otro interno que hibridaba delimitando la regién del gen que se pretendia
delecionar (los cebadores internos tenian una region complementaria entre ellos).
Posteriormente, se realizd una segunda reaccion (PCR 2) mezclando los productos de PCR
1A y PCR 1B que dio como resultado el gen delecionado (Figura 9). Los cebadores
utilizados se recogen en la Tabla III.

Para la inactivacion del gen burR se amplifico el extremo 5 del gen con BvrRS-F3 y
BvrRSOVL-R2 y el extremo 3’ con BvrROVL-F2 y BvrR-R2. El gen borS se inactivo usando
BvrSMUT-F y SecRbvrRS para amplificar en 5 y BvrSOVL-F y BvrS-R en 3.” Para la
inactivacion del gen ompl0, el extremo 5 del gen se amplifico con los cebadores
omplOMUT-F y omp10-R Ovl y el extremo 3’ con omp10-F Ovl y omp10MUT-R. El gen
omp16 se inactivd usando los cebadores omp16MUT-F y omp16-R Ovl para el extremo 3" y
los cebadores omp16-F OVl y omp16MUT-R para el extremo 5. La inactivacion de omp19 se
realizo amplificando el extremo 5 con los cebadores ompl9MUT-F y omp19-R Ovl y el
extremo 3’ con los cebadores omp19-F Ovl y omp19MUT-R. Por dltimo, el gen omp31 se
inactivé utilizando omp31MUT-F y omp31-R Ovl para amplificar el extremo 5 y omp31-F
Ovly omp31MUT-R para amplificar el extremo 3'.

Los fragmentos amplificados se unieron, a través de las regiones de solapamiento de los
cebadores internos, en la segunda PCR (PCR 2) donde se usaron como cebadores los

siguientes pares: BvrRS-F3 y BvrR-R2, para el gen borR, BviSMUT-F y BvrS-R para el gen
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borS, ompl10MUT-F y omp10MUT-R para el gen omp10, ompl6MUT-F y omp16MUT-R para
el gen ompl6, omplIMUT-F y ompl9IMUT-R para el gen ompl9 y omp3IMUT-F y
omp31IMUT-R para el gen omp31.

El resultado de estas ultimas PCR fueron unos fragmentos de ADN que portaban los

genes delecionados, AburR, AbvrS, Aomp10, Aomp16, Aomp19 'y Aomp31.

4.1.2. Clonacion en plasmidos de los genes inactivados

Los productos finales obtenidos de las PCR de solapamiento que portaban los genes
AburR y AbourS se clonaron en el vector pGEM-T y los que portaban los genes Aomp10,
Fragmento a Aomplé, Aompl9 y Aomp3l se
delecionar clonaron en el vector pGEM-T
Easy. Cada mezcla de ligacion se

iR ovL TR introdujo en E. coli para

ﬁﬁ seleccionar los pldsmidos
5|'::> 5-::> pPSbvrROVLO01, pPSbvrSOVLO1,

Mut-F Mut-F OVL pNVlOOVLOl, pNV16OVL01,
pNV190OVLO01 y pNV310OVLO1. El

SR PCR1B inserto de ADN de cada plasmido
5 5
e o+ * se secuencid con cebadores

universales (Tabla III) para

s°'apam'e“t° comprobar que no se habian

I introducido mutaciones no
5
, <::| deseadas.

Una vez verificada la

secuencia de los insertos, se

PCR 2 subclonaron en el plasmido
Gen delecionado pCVD-KanD, mediante digestion

5
+ enzimatica con Sphl y Sacl,
* obteniéndose asi los plasmidos

Figura 9. Descripcion esquematica de la PCR de recombinantes pPSbvrROVLO2,

solapamiento. Esta técnica se basa en realizar, en primer pPSbvrSOVL02, pNV100VL02,
lugar, dos reacciones de PCR independientes (PCRIA y

PCR1B) empleando en cada una de ellas, un cebador externo PNV160VLO02, pNV19OVL02 y

al gen de interés y otro interno que hibride delimitando la .
zona del gen a delecionar. Estos cebadores internos poseen pNV31OVLO2 que, ademas de

ademas una region complementaria entre ellos que permite, contener los genes AburR, AborS,
posteriormente, en una segunda reacciéon (PCR2) mezclando

los dos productos de PCRIA y PCR1B, obtener el gen Aompl0, Aompl6, Aompl9 y
amplificado delecionado.

Aomp31, confieren a la célula
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transformante resistencia a Kan y sensibilidad a la Sac. Los plasmidos obtenidos y sus
caracteristicas se recogen en la Tabla IV.

Los esquemas de la inactivacion de los genes de interés mediante PCR de solapamiento
y la construccion de los plasmidos recombinantes portadores de los genes inactivados se

muestran en las Figuras 10-15.

Tabla III. Oligonucledtidos utilizados en la generaciéon de cepas mutantes de B. ovis PA.

Oligonucleétidos usados para la construccion de las cepas mutantes

(los nucleétidos resaltados en negrita son secuencias complementarias a los cebadores -R OVL)

Nombre Secuencia nucleotidica 5’ - 3’ Gen diana (posicion desde ATG)
BvrRS-F3 5 - CGGAGAGTTCCTTCAGTC bvrR (-467)
BvrRSOVL-R2 5 - TTCCGACTCCAGCGCAAT bvrR (+71)
BvrROVL-F2 5 - ATTGCGCTGGAGTCGGAAGGCGTCGGTTATCGTTTC  bwrR (+689)
BvrR-R2 5 - CAGAACACCCAGAATGGC bvrR (+1615)
BvrSMUT-F 5 - ATTGCGCTGGAGTCGGAA bvrS (-757)
SecRbvrRS 5 - CCTCGCGGAACTGGTTCA bvrS (+198)
BvrSOVL-F 5 - TGAACCAGTTCCGCGAGGTCGAGAATATCGAGCGCA  bvrS (+1596)
BvrS-R 5 - CAACAATGCCGGCAGGAG bvrS (+2214)
Omp10MUT-F 5 - CGCTTGGCGCGCAATATG omp10 (-706)
Omp10-R OVL 5 - AGCCAGCGCAAGCGACAT omp10 (+50)
Omp10-FOVL 5 - ATGTCGCTTGCGCTGGCTCTTAACTGCACCTCCTCG omp10 (+335)
Omp10MUT-R 5 - ACCGGCTCGGCCTCGTAT omp10 (+1095)
Omp16MUT-F 5 - GATCGATACGGGTGCTTC omp16 (-722)
Omp16-R OVL 5 - AAGGGCAATAGCGATCGG omp16 (+29)
Omp16-FOVL 5 - CCGATCGCTATTGCCCTTACATGCTGGTCGCAGAAC omp16 (+449)
Omp16MUT-R 5 - GCATGGCATCGTCAAGGA omp16 (+1215)
Omp19MUT-F 5 - AATGTCCTGCCAGTCGAA omp19 (-722)
Omp19-R OVL 5 - GCTGAGCAGACTTGCTTT omp19 (+38)
Omp19-FOVL 5 - AAAGCAAGTCTGCTCAGCTTCGATGGCCAGACCACC omp19 (+492)
Omp19MUT-R 5 - CAGGAAAAGCTGACGGTT omp19 (+1264)
31MUT-F 5’ - AGAATAAAACACATGCCC omp31 (-396)
31MUT-ROVL 5 - GATGGACGCCAAAATTAC omp31 (+8)
31MUT-FOVL 5 - GTAATTTTGGCGTCCATCGTCGGTCTGAACTACAAG omp31 (+698)
31MUT-R 5 - GCTGAATGCGGAGATGGT omp31 (+991)

Oligonucleétidos adicionales usados para la comprobacion de las cepas y plasmidos obtenidos

Gen/Plasmido diana (posicion

Nombre Secuencia nucleotidica 5’ - 3’
desde ATG)
Universal -F 5 - GTTTTCCCAGTCACGAC pGEM®-T / pGEM®-T easy
Universal -R 5’ - CAGGAAACAGCTATGAC pGEM®-T / pGEM®-T easy
Sec-R BvrRS 5 - CCTCGCGGAACTGGTTCA bvrS (+261)
Omp10 Sec 5 - TGCAGATGCAATATCTCG omp10 (-274)
Omp16 Sec 5 - ACAGCAAGCCCTACGGGA omp16 (-175)
Omp19 Sec 5 - AAGCCCGCAAATTGCCAG omp19 (-292)
Omp10 -F2 5’ - ATACATGGTCCGCGGAAGG omp10 (-880)
Omp10 -R2 5 - TGGCGCGCATCTCGTCTT omp10 (+1.331)
Omp19 -F2 5 - CCGAACTTGTCCAGCTCA omp19 (-910)
Omp19 -R2 5 - ATGCGGCGCTCGGTTTCA omp19 (+1421)
31MUT -F2 5 - TATTGGCGAGGGTGCAGT omp31 (+1539)
31MUT -R2 5 - CCTGTTTCTGTCTGCCAA omp31 (-144)
Omp10 -F3 5’ - AATGCCCCGATCATAGCC omp10 (+98)
Omp19 -F3 5 - TCCCGGCTTGGTAATCTC omp19 (+95)
31-MAT 5 - GCCGACGTGGTTGTTTCT omp31 (+108)
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Tabla IV. Plasmidos construidos para la obtencion de cepas mutantes de B. ovis PA.

Plasmidos generados para la obtencion de cepas mutantes de B. ovis PA

Nombre

pPSbvrROVLO1
pPSbvrROVL02
pPSbvrSOVL01
pPSbvrSOVL02
pNV100VLO01
pNV100VL02
pNV160VL01
pNV160VL02
pNV190VLO1
pNV190VL02
pNV310VLO01

pPS310VL02

Breve descripcion

Gen mutante bvrR de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T
en orientacion directa a lacZ. Amp’

Inserto Sphl + Sacl de pPSbvrROVLO1 (contiene AbvrR) clonado en pCVDKan-D digerido
con las mismas enzimas. Kan', Sac®

Gen mutante bvrS de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-T
en orientacion directa a lacZ. Amp®

Inserto Sphl + Sacl de pPSbvrSOVLO01 (contiene AbvrS) clonado en pCVDKan-D digerido
con las mismas enzimas. Kan', Sac®

Gen mutante omp 10 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-
T easy en orientacion directa a lacZ. Amp®

Inserto Sphl + Sacl de pNV100VL01 (contiene Aomp10) clonado en pCVDKan-D digerido
con las mismas enzimas. Kan', Sac®

Gen mutante omp16 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-
T easy en orientacion directa a lacZ. Amp®

Inserto Sphl + Sacl de pNV160VL01 (contiene Aomp16) clonado en pCVDKan-D digerido
con las mismas enzimas. Kan', Sac®

Gen mutante omp 19 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-
T easy en orientacion directa a lacZ. Amp®

Inserto Sphl + Sacl de pNV190VLO01 (contiene Aomp19) clonado en pCVDKan-D digerido
con las mismas enzimas. Kan', Sac®

Gen mutante omp31 de B. ovis PA obtenido por PCR de solapamiento y clonado en pGEM-
T easy en orientacion inversa a lacZ. Amp’

Inserto Sphl + Sacl de pNV310VLO01 (contiene Aomp31) clonado en pCVDKan-D digerido
con las mismas enzimas. Kan', Sac®
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bvrR
1. Delecion de gen bvrR mediante PCR e E—
de solapamiento > <+ > <+
BvrRS-F3 BvrRSOVL-R2 BvrROVL-F2 BvrR-R2
-

PCR 1A PCR 1B
AbvrR
A‘E};

A
- PCR 2
(1502 pb) - (BVIRS-F3-F + BvrR-R2)

2. Clonacion del producto
de PCR (1.502 pb.) en el vector
pGEM-T

Sphl

A

pPSbvrROVL01
(4505 pb)

pCVDKan-D
(5850 pb)

3. Digestion enzimatica de pPSbvrROVLO1

con Sphl-Sacl
Sacl AbvrR Sphl l
(1569 pb) Sacl 4. Clonacion dirigida del inserto

Sphl-Sacl de pPSbvROVLO1 en el plasmido
pCVDKan-D digerido con Sphl-Sacl

pPSbvrROVL02
(7404 pb)

Sphl

Figura 10. Construccion del plasmido recombinante pPSbvrROVLO02, portador del gen AbvrR. Se
muestran los cebadores, los plasmidos y las enzimas de restriccion con sus puntos de corte, empleados
en la construccién del plasmido pPSbvrROVLO2.
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1. Delecion de gen bvrS mediante PCR
de solapamiento

AbvrS

T
(1614 pb)

£/

2. Clonacion del producto
de PCR (1.514 pb.) en el vector
pGEM-T

bvrS
—> <+
BvrSMUT-F SecRbvrRS BvrSOVL-F BvrS-R
|PCR1A! !PCR1BI
PCR 2

(BvrS MUT-F+ BvrS-R)

X

Sphl

pPSbvrSOVLO01
(4617 pb)

Saci>

cl

A

pCVDKan-D
(5850 pb)

3. Digestion enzimatica de pPSbvrSOVL01
con Sphl-Sacl

2

Sacl AbvrS

Sphl

e

(1681 pb) 4. Clonacién dirigida del inserto
Sacl Sphl-Sacl de pPSbvSOVLO01 en el plasmido
pCVDKan-D digerido con Sphl-Sacl
J‘ AbvrS
pPSbvrSOVL02
(7520 pb)
Sphl
sacB Kan'

Figura 11. Construccion del plasmido recombinante pPSbvrSOVL02, portador del gen AburS. Se
muestran los cebadores, los plasmidos y las enzimas de restricciéon con sus puntos de corte, empleados
en la construccién del plasmido pPSbvrSOVLO2.
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omp10
S —
1. Delecién de gen omp10 mediante - < —> <
PCR de solapamiento Omp10MUT-F Omp10-ROVL ~ Omp10-F OVL Omp10MUT-R
-

|PCR 1A!
Aomp10

!PCR 1B|
A
g@_ﬁ\ _ PCR 2

(1554 pb) (Omp10MUT-F + Omp10MUT-R)

2. Clonacion del producto
de PCR (1.554 pb.) en el vector
pGEM-TEasy

pGEM-TEasy
~.v Sphl (3015pb)

A

pNV100VLO01
(4569 pb)

N

Sacl pCVDKan-D
(5850 pb)
3. Digestion enzimatica de pNV100VLO1
con Sphl-Sacl
Sacl Aomp10 Sphl
>¥ - 5
(1636 pb) e ;
4. Clonacion dirigida del inserto
Sacl Sphl-Sacl de pNV100VLO1 en el plasmido
pCVDKan-D digerido con Sphl-Sacl
pNV100VLO02
(7475 pb)
Sphl

Figura 12. Construccion del plasmido recombinante pNV100VL02, portador del gen Aomp10. Se
muestran los cebadores, los plasmidos y las enzimas de restricciéon con sus puntos de corte, empleados
en la construccién del plasmido pNV100VLO02.
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omp16
1. Delecion de gen omp16 mediante — < > <«
PCR de solapamiento Omp16MUT-F Omp16-ROVL  Omp16-F OVL Omp16MUT-R
PCR1A = !PCR 18]
A Aomp16
A | PCR 2 |
(1555 pb) (Omp16MUT-F + Omp16MUT-R)
2. Clonacion del producto
de PCR (1.555 pb.) en el vector
pGEM-TEasy
h pGEM-TEasy
Sphl (3015 pb)
Sphl  Sacl
pNV160VL01
(4570 pb)
pCVDKan-D
(5850 pb)
3. Digestién enzimatica de pNV160VLO01

con Sphl-Sacl

Sacl Aomp16
(1637 pb)

4. Clonacion dirigida del inserto
Sphl-Sacl de pNV160VLO1 en el plasmido
pCVDKan-D digerido con Sphl-Sacl

pNV160VL02
(7476 pb)

Figura 13. Construcciéon del plasmido recombinante pNV160VL02, portador del gen Aompl6. Se
muestran los cebadores, los plasmidos y las enzimas de restriccién con sus puntos de corte, empleados en
la construccion del plasmido pNV160VLO02.
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omp19
1. Delecién de gen omp19 mediante - < —> <
PCR de solapamiento Omp19MUT-F Omp19-ROVL  Omp19-F OVL Omp19MUT-R

|PCR 1A! - !PCR 1B|
Aomp19

A
___,A | PCR 2 |
(1550 pb) (Omp19MUT-F + Omp19MUT-R)

2. Clonacién del producto
de PCR (1.550 pb.) en el vector
pGEM-TEasy

pGEM-TEasy
jv Sphl (3015 pb) /

A

pNV190VLO01
(4565 pb)

Sacl pCVDKan-D
(5850 pb)
3. Digestion enzimatica de pNV190VL01
con Sphl-Sacl
Sacl Aomp19 Sphl
(1632 pb) e }
4. Clonacién dirigida del inserto
Sacl Sphl-Sacl de pPNV190VLO01 en el plasmido
pCVDKan-D digerido con Sphl-Sacl
pNV190VL02
7471 pb
Sphi ( pb)

Figura 14. Construccion del plasmido recombinante pNV190VL02, portador del gen Aomp19. Se
muestran los cebadores, los plasmidos y las enzimas de restriccion con sus puntos de corte, empleados en
la construccion del plasmido pNV19OVL02.
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omp31
1. Deleciéon de gen omp31 mediante
PCR de solapamiento > <+ —-»> <+
MUT31-F 31MUT-R OVLI 31MUT-F OVL MUT31-R
PCR 1A - PCR 1B
Aomp31
A A
PCR 2

-

(734 pb)

v

2. Clonacion del producto
de PCR (734 pb.) en el vector
pGEM-TEasy

(MUT31-F + MUT31-R)

& BN

Amp’

A

2

Sphl

pNV310VL01

(3749 pb)

3. Digestién enzimatica de pNV310VLO1
con Sphl-Sacl

2

Aomp31

Sphl Sacl

pGEM-TEasy )
(3015 pb) /

v

(816 pb)

Sacl

4. Clonacion dirigida del inserto
Sphl-Sacl de pNV310VLO01 en el plasmido
pCVDKan-D digerido con Sphl-Sacl

pPS310VL02

(6655 pb)

Sphl

Figura 15. Construccion del plasmido recombinante pPS310VL02, portador del gen Aomp31. Se
muestran los cebadores, los pldsmidos y las enzimas de restriccion con sus puntos de corte, empleados en

la construccion del plasmido pPS310VL02.
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4.1.3. Sustitucion de los genes silvestres por los genes inactivados en B. ovis PA.

Una vez obtenidos los plasmidos recombinantes portadores de los genes inactivados
AbvrR, AburS, Aompl0, Aompl6, Aompl9 y Aomp31l, se procedié a introducirlos por
electroporacion (Apartado 3.9.2) en B. ovis PA.

Las bacterias recombinantes en las que se produjo la integracion del plasmido en el
cromosoma de la bacteria, mediante una recombinacion homologa simple a través de una
de las dos regiones de ADN flanqueantes al gen, se seleccionaron sembrando en agar TSA-
YE-HS-Kan y se caracterizaron genotipicamente como se describe en el Apartado 5.1. Las

cepas seleccionadas se describen en la Tabla V.

Tabla V. Relacién de cepas modificadas genéticamente generadas en la obtencion de cepas mutantes de B.
ovis PA.

Cepas con el plasmido integrado (portan una copia del gen silvestre y una copia del gen inactivado)

Genotipo respecto

Cepa Abreviatura Breve descripcion al gen de interés Fenotipo

B. ovis-pPSbvrROVL02-I  bvrR-I Z:]az"fr',go pPSbwROVLOZ integrado . bopyrROVLO2 Kanr, Sacs

B. ovis-pPSbvrSOVL02-l  bvrS-| zr']azc‘r',gO pPSbvrSOVL0Zintegrado o bshvrROVLO2 Kan, Sacs

B. ovis-pNV100VLO02-I omp10-| EEZT(')dO PNV100VLO2 integradoen 6. ;NV100VLO2 Kanr, Sace

B. ovis-pNV160VLO02-| omp16-I E,'s;%do PNVIBOVLOZ integradoen 16 sNV160VLO2 Karr, Sace

B. ovis-pNV190VL02-1  ompA19-l E}s;%do PNV190VLO2 integradoen 1o ;NV190VLO2 Kanr, Sacs

B. ovis-pNV310VLO2-l  omp31-| E,Lf;g];do PNV310VLOZ integrado en ;) 31..5NV310VL02 Kan', Sacs

B. ovis-pNVbacAOVL03- Plasmido pNV310VLO02 integrado en  omp37::pNV310VL02

pPSOVL02-| bacAlomp31-1 |, cepa B. ovis-pNVbacAOVLO3 Kan', Sace

Cepas mutantes con el gen de interés inactivado y cepas revertientes al genotipo silvestre

Cepa Abreviatura Breve descripcion Genotipo Fenotipo
. Gen omp 10 sustituido por el gen

B. ovis-pNV100VL02-M omp10-M inactivado de pNV100VL02 Aomp10 Kans, Sac’
. Gen omp19 sustituido por el gen

B. ovis-pNV190VL02-M omp19-M inactivado de pNV190VL02 Aomp19 Kans, Sac’
. Gen omp31 sustituido por el gen

B. ovis-pNV310VL02-M omp31-M inactivado de pNV310VL02 Aomp31 Kans, Sac'
- ) Gen omp31 sustituido por el gen

Bpggi/ﬁg;/ t'\)/?cAOVLO:S bacA/omp31-M inactivado de pNV310VLO02 en la AbacA/Aomp31 Kans, Sac'

P i cepa B. ovis-pNVbacAOVL03

B. ovis-pNV100VL02-R omp10-R Revertiente a genotipo silvestre omp10 Kans, Sac'

B. ovis-pNV190VL02-R omp19-R Revertiente a genotipo silvestre omp19 Kans, Sac'

B. ovis-pNV310VL02-R omp31-R Revertiente a genotipo silvestre omp31 Kans, Sac’

2b O [ENEEROMLTE: bacA/omp31-R  Revertiente a genotipo silvestre AbacA Kans, Sac'

pPSOVL02-R
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Posteriormente, gracias a que los plasmidos integrados portaban el gen de sensibilidad a
la Sac, las cepas en las que se produjo una segunda recombinacion homologa se
seleccionaron, sembrandolas en placas de TSA-YE-HS suplementadas con sacarosa al 5 %
(p/v). Las cepas que eran Kan® y Sac" se seleccionaron como posibles cepas mutantes o
revertientes y sus genotipos se analizaron como se describe en el Apartado 5.1. Todas las

cepas recombinantes obtenidas se recogen en la Tabla V.

4.2. Obtencion del doble mutante AbacA Aomp31

Al mutante AbacA de B. ovis PA, que habia sido obtenido anteriormente (Martin-Martin
et al., 2012), se le introdujo, mediante electroporacion, el plasmido pPS310VL02 que
portaba el gen Aomp31 (Figura 15).

La seleccion de la cepa con el plasmido integrado en el cromosoma (bacA/omp31-I), de
la cepa mutante (bacA/omp31-M) y de la cepa revertiente al genotipo AbacA (bacA/omp31-
R) se realiz6 como se describe en el Apartado anterior. Las caracteristicas mas relevantes de

estas cepas se describen en la Tabla V.

5 « Caracterizacion de las cepas obtenidas

5.1. Caracterizacion genotipica

Para la caracterizacion genotipica de las distintas cepas obtenidas en este trabajo se
amplificd, mediante la técnica de PCR (Apartado 3.3), el gen diana de cada proceso de
mutagénesis. Los cebadores empleados se detallan en la Tabla III y en el Apartado 1.1 de la
seccion Resultados.

También se realizé una hibridacion de dcidos nucleicos southern blot (Apartado 3.7). Para
ello, el ADN gendémico de cada cepa, digerido con la enzima de restriccion HindlIll, se
hibrid6 con sondas marcadas con DIG de los plasmidos recombinantes que contenian los
genes inactivados correspondientes.

Ademas se realizo la secuenciacion (Apartado 3.6) de la region del genoma implicada en
los procesos de recombinacidon para comprobar la ausencia de mutaciones no deseadas.
Para ello, se realizd una reaccion de PCR con dos cebadores que hibridan en el exterior de
dicha region y el producto resultante se secuencié. Los cebadores empleados se recogen en

la Tabla III y en el Apartado 1.1 de la seccion Resultados.
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5.2. Analisis del crecimiento in vitro

5.2.1. Preparacion de los cultivos

A partir de las cepas conservadas en DMSO a -80 °C se realizaron precultivos en placas
de TSA-YE-HS que se incubaron durante 48 horas a 37 °C en una atmosfera con el 5 % de
COs. Posteriormente, de estos precultivos se obtuvieron otros cultivos en las mismas
condiciones, a partir de los cuales se hicieron las suspensiones bacterianas empleadas en

los ensayos que se describen a continuacion.

5.2.2. Recuento en medio sdlido de UFC

A partir de los cultivos en TSA-YE-HS (Apartado 5.2.1) se prepararon suspensiones
bacterianas iniciales en 3 ml de tampodn fosfato salino (PBS: Na,HPO4; 8 mM, KH>POq4 1,5
mM, KCl 2,7 mM y NaCl 137 mM) que después se ajustaron a una D.O.s00nm de 0,20 (que
corresponde en la cepa parental B. ovis PA a 1x10° UFC/ml aproximadamente). A partir de
estas suspensiones celulares, se realizaron diluciones decimales seriadas, se sembraron por
triplicado 100 ul de cada dilucion en placas de TSA-YE-HS y las placas se incubaron
durante 7 dias a 37 °C en una atmdsfera con un 5 % de CO». Transcurrido este tiempo, se
realizo el recuento de UFC y los resultados se expresaron como la media + desviacion
estandar (D.E.) (n=3) de UFC/ml en una suspension de D.O.s00nm de 0,20.

Ademas, se verifico el aspecto de las colonias para comprobar la ausencia de

contaminacion y de disociacion del tamafio colonial.

5.2.3. Crecimiento en medio liquido

Para analizar el crecimiento de las cepas en medio liquido, se realizé un seguimiento de
la evolucion de la D.O.eoonm a lo largo del tiempo. Se prepard una suspension bacteriana de
cada cepa a una D.O.eoonm de 0,05 en 30 ml de TSB-YE-HS y se incubé durante 72 horas en
agitacion constante a 116 rpm en un agitador orbital OS 20 (BOECO), a 37 °C y en una
atmosfera con 5 % de CO,. Durante el periodo de incubacion, se midio la D.O.s00nm a

distintos tiempos y se realizaron recuentos de UFC/ml de cultivo a las 0, 24 y 48 horas.
5.3. Estudio de las propiedades relacionadas con la membrana externa

5.3.1. Autoaglutinacion en medio liquido
Para evaluar la capacidad de autoaglutinacion a lo largo del tiempo de las distintas
cepas, se prepararon suspensiones bacterianas en TSB-YE-HS a una D.O.¢oonm de 0,8. A

continuacion se depositd 1 ml de cada suspension en una cubeta para espectrofotometria y
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se midio la D.O.600nm a lo largo del tiempo durante 49 horas teniendo cuidado de no mover
las cubetas. El ensayo se realizé por triplicado y los resultados se expresaron como la
media de los porcentajes de D.O.so0nm procedentes de tres ensayos independientes,

tomando el valor de la D. O. inicial de cada cepa como el 100 %.

5.3.2. Sensibilidad a polimixina B y desoxicolato de sodio

Para evaluar la sensibilidad de las distintas cepas al péptido catiénico polimixina B
(polimixina B sulfato, Sigma-Aldrich), se siguid el protocolo descrito por Martinez de
Tejada et al. en 1995 (Martinez de Tejada et al., 1995). Se prepararon suspensiones
bacterianas en PBS a una D.O.¢00nm de 0,2 y se diluyeron convenientemente hasta obtener
una suspension con una concentracion estimada de 1x10* UFC/ml. A continuacién, en
microplacas estériles de 96 pocillos (Falcon ®), se mezclaron por triplicado 100 ul de cada
suspension bacteriana con 100 ul de PBS (control negativo) o con 100 ul de polimixina B a
una concentracion de 2 mg/ml en PBS. De este modo, la concentraciéon de polimixina B en
el pocillo fue de 1 mg/ml. La mezcla se incubd 1 hora a 37 °C y después se sembro, por
triplicado, a razén de 50 ul por placa, en placas de TSA-YE-HS que se incubaron a 37 °C en
una atmosfera con 5 % de CO, durante 7 dias. Transcurrido el tiempo de incubacién, se
determind el niimero de colonias crecidas, y los resultados se expresaron como la media
del porcentaje de UFC/placa + D.E. de tres experimentos independientes, estimando como
el 100 % de supervivencia, el recuento obtenido tras la exposicion de cada cepa a PBS sin
agente (control negativo).

La sensibilidad de las distintas cepas al detergente anidnico desoxicolato de sodio
(Sigma-Aldrich), se llevo a cabo siguiendo la misma metodologia descrita para el ensayo de
sensibilidad a la polimixina B. La concentracion de este agente empleada fue de 0,2 mg/ml,

quedando finalmente a 0,1 mg/ml en el pocillo.

5.3.3. Sensibilidad al perdxido de hidrégeno

La sensibilidad al peroxido de hidrégeno de las distintas cepas se evalué usando el
protocolo descrito por Elzer et al. en 1994 (Elzer et al, 1994b) con unas pequefas
modificaciones. Se prepararon suspensiones bacterianas en PBS a una D.O.s0onm de 0,2 y a
continuacion se sembraron 100 ul, por triplicado, en TSA-YE-HS. Después, se coloco en el
centro de cada placa un disco de papel Whatman 3MMChr de 9 milimetros y sobre €l se
depositaron 10 ul de H>O; al 30 % (Sigma-Aldrich). Las placas se incubaron a 37 °C en una
atmosfera con 5 % de CO; durante 72 horas y transcurrido este tiempo, se analizaron los
halos de inhibicion haciendo cuatro medidas del didmetro de los mismos. Tras calcular la

media del didmetro de cada placa, los resultados se expresaron como la media + D.E. del
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didmetro (en mm) del halo de inhibicion observado en las tres placas empleadas para cada

cepa.
5.4. Comportamiento en macréfagos J774.A1

5.4.1. Linea celular, medio y condiciones de cultivo

Estos ensayos se llevaron a cabo en la linea celular de macrofagos ]J774.A1 (DSMZ
ACC170) que son células macrofdgicas derivadas de un sarcoma reticular murino.

Los macrofagos se cultivaron de forma rutinaria en placas de 100 x 20 mm (Falcon®), a
37 °C y en una atmdsfera humeda con 5 % de CO.. El medio de cultivo que se empleo fue el
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, GIBCO®, Invitrogen) suplementado con
un 10 % (v/v) de suero bovino fetal (FBS, GIBCO®, Invitrogen) (medio DMEM-FBS). El
mantenimiento de las células se llevd a cabo mediante dilucion en medio fresco cuando el
crecimiento celular alcanzaba el 75 % de la placa. Para ello, en primer lugar se llevaba a
cabo un lavado con TEN (Tris-HCI 40mM, EDTA-Na?* 1mM y NaCl 150mM, a pH 7,5),
después las células se desprendian de la placa mediante raspado (Cell Scraper, Nunc) y
posteriormente, tras ser resuspendidas, se diluian 1:4 en el medio de cultivo y se
distribuian en nuevas placas de cultivo. El seguimiento de los cultivo se realizé con un
microscopio invertido CK2 OLYMPUS y el control de viabilidad se llevo a cabo mediante

tincion con azul de tripano (Merck) al 0,4 % en agua destilada.

5.4.2. Analisis de la penetracion y supervivencia de los mutantes en macréfagos

En primer lugar, fue necesario hacer una preparacion de macréfagos para su infeccion.
Para ello, utilizando para su recuento una cdmara de Neubauer, se prepararon
suspensiones celulares en medio DMEM-FBS a una concentracién de 1x10° células/ml, se
distribuyeron en placas de 96 pocillos a razén de 200 ul/pocillo y se incubaron 24 horas.

Por otro lado, también fue necesario preparar suspensiones bacterianas de las cepas que
iban a ser estudiadas a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 200. Para ello, se
prepararon suspensiones bacterianas en PBS a una D.O.s00nm de 0,2 que, considerando los
resultados obtenidos con cada cepa en el andlisis del crecimiento en medio sdlido
(Apartado 5.2.2), se diluyeron convenientemente en medio DMEM-FBS hasta alcanzar la
concentracion requerida. Las concentraciones exactas en cada suspension bacteriana se
determinaron retrospectivamente mediante siembra en placas de TSA-YE-HS, por
triplicado, de 100 pl de una dilucién con alrededor de 1 x 10° UFC/ml.

Para realizar la infeccidn, se retird el medio de cultivo de los macroéfagos preincubados

24 horas y se sustituyo6 por 100 ul de la suspension bacteriana. Tras incubar durante 2 horas
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a 37 °C en una atmosfera con 5 % de CO», las monocapas celulares se lavaron 2 veces con
300 pl medio de cultivo y se volvieron a incubar con 370 ul de medio DMEM-FBS
suplementado con 100 pg/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich), con el fin de eliminar las
bacterias extracelulares.

A distintos tiempos post-infeccion, considerando como punto inicial de analisis (tiempo
= 0 horas) el transcurrido tras una hora de incubaciéon con gentamicina, las células se
lavaron 3 veces con 400 pl medio de cultivo para eliminar los restos de antibidtico.
Posteriormente, las células se incubaron durante 20 minutos con 200 ul de agua destilada
estéril. Los lisados obtenidos se diluyeron decimalmente y se sembraron en placas de TSA-
YE-HS que se incubaron a 37 °C en una atmdsfera con 5 % de CO, durante 7 dias.

Tras la incubacion, se realizaron los recuentos de las colonias crecidas, los datos
individuales se transformaron en logaritmo para normalizar la distribuciéon de los datos
intragrupo (Montaraz & Winter, 1986) y los resultados se expresaron como la media + D.E.
del logaritmo (log) de las UFC/ml de los tres pocillos empleados por cada cepa y tiempo de

analisis.

5.5. Analisis de la virulencia en modelo murino

A partir de cada cepa objeto de estudio (las cepas mutantes Aomp10, Aomp19, Aomp31,
AbacA/Aomp31 de B. ovis PA y la cepa parental B. ovis PA) se prepararon suspensiones
bacterianas en PBS a una D.O.s0onm de 0,2, que se diluyeron adecuadamente en PBS para
obtener una concentracion estimada de 2x10° UFC/ml.

Los animales, divididos de forma aleatoria en grupos, recibieron 500 ul de cada una de
estas suspensiones por via IP (dosis administrada: 1x10° UFC/ratén). Las concentraciones
exactas en cada suspension bacteriana se determinaron retrospectivamente mediante
siembra, por triplicado, de 100 ul de una dilucién con alrededor de 1 x 103 UFC/ml.

A las semanas 3 y 8 p.i., se sacrificaron 5 animales por cada grupo, se les extrajo el bazo
en condiciones de esterilidad y se realizo el recuento de UFC/bazo de la cepa bacteriana
previamente inoculada.

Para realizar dicho recuento, cada bazo se peso y se homogeneiz6 individualmente, en
una bolsa estéril, en un volumen de PBS 9 veces su peso (dilucién 1:10 p/v), usando para
ello un Stomacher® 80 BIOMASTER (Seward). A partir de esta primera dilucién se
realizaron diluciones decimales seriadas de las que se sembraron 100 pl en placas de TSA-
YE-HS por triplicado. Las placas se incubaron a 37 °C en una atmosfera con 5 % de CO;
durante 7 dias y se realiz6 el recuento y confirmacion de las colonias en aquella dilucién
que presentaba entre 30-300 colonias. En el caso de no presentarse esta circunstancia, el

recuento se llevo a cabo en las placas sembradas a partir de la dilucion inicial. En todos los
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casos, el 10 % de las colonias contadas se sometieron a confirmacién mediante andlisis por
PCR (Apartado 3.3).

Para la expresion de los resultados, los datos individuales se transformaron en log y los
niveles de infeccion se expresaron como la media + D.E. (n=5) del log UFC/bazo para cada

grupo de animales en cada tiempo analizado.

6. Estudio, en modelo murino, de la utilidad de los mutantes Aomp25d, Aomp22,

AvjbR, AvirB2 y Acgs de B. ovis PA como vacunas vivas atenuadas
6.1. Persistencia de los mutantes

6.1.1. Evaluacion preliminar de la colonizacion esplénica

Considerando los resultados disponibles de los ensayos previos de virulencia (Caro-
Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2012), las dosis vacunales seleccionadas fueron
de 1x107 UFC/ratdn para la cepa mutante Aomp25d de B. ovis PA y de 1x10® UFC/ratén para
las cepas mutantes Aomp22, AvjbR, AvirB2 y Acgs de B. ovis PA. Se realizaron suspensiones
de cada cepa mutante para obtener la dosis de bacterias deseada en un volumen de 500 pl.
También se prepararon los indculos de la cepa parental B. ovis PA (dosis: 1x10® UFC/ratén)
y de la vacuna clésica B. melitensis Revl (dosis: 1x10° UFC/ratén). Las concentraciones
exactas en cada suspension bacteriana se determinaron retrospectivamente mediante
siembra, por triplicado, de 100 ul de una dilucion con alrededor de 1 x 10° UFC/ml.

Se inocularon 5 ratones por cepa con 500 pl de las suspensiones bacterianas por via IP y
3 semanas después, se sacrificaron los animales y se les extrajo el bazo para hacer el
recuento de UFC/bazo. Este recuento se llevo a cabo como se describe en el Apartado 5.5.
Los resultados se expresaron como la media + D.E. (n=5) del log UFC/bazo para cada grupo

de vacunacion a la semana 3 p.i.

6.1.2. Mutante Acgs de B. ovis PA

Los ensayos descritos en este Apartado se llevaron a cabo en el CITA de Aragén.

En un primer ensayo, se inocularon por via IP 100 ul de la cepa mutante Acgs de B. ovis
PA 'y 100 pl o de la cepa parental B. ovis PA (dosis: 1x10® UFC/ratén). A las semanas 1, 3, 5y
10 p.i., se sacrificaron 5 animales de cada grupo y se les extrajo el bazo para hacer el
recuento de UFC. Este recuento se llevd a cabo como se describe en el Apartado 5.5, con la

unica diferencia que se us6 como medio de cultivo BAB-S en vez de TSA-YE-HS. Los
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resultados se expresaron como la media + D.E. (n=5) del log UFC/bazo para cada cepa y a
cada tiempo.

En un segundo ensayo, se establecieron 3 grupos de 5 ratones BALB/c que se inocularon
por via IP con 1x10%, 1x107 o 1x10® UFC de la cepa mutante Acgs de B. ovis PA. A la semana
3 p.i, se sacrificaron 5 animales de cada grupo para realizar el recuento de UFC de la cepa
mutante Acgs presentes en el bazo. Este recuento también se llevd a cabo en medio de
cultivo BAB-S y los resultados se expresaron como la media + D.E. (n=5) del log UFC/bazo

para cada dosis de inoculacion empleada.

6.1.3. Mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR 'y AvirB2 de B. ovis PA

Para analizar la cinética de colonizacién esplénica de las distintas cepas, se inocularon
por via IP 500 ul de una suspension bacteriana de cada cepa mutante (las dosis empleadas
fueron: 1x10” UFC/ratén la cepa mutante Aomp25d y 1x10® UFC/ratén el resto), 500 pl de la
cepa vacunal B. melitensis Rev1 (dosis: 1x10° UFC/ratén) o 500 ul de la cepa parental B. ovis
PA (dosis: 1x10® UFC/raton). Las concentraciones exactas en cada suspension bacteriana se
determinaron retrospectivamente mediante siembra, por triplicado, de 100 ul de una
dilucién con alrededor de 1 x 10° UFC/ml.

Para el analisis de anticuerpos en suero y citocinas enddgenas en bazo, como control
negativo, se incluy6 un grupo de animales inoculado con 500 pl de PBS.

Alosdias 1, 3,7, 14, 21 y 28 p.i., (en el caso de las cepas mutantes Aomp25d y Aomp22, de
la cepa vacunal B. melitensis Revl y de la parental B. ovis PA) y a los dias 7, 14 y 28 (en el
caso de las cepas mutantes AvjbR y AvirB2), se extrajeron muestras de sangre de 5 animales
de cada grupo para analizar los niveles de anticuerpos en suero (Apartado 6.3).
Seguidamente, los ratones se sacrificaron y se les extrajo el bazo para analizar los niveles de
citocinas (Apartado 6.2) y hacer el recuento de UFC/bazo. Este recuento se llevé a cabo
como se describe en el Apartado 5.5 con la tnica diferencia que se usé como diluyente
solucion salina de Hanks (HSBB, DIFCO) en vez de PBS. Los resultados se expresaron
como la media + D.E. (n=5) del log UFC/bazo para cada grupo de vacunacion y a cada

tiempo.

6.2. Analisis de citocinas enddgenas en bazo

Para el andlisis de citocinas enddgenas (Fernandez-Lago et al., 1996), el homogeneizado
inicial del bazo, no usado en el recuento anterior, se suplement6 con CHAPS (Sigma-
Aldrich) a una concentracion final del 1 %. Este macerado, se incub6 durante 1 hora a 4 °C

para lisar las células y se centrifugé a 1500 x g para eliminar los restos celulares. En los
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sobrenadantes obtenidos se analizaron las siguientes citocinas: IL1a, IL10, IL12p40, TNFa e
IFNy.

El ensayo se llevd a cabo mediante inmunoensayos enzimaticos en sandwich
comerciales (BD OptEIATM Mouse IL1a ELISA Set, Mouse IL10 ELISA Set, Mouse IL12p40
ELISA Set, Mouse TNFa ELISA Set y Mouse IFNy (AN-18) ELISA Set de BD Biosciences,
respectivamente) segun las instrucciones facilitadas por el fabricante. Los limites de
deteccion de la técnica para cada citocina son: 31,3 pg/0,1g de IL1a, 31,3 pg/0,1g de IL10,
15,6 de IL12p40 y TNFa y 3,1 pg/0,1g de IFNy.

Los resultados se expresaron como la media + D.E. (n=5) de los picogramos (pg) de
citocina por 0,1 g de bazo analizado. A cada dato individual se le habia restado

previamente el valor de la media obtenida con los ratones control negativo.

6.3. Evolucion en suero de anticuerpos frente a células enteras de B. ovis

La sangre extraida a distintos tiempos p.i. (Apartado 6.1.3) se dejé reposar durante 8
horas, para que se produjera su coagulacion, se centrifugo6 a 800 x g durante 5 minutos y se
recogio el suero resultante. Las muestras de suero se analizaron mediante I-ELISA
(Vizcaino et al., 2004) para evaluar los niveles de anticuerpos de la clase IgG y las subclases
IgG1, IgGaa, IgGab capaces de reaccionar con células enteras de B. ovis PA. Para ello, las
muestras convenientemente diluidas para cada ensayo, se incubaron con células enteras de
B. ovis PA, inactivadas por calor, fijadas a la placa de ELISA (100 ul de una suspension en
PBS a una D.O.s00nm de 1). La reaccion antigeno-anticuerpo se detecté mediante el empleo
de anticuerpos anti-IgG (Anti-mouse IgG (Fc-specific)-Peroxidase, Sigma-Aldrich), anti-IgG;,
anti-IgGo,, anti-IgGoy, (Goat Anti-Mouse 1gG1, 1gG2a, IgG2y -HRP, Santa Cruz Biotechnology)
conjugados con peroxidasa (dilucién 1/4000) y una soluciéon de ABTS como sustrato para la
peroxidasa. Como control negativo se utilizé el tampon de dilucion.

Los resultados de los niveles de anticuerpos de la clase IgG se expresaron como el log
del titulo + D.E. (n=5), considerando que el titulo es el inverso de aquella diluciéon donde el
resultado de la absorbancia a 405 nm (A4osnm) Obtenida es el doble que el resultado de la
Asosnm del control negativo. Los resultados de los niveles de anticuerpos de las subclases

IgGs, 1gGaay IgGapb se expresaron como la Agosnm del pool de sueros.
6.4. Ensayo de proteccion frente a una infeccion experimental por B. ovis
6.4.1. Inmunizacion

Para la inmunizacion, los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupos de 5

animales que se inocularon respectivamente con 10”7 UFC/ratén de la cepa mutante
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Aomp25d de B. ovis PA, 108 UFC/ratdn de la cepa Aomp22 de B. ovis PA, 108 UFC/ratén de la
cepa mutante AvjbR de B. ovis PA, 10° UFC/raton de la cepa vacunal B. melitensis Revl o con
500 pl PBS (control negativo). La concentracion exacta de cada vacuna se determind
retrospectivamente mediante siembra en placas de TSA-YE-HS, por triplicado, de 100 ul de

una dilucién con alrededor de 1 x 10° UFC/ml.

6.4.2. Infeccion experimental y evaluacion de la colonizacion esplénica

Transcurridas 4 semanas desde la vacunacion, los animales inmunizados segun lo
descrito anteriormente, se inocularon por via IP con 1x10° UFC en 500 pl de PBS de la cepa
virulenta B. ovis PA. La concentracién exacta en el inoculo se determin¢ retrospectivamente
mediante siembra en placas de TSA-YE-HS, por triplicado, de 100 ul de una diluciéon con
alrededor de 1 x 10° UFC/ml.

Tres semanas después de la infeccion experimental con B. ovis PA, los animales se
sacrificaron para realizar el recuento de UFC de B. ovis PA en el bazo como se indica en el
Apartado 5.5.

Para confirmar si las colonias contadas pertenecian a la cepa virulenta B. ovis PA, o por
el contrario eran restos de la cepa vacunal, se procedi6 de diferente manera. Si la cepa
vacunal portaba un gen de resistencia a antibiotico se realizaron recuentos dobles en TSA-
YE-HS y en TSA-YE-HS suplementado con el antibidtico necesario (Kan para las cepas
mutantes Aomp25d y Aomp22 de B. ovisD.E.y Estrep para B. melitensis Revl) de manera que
el nimero de UFC de B. ovis PA se obtuvo restando el numero de UFC obtenido en TSA-
YE-HS con antibidtico al nimero obtenido en TSA-YE-HS. Cuando la cepa vacunal no
presentaba resistencia a ningtn antibiético (como es el caso de la cepa mutante AvjbR) se
procedié a analizar el 10 % de las colonias contadas mediante PCR (Apartado 3.3). Los
oligonucleotidos que se emplearon en la confirmacion fueron vjpR MUT-F + vjpbR MUT-R.

Finalmente, los resultados se expresaron como la media + D.E. (n=5) del log UFC/bazo
de B. ovis PA.

6.5. Analisis de citocinas producidas por esplenocitos murinos tras un segundo
estimulo in vitro con B. ovis PA

Este estudio se realizd con grupos de 5 ratones inmunizados como se describe en el
Apartado 6.4.1 con las cepas mutantes Aomp25d y Aomp22 de B. ovis PA, la cepa vacunal B.
melitensis Revl y PBS, respectivamente.

Transcurridas 4 semanas desde la inmunizacién, momento que coincide con la infeccion
experimental en el experimento de proteccion, se sacrificaron los 5 ratones de cada grupo

de vacunacion para extraer los bazos y preparar los cultivos celulares de forma individual



68 Materiales y Métodos

(Fernandez-Lago et al., 2005). Para ello, cada uno de los bazos se homogeneizd en 5 ml de
medio basico (DMEM, GIBCO) con homogeneizadores para tubos de Falcon®. Los
homogeneizados resultantes, se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 x g. El sedimento
obtenido se resuspendi6 en 10 ml de tampdn de lisis de eritrocitos (Cloruro de amonio 154
mM, Bicarbonato potasico 10 mM y EDTA-Na** 0,082 mM), se mantuvo en hielo 5 minutos
y posteriormente se lavé dos veces con 10 ml de medio completo (RPMI 1640, Suero Bovino
Fetal 10 %, L-glutamina 4 mM, Piruvato Soédico 1 mM, 2-mercaptoetanol 5x102 mM,
GIBCO). Una vez realizado el dltimo lavado, las células se resuspendieron en 1 ml de
medio completo suplementado con 100 pg/ml de gentamicina (Sigma-Aldrich). Para
verificar la viabilidad de las células y proceder a su recuento en cdmara de Neubauer, se
tiferon con Azul de Tripano al 0,4 % en agua. Finalmente, las células se resuspendieron en
medio completo con gentamicina hasta obtener una concentracion de 4x10° células/ml.

Los esplenocitos obtenidos de cada bazo se repartieron en 6 pocillos en placas de cultivo
de 24 pocillos (Nunc) a razén de 1 ml/pocillo o lo que es lo mismo 4x10° células/pocillo.
Posteriormente, se estimularon in vitro con B. ovis PA inactivadas por calor durante 50
minutos a 65°C (1x10” UFC/pocillo), Concanavalina A (Concentracidn final: 10 pg/pocillo) o
con medio completo (dos pocillos en cada caso). Después, las placas se incubaron a 37 °C
durante 72 horas en atmosfera humeda con el 5 % de CO,. Transcurrido el periodo de
incubacidn, se centrifugo el contenido de cada pocillo a 1400 x g durante 5 minutos para
recoger los sobrenadantes que se conservaron a -80 °C hasta que se realizo6 el andlisis de
citocinas IL1a, IL10, IL12p40, IFNy y TNFa como se describe en el Apartado 6.2.

Los resultados se expresaron como la media + D.E. (n=5) de los pg de citocina por ml de

sobrenadante analizado.

7. Métodos estadisticos empleados

Las comparaciones estadisticas entre diferentes grupos se llevaron a cabo empleando el
Test de Minimas Diferencias Significativas Protegidas de Fisher (IBM® SPSS Statistics),
considerandose estadisticamente significativas aquellas diferencias que presentaron valores
de P<0,05.
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1. Analisis de la implicacion en la virulencia de B. ovis de distintos genes

relacionados con la ME y la virulencia de cepas lisas de Brucella spp.

Este estudio se llevo a cabo con el objetivo de profundizar en el conocimiento de los
mecanismos de virulencia de B. ovis e incrementar el panel de mutantes atenuados de B.
ovis disponibles en el laboratorio para el posterior andlisis de su interés como vacunas.

En primer lugar, se abordo la construccion de cepas mutantes en el sistema regulador de
dos componentes BvrR/BvrS y en las lipoproteinas de ME Omp10, Ompl6 y Omp19.
Asimismo, se construyd un doble mutante en los genes omp31 y bacA, ambos relacionados
con la ME, para evaluar si la acumulacion de estas dos mutaciones, que individualmente
no afectan a la virulencia de B. ovis (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2012),
conducen a una atenuacion y/o modificacion de las propiedades relacionadas con la ME.
Con el objeto de poder establecer comparaciones entre el doble mutante AbacA/Aomp31 y
los respectivos mutantes simples, y considerando que el gen omp31 se habia sustituido por
un gen de resistencia a kanamicina en el mutante Aomp31 previamente obtenido (Caro-
Hernandez et al., 2007), también se construyo un mutante Aomp31 empleando la PCR de
solapamiento.

Tras realizar la caracterizacidén genotipica y analizar sus caracteristicas de crecimiento,
los mutantes obtenidos se sometieron al andlisis tanto de su virulencia, realizando ensayos
de infeccién en cultivos de macrofagos murinos y estudios de la cinética de colonizacion
esplénica en ratdon, como de una serie de caracteristicas relacionadas con las propiedades
de la ME.

1.1. Construccion de cepas mutantes de B. ovis PA

Las cepas mutantes de B. ovis PA se generaron reemplazando, a través de procesos de
recombinacion homologa, cada gen silvestre por otro inactivado. La inactivacién de los
genes de interés se realizo mediante PCR de solapamiento, para evitar un efecto polar en la
mutacion, y la transformacién bacteriana de las cepas del género Brucella se llevd a cabo
mediante electroporacion. La metodologia empleada se describe con detalle en el Capitulo
4 de Materiales y Métodos.

Como resultado de la electroporacion de B. ovis PA con los plasmidos recombinantes
pNV100VL02, pNV160OVL02, pNV190VL02, pPS310VL02, pPSBvrROVLO02 vy
pPSBvrSOVLO02 portadores de los genes de interés inactivados (Tabla V), se obtuvieron
cepas en las cuales los plasmidos se habian integrado en el cromosoma bacteriano por un

proceso de recombinacion homdloga por entrecruzamiento simple. Las cepas resultantes,
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denominadas de forma abreviada como ompl0-I, omp16-I, omp19-I, omp31-I, bvrR-I y
bvrS-I (Tabla VI), son a la vez portadoras de una copia mutada y de una copia silvestre de
los genes omp10, omp16, omp19, omp31, burR y burS, respectivamente. Ademas portan el gen
sacB y un gen de resistencia a Kan.

A continuacion, estas cepas se cultivaron en medio suplementado con sacarosa, para
seleccionar las bacterias en las que se habia producido un segundo entrecruzamiento
simple que origina la pérdida del plasmido pCVDKan-D portador del gen sacB y con ello la
obtencion de una cepa mutante o de una cepa revertiente al genotipo silvestre. Este
segundo entrecruzamiento dio lugar a las cepas mutantes deseadas en el caso de los genes
omp10, omp19 y omp31, pero en el caso de los genes omp16, burR y bourS siempre dio lugar al
genotipo revertiente silvestre, no consiguiéndose obtener ninguna cepa mutante en estos
genes.

La cepa doble mutante se obtuvo de manera similar reemplazando en una cepa mutante
AbacA de B. ovis PA (Martin-Martin et al., 2012) el gen omp31 silvestre por el gen omp31
inactivado por PCR de solapamiento y clonado en el plasmido pPS310VLO02.

Todas las cepas obtenidas en este trabajo, asi como sus caracteristicas mas relevantes, se
detallan en la Tabla VI.

1.2. Caracterizacion inicial de las cepas mutantes de B. ovis PA obtenidas en este

trabajo

1.2.1. Verificacion genotipica

La delecién de los genes omp10, ompl9 y omp31 en cada una de las cepas mutantes
generadas se confirmé mediante amplificacion del gen de interés por PCR, analisis del
genoma bacteriano por southern blot y secuenciacion de la region del genoma implicada en
los procesos de recombinacion (Capitulo 3 de Materiales y Métodos).

Se realizaron amplificaciones por PCR utilizando los cebadores externos al gen de
interés (Tabla V), ompl0OMUT-F y omplOMUT-R para el gen ompl0, ompl9MUT-F y
omplIMUT-R en el caso del gen omp19 y finalmente 3IMUT-F y 31MUT-R para omp31.

Los resultados de las electroforesis de los productos de PCR se muestran en la Figura 16
B, Figura 17 B y Figura 18 B-C. Para cada uno de los genes implicados en el proceso de
mutacion se observaron los resultados esperados tomando como referencia el genoma de B.
ovis ATCC 25840 (n® acceso GeneBank: CP000708.1 y CP000709.1). Asi, las cepas
revertientes mostraron una banda amplificada del mismo tamafio que la cepa parental, las
cepas mutantes un banda de tamafo inferior y las cepas con el plasmido integrado, las dos

bandas correspondientes al gen entero y el gen inactivado. La ausencia de los genes diana
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en cada cepa mutante se verificd, ademas, mediante una reaccién de PCR empleando un
cebador externo a la region delecionada y un cebador interno (ompl10MUT-F y omp10-F3
para el gen omp10, omp19MUT-F y omp19-F3 para el gen omp19 y 3IMUT-F y 31-MAT para
el gen omp31). Como era de esperar, no se obtuvo amplificacion en las cepas mutantes pero
si en las cepas revertientes, en las cepas con el plasmido integrado y en la cepa parental
(datos no mostrados).

Las hibridaciones de ADN-ADN por southern blot se realizaron usando como sondas los
plasmidos portadores de cada gen mutado pNV100VL02, pNV190OVL02 y pPS310VL02
(Tabla IV) marcados con DIG. Los esquemas con los genotipos y con los tamafios de los
fragmentos esperados tras la digestion enzimatica con HindIll del ADN cromosomico de
cada cepa se representan en la Figura 16 A, Figura 17 A, y Figura 18 A.

Respecto al gen omp10, tras digerir el ADN gendmico con Hindlll, esperabamos obtener
dos fragmentos de 4721 y 4574 pb en la cepa revertiente silvestre y en B. ovis PA (Figura 16
A) y otros dos fragmentos de 4721 y 4271 pb en la cepa mutante B. ovis Aomp10 (Figura 16
A). Se observaron los dos fragmentos esperados para la cepa mutante mientras que los dos
fragmentos esperados para la cepa revertiente y parental se revelaron como una tnica
banda (Figura 16 C. Carriles PA y R) debido a que tienen un tamano muy parecido. De
manera similar, en la cepa con el pldsmido integrado en el cromosoma (ompl0-I),
esperabamos obtener 7 fragmentos de 4721, 4574, 2939, 1854, 841 y 423 pb que hibridaran
con la sonda pero solo se observaron 5 bandas, ya que los fragmentos de 4712 y 4574 pb
aparecieron como una Unica banda y la banda de 423 pb es demasiado pequefia para ser
detectada en las condiciones empleadas (Figura 16 C. Carril I).

En el caso del gen ompl9, se observé un fragmento de 3819 pb tanto en la cepa
revertiente como en la cepa parental, un fragmento de 3400 pb en la cepa mutante y 5
fragmentos de 3349, 2939, 2190, 1854 y 841 pb en la cepa con el plasmido integrado en el
genoma (Figura 17 C). Estos resultados coinciden con lo esperado segtin se representa en la
Figura 17 A.

Por ultimo, respecto al gen omp31 esperdbamos obtener dos fragmentos de 2360 y 1585
pb en las cepas revertientes (omp31-R y bacA/omp31-R), en el mutante AbacA de B. ovis PA
y en la cepa parental, otros dos de 2360 y 913 pb en las cepas mutantes (omp31-M y bacA/
omp31-M) y 7 fragmentos de 2939, 2360, 1854, 1585, 841, 595 y 424 pb en las cepas con el
plasmido integrado en el genoma (omp31-I y bacA/omp31-I). En la imagen del southern blot
(Figura 18 D-E) se pueden observar todas las bandas de los fragmentos esperados menos la
de 424 pb ya que, como hemos dicho, la deteccion de bandas con un tamafio menor de 500

pb resulta dificil en las condiciones empleadas.
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La verificacion genotipica de las cepas mutantes Aomp10, Aomp19, Aomp31 y AbacA/
Aomp31 de B. ovis PA se completé con la determinacion de la secuencia completa de
nucleotidos de la regién implicada en los procesos de recombinacion. Para ello, se realizé
una amplificacién por PCR con los cebadores omp10-F2 y omp10-R2 para el gen omp10,
omp19-F2 y ompl19-R2 para el gen ompl19 y 31IMUT-F2 y 31MUT-R2 para el gen omp31
(Tabla III), que son cebadores externos a la region de recombinacion. La secuenciacion de
los productos amplificados proporcioné los resultados esperados, no observandose

modificaciones no deseadas en la secuencia de nucledtidos.

1.2.2. Analisis del crecimiento en medio sé6lido y liquido

Una vez confirmada la correcta delecion de los genes de interés se llevd a cabo un
analisis del crecimiento in vitro en medio solido de las cepas mutantes y en medio liquido
de las cepas mutantes y revertientes obtenidas, utilizando B. ovis PA como control del

patrén de crecimiento.

Crecimiento en medio sélido
Para analizar el crecimiento en medio solido, se realizaron recuentos de UFC/ml en
placas de TSA-YE-HS a partir de suspensiones bacterianas de D.O.¢00nm 0,2 (Apartado 5.2.
de Materiales y Métodos). Aunque las diferencias no fueron drasticas, los recuentos de
UFC/ml fueron ligeramente menores en las cepas mutantes Aomp10, Aompl9, Aomp31 y
AbacA/Aomp31 de B. ovis PA que en la cepa parental B. ovis PA (Tabla VI). Todas las cepas
mutantes desarrollaron un tamafio de colonia

Tabla VI UFC/ml de una suspension en similar al de la cepa parental B. ovis PA tras 6 dias

PBS de D.O.600nm de 0,2 . ., . .

Log UFC/ml de incubacion (Figura 19 A-B). Sin embargo, las
Cepas media * D.E (n=3) 1 : d 1 B . A 1 B .
A 0.55 2 0,03 colonias de las cepas B. ovis Aomp31 y B. ovis
omp10-M 9,30 £ 0,09 AbacA/Aomp31 empezaron a visualizarse tras 96
omp19-M 9,29£0,17*
omp31-M 9,26 +0,03* horas de incubacion, lo que supone un retraso de
bacA/omp31-M 9,19 £ 0,00*

24 horas con respecto a la cepa parental y las

Simbologia:

* P<0,05, **P<0,005, indican una  C¢Pas B. ovis Aompl0 y B. ovis Aompl9, cuyas

diferencia estadisticamente significativa  colonias fueron visibles a partir de las 72 horas de
en comparaciéon con el resultado

) ) incubacion.
obtenido con B. ovis PA cubacio

Crecimiento en medio liquido
El andlisis del crecimiento en medio liquido se llevé a cabo midiendo la evolucién a lo

largo del tiempo de la D.O.s00nm de suspensiones bacterianas en TSB-YE-HS con D.O.s00nm
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Figura 19. Colonias de los mutantes obtenidos en este trabajo. Se muestran las colonias obtenidas en
TSA-YE-HS tras 6 dias de incubacion a 37 °C en atmdsfera con 5% de CO,,

inicial de 0,05 (Apartado 5.2 de Materiales y Métodos). En la Figura 20 A-D se muestran las
curvas obtenidas para cada mutante objeto de estudio y su revertiente silvestre, en relacion
con la cepa parental B. ovis PA. En el caso del doble mutante B. ovis AbacA/Aomp31 también
se incluy? en el estudio el mutante AbacA de B. ovis PA (Figura 20 D).

Todas las cepas analizadas alcanzaron la fase estacionaria transcurridas
aproximadamente 48 horas de incubacion. Sin embargo, no todas las cepas mostraron una
progresion similar de la fase exponencial ya que presentaron diferentes valores al final de
dicha fase. Asi, la D.O.s00nm alcanzada por la cepa mutante B. ovis Aomp10 y la cepa mutante
B. ovis Aomp19 fue de 1,34 y 1,26 respectivamente, mientras que la cepa mutante B. ovis
Aomp31, B. ovis PA 'y los tres revertientes los valores de D.O.¢0onm llegaron a valores de entre
1,54 y 1,56. Las cepas mutantes Aompl0 y Aompl9 mantuvieron valores de D.O.s00nm
ligeramente inferiores a los observados con la cepa parental hasta el final del experimento
(69 horas de incubacion) (Figura 20 A-B). Tanto la cepa mutante Aomp31 como la cepa
doble mutante AbacA/Aomp31 presentaron una evolucion de la D.O.soonm a lo largo del
tiempo similar a la observada con la cepa parental y las correspondientes cepas revertientes
(Figura 20 C-D).

Dado que la medida de la D.O.s00nm €s un método indirecto para evaluar el crecimiento
microbiano, también se determind el numero de UFC/ml de cada cepa a las 0, 24 y 48 horas

de incubacion. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VII.



Resultados 79

2,0 1 2,0 1
1,8 A 1,8

006 . . . ; ; . , 0,0 . : : : ; . .
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo de incubacion (h) Tiempo de incubacion (h)

C 2,0 D 2,0
1,8 1,8
1,6 -
1,4 -
e 121
c
S 10 -
Y —&— PA
(=] 06 —@— bacA/omp31-M
04 - g bacA/omp31-R
02 ==@&==DbacA
0,0 T r r T T r ) oo ® . . . . . i X
OO 208 SO OO E0 0 0O 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo de incubacion (h) Tiempo de incubacién (h)

Figura 20. Analisis del crecimiento en medio liquido de las cepas mutantes y revertientes silvestres
de B. ovis PA obtenidas en este trabajo. A-D. Se muestra la evolucion de la D.O. 4y, a lo largo del
tiempo de los cultivos en TSB-YE-HS de las distintas cepas. Los controles usados fueron B. ovis PA y el
mutante dbacA, en el caso del doble mutante.

Tabla VII. Relacién entre D.O.¢00nm y UFC/ml a distintos tiempos de la cepa parental B. ovis PA y de las cepas
mutantes y revertientes obtenidas en este estudio.

bacA/ bacA/
omp31-Mjomp31-R

UFC/ml 3 30x108 2,40x108 3,12x108 2,13x108 3,20x108 2,27x108 4,30x108 3,60x108 2,97x108 3,60x108
D.O.600 0 horas
. 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

UFC/ml g 90x10? 3,15x10° 7,45x10° 3,90x10° 6,10x10° 6,40x102 9,70x10° 1,24x10'0 2,45x10° 1,26x1010
D.O.600 24 horas
o 1,05 0,74 0,97 0,75 1,01 0,95 1,04 1,13 1,05 1,11

UFC/ml 1,04x1010 9,10x10° 1,41x10' 6,90x10° 1,26x1010 1,80x10'° 1,35x10™ 1,11x1010 1,27x1010 1,13x1010
D.O.600 48 horas
1,54 1,34 1,56 1,26 1,54 1,55 1,55 1,60 1,63 1,62
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En ellos podemos destacar que a tiempo 0 horas, en que la D.O.s00nm (0,05) era igual
para todas las cepas, se observaron pequenas diferencias en los recuentos de UFC/ml que
no resultaron estadisticamente significativas. A las 24 horas la cepa mutante Aomp10 y la
cepa mutante Aompl9 mostraron recuentos bastante inferiores a la cepa parental,
diferencias que también se habian puesto de manifiesto en la medida de la D.O.¢ponm. Con el
tiempo, dichas diferencias se fueron minimizando y a las 48 horas, alcanzada la fase
estacionaria, los recuentos de UFC/ml, aunque menores, no eran tan diferentes al igual que

habia ocurrido con la D.O.s00nm.

1.2.3. Estudio de las propiedades de la membrana externa

Con el fin de comprobar si la inactivacion de los genes omp10, omp19 y omp31 causaba en
las cepas mutantes resultantes alguna alteracion relacionada con las propiedades de la ME
y que podria a su vez repercutir en la virulencia de la bacteria, se sometio a estas cepas a

diversos ensayos que permiten evaluar este aspecto.

Anilisis de la autoaglutinacion

En primer lugar, evaluamos la capacidad de autoaglutinacion en medio liquido TBS-YE-
HS que presentaba cada una de las cepas derivadas de B. ovis PA obtenidas en este trabajo.
Para la realizacion de dicho estudio se prepararon suspensiones de cada bacteria en medio
liquido a una D.O.s00nm de 0,8 y posteriormente, sin agitacion, se fueron analizando las
variaciones que sufria este valor de D.O. a lo largo del tiempo (Apartado 5.3.1 de
Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se expresaron como la media de los
porcentajes de D.O.¢00nm procedentes de tres ensayos independientes, considerando la D.O.
¢0onm inicial de 0,8 como el 100%.

Todas las cepas revertientes al genotipo silvestre, asi como el mutante AbacA de B. ovis
PA, mostraron un comportamiento similar al observado con la cepa parental, con un ligero
incremento de la D.O., a partir de las 2 horas de incubacién, que se mantuvo hasta el final
del experimento a las 49 horas (Figura 21). El mutante B. ovis Aompl0 presentd una
evolucion muy similar, aunque a partir de las 24 horas de incubaciéon mostrd una leve
reduccion de la D.O. en comparacion con la cepa parental (Figura 21 A). Algo mas acusada
fue la disminucion de la D.O. en el caso de la cepa mutante B. ovis Aomp19, aunque la D.O.
0onm al final del experimento solo habia disminuido hasta el 91,45% del valor inicial (Figura
21 B). En contraste, las cepas mutantes Aomp31 y AbacA/Aomp31 de B. ovis PA presentaron
una marcada capacidad de autoaglutinacion con valores de D.O.g00nm aproximados del 55%
a las 24 horas y del 20 % a las 49 horas de incubacién (Figura 21 C-D).
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Figura 21. Autoaglutinacion en medio liquido de las cepas mutantes y revertientes silvestres de B.
ovis PA obtenidas en este trabajo. A-D. Se muestra el seguimiento de la D.O.y ,, a lo largo del tiempo
de las suspensiones bacterianas preparadas en TSB-YE-HS. Los controles usados fueron B. ovis PA y en
el caso del doble mutante el mutante 4bacA. Los datos representados hacen referencia a la media de tres
ensayos llevados a cabo independientemente en las mismas condiciones, considerando la D.O.¢
inicial de las suspensiones (0,8) como el valor 100% en cada caso. Para una mayor claridad, no se ha
incluido en las graficas la desviacion estandar de cada punto ya que en todos los casos fue poco

representativa (D.E. <3,39).

Evaluacion de la sensibilidad a polimixina B y desoxicolato de sodio

En la misma linea de seguir analizando si las mutaciones originadas en la cepa B. ovis
PA causaban alteraciones en la ME que pudiesen provocar una disminucion de la
virulencia de la bacteria, realizamos varios ensayos para evaluar si la capacidad de
resistencia al efecto bactericida de ciertos compuestos se veia alterada en las cepas
mutantes. Para ello, llevamos a cabo un estudio de la sensibilidad que mostraban las cepas
obtenidas en este trabajo a la accion bactericida de la polimixina B y del desoxicolato de
sodio, determinando las tasas de supervivencia que presentaban tras ser expuestas durante

1 hora a una concentracién de 1 mg/ml de polimixina B y de 0,1 mg/ml de desoxicolato
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sodico. En ambos casos, se consideré6 como 100% de supervivencia el recuento de UFC
obtenido tras la incubacién de cada cepa solo en PBS durante el mismo periodo de tiempo
(Apartado 5.3.2 de Materiales y Métodos).

La cepa parental presentd6 un porcentaje de supervivencia préoximo al 80 % tras la
exposicion a polimixina B (Figura 22 A) y ni la cepa B. ovis Aomp19 ni ninguna de las cepas
revertientes silvestres mostraron diferencias significativas con la cepa parental. Sin
embargo la cepa B. ovis Aomp10 presentd un porcentaje de supervivencia del 42,9+2,3 %, lo
que fue significativamente menor (P< 0,005) que lo observado en la cepa parental. El
mutante que presenté mayor sensibilidad a la polimixina B fue el Aomp31 de B. ovis PA, ya
que solo un 15,1+9,5 % de las células fue capaz de crecer tras la exposicion al agente. El
doble mutante AbacA/Aomp31, mostré un porcentaje de supervivencia del 60,2+6,8 %, lo
cual no fue significativamente diferente de B. ovis PA pero si (P< 0,05) del mutante AbacA de
B. ovis PA (91,3+4,4 %).

El porcentaje de supervivencia tras la exposicion a desoxicolato de sodio de B. ovis PA,

los revertientes silvestres y el mutante Aomp19 oscild entre el 94 y el 100% dependiendo de

A B
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Figura 22. Sensibilidad a la exposicion a polimixina B (A) y desoxicolato de sodio (B) de las cepas
mutantes y revertientes silvestres de B. ovis PA obtenidas en este trabajo. A-B. Se muestran los porcentajes
de supervivencia de cada cepa tras su exposicion durante 1 hora a concentraciones de 1mg/ml de polimixina
B y de 0,1 mg/ml de desoxicolato de sodio. Los datos muestran la media + D.E. (n=3) de los porcentajes

obtenidos, considerando para cada cepa como 100% de supervivencia el nimero de UFC/placa obtenido al
incubar en las mismas condiciones con PBS.

Simbologia:

*P<0,05, **P<0,005,***P<0,0005, indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el
resultado obtenido por B. ovis PA.

*P<0,05, indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacioén con el resultado obtenido por
el mutante AbacA.
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la cepa, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Por el
contrario, los mutantes Aomp10, Aomp31 y el doble mutante AbacA/Aomp31 presentaron
una mayor sensibilidad (P< 0,05) al detergente que la cepa parental, con porcentajes de

supervivencia en torno al 75 % (Figura 22 B).

Evaluacion de la sensibilidad al perdxido de hidrdgeno
Finalmente, para concluir el estudio de la integridad de la ME de las cepas mutantes de
B. ovis PA, se determind la sensibilidad al perdxido de hidrégeno, un intermediario
producido durante la explosion oxidativa de los macrofagos y utilizado por estos como un
mecanismo bactericida. Para ello, se extendieron 100 ul de una suspension en PBS de cada
cepa a una D.O.¢onm de 0,2 en placas de TSA-YE-HS y, posteriormente, en cada una de ellas
se depositd un disco de papel Whatman impregnado con 10 ul de peroxido de hidrégeno al
30 %. Una vez transcurridas 72 horas de incubacion, se midieron los diametros de los halos
de inhibiciéon generados y se calculé para cada cepa la media + D. E. de los valores
obtenidos provenientes de tres placas independientes (Apartado 5.3.3 de Materiales y
Métodos). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23 donde podemos observar
como la sensibilidad al peroxido
Sensibilidad al peroxido de hidrégeno de hidrégeno en todos las cepas

60 )
FE ek HPA mutantes obtenidas en este

50 7 °mp1O'M trabajo fue significativamente
Z4omp10-R
£ ,% omP mayor (P< 0,0005), con medias de
§, 40 % .omp19-M
o ”//; Bomp19-R didmetro de halo comprendidas
'530 g Womp31-M entre 52-56 mm, que la
% 20 é ;0mp31'R sensibilidad mostrada por la
8 bacA
a . g WbacAlomp3iM cepa parental B. ovis PA y por el
’,//; BbacA/omp31-R mutante AbacA de B. ovis PA
%

(didmetro medio ligeramente

Figura 23. Sensibilidad al per6xido de hidrégeno de las inferior a 50 mm). Las cepas

cepas mutantes y revertientes silvestres de B. ovis PA revertientes al genotipo silvestre
obtenidas en este trabajo. Se muestra la media + D.E. (n=3)

del didmetro del halo de inhibicién producido por accién se comportaron de manera
del percxido de hidrogeno. similar a B. ovis PA.

Simbologia:

**#*P<0,0005, indican una diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con el resultado obtenido por
B. ovis PA.
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1.3. Analisis de la capacidad infectiva y de multiplicacion intracelular en cultivos de
macréfagos murinos de las cepas mutantes de B. 0vis PA obtenidas en este trabajo.

Tras analizar las propiedades de la ME de las cepas mutantes y revertientes silvestres, se
procedioé a realizar estudios de infeccién in vitro de células fagociticas profesionales, en
concreto macrdéfagos murinos, con el fin de comprobar si la mutacion afectaba a la
capacidad de colonizacion y a la multiplicacion intracelular. Para ello, realizamos ensayos
de infeccion de cultivos con 2x10* células de macrofagos murinos J774.A1 empleando las
condiciones experimentales sefialadas en el Apartado 5.4 de Materiales y Métodos. Las
dosis exactas de infeccion se recogen en la Figura 24 E.

La cepa parental B. ovis PA, tras la internalizaciéon en macréfagos J774.A1, mostro
durante las 72 horas p.i. analizadas un numero de UFC practicamente constante (del orden
de 4,5 log UFC) (Figura 24). El mutante AbacA de B. ovis PA y todas las cepas revertientes
obtenidas en este trabajo presentaron un patrén de infeccion de macroéfagos similar al
descrito para la cepa parental (Figura 24 D).

Por el contrario, las cepas mutantes Aomp10, Aomp19, Aomp31y AbacA/Aomp31 de B. ovis
PA mostraron una capacidad de internalizacion similar a la cepa parental, pero a las 24
horas p.i. en todas ellas se observé una disminucién de entre 0,65 y 1,45 log en el nimero
de UFC intracelulares dependiendo de la cepa mutante. Posteriormente, el nimero de
UFC, para cada cepa mutante, se mantuvo constante durante las 72 horas que duré el

experimento (Figura 24 A-D).

1.4. Estudio de la virulencia en ratones BALB/c de las cepas mutantes de B. ovis PA
obtenidas en este trabajo.

Otro apartado de la caracterizacién de los mutantes obtenidos consistio en realizar un
estudio de la colonizacién esplénica en modelo murino usando como control la cepa
parental virulenta B. ovis PA. Para ello, los ratones se inocularon por via IP con
aproximadamente 1x10° UFC y después se evaluo, a las semanas 3 y 8 p.i., el numero de
bacterias viables presente en los bazos de 5 ratones por cada cepa (Apartado 5.5 Materiales
y Meétodos). Las dosis exactas de inoculaciéon se determinaron mediante recuentos
retrospectivos en placa (Figura 25 B).

Los resultados obtenidos mostraron que, transcurridas 3 semanas, los recuentos
bacterianos en los bazos de los animales inoculados con la cepa B. ovis Aomp10 (5,29 + 0,1
log UFC/bazo) fueron ligeramente inferiores (P<0,05) a los observados con B. ovis PA (6,82 +
0,9 log UFC/bazo) (Figura 25 A), mientras que el resto de cepas mutantes presentaron un
grado de colonizacion esplénica similar a la de la cepa parental. La diferencia observada

entre la cepa mutante Aompl10 y B. ovis PA no se mantuvo en el tiempo, de modo que a la
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Figura 24. Andlisis de 1la cinética de
multiplicacion  intracelular en macréfagos
murinos de las cepas mutantes y revertientes
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semana 8 p.i. todas las cepas mutantes presentaron recuentos esplénicos similares a los
mostrados por la cepa parental.

En el analisis del peso de los bazos (Figura 25 B), a la semana 3 p.i. se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el peso de los bazos de los animales
inoculados con B. ovis PA y el peso de los bazos de los animales inoculados con los
mutantes, observandose mayor esplenomegalia en los bazos de los animales infectados con
la cepa parental. Estas diferencias no se mantuvieron en el tiempo y a la semana 8 p.i. todos

los bazos mostraron un peso similar.
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Cepa Dosis de Pesos de los bazos (g) Pesos de los bazos (g)
inoculacion Semana 3 p.i. Semana 8 p.i.
(UFC/raton)
PA 9,4x10° 0,203 + 0,08 0,183 + 0,03
omp10-M 9,5x10° 0,112 + 0,02** 0,181 + 0,06
omp19-M 9,5x10° 0,140 £ 0,01* 0,149 + 0,02
omp31-M 9,4x10° 0,126 + 0,03* 0,215+ 0,05
bacA/omp31-M 9,5x10° 0,121 £ 0,01** 0,146 + 0,01*

Figura 25. Analisis de la virulencia en ratones BALB/c de las cepas mutantes de B. ovis PA obtenidas
en el presente trabajo. Se muestran los valores de infeccién esplénica obtenidos a las semanas 3 y 8 p.i.,
expresados como la media + D.E. del log UFC/bazo siendo n=5. B. Dosis (UFC/raton) exactas de cada
una de las cepas inoculadas IP y media + D.E. del peso de los bazos procedentes de ratones BALB/c
infectados con cada una de las cepas y sacrificados a las semanas 3 y 8 p.i. (expresados en gramos).
Simbologia:

*P<0,05, **P<0,005, indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el resultado
obtenido con B. ovis PA.
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2. Estudio, en modelo murino, de mutantes atenuados de B. ovis PA como vacunas

vivas frente a infecciones producidas por B. ovis

Otro de los objetivos generales de este trabajo ha sido el de analizar la utilidad como
vacunas, frente a infecciones ocasionadas por B. ovis, de cepas mutantes con virulencia
atenuada derivadas de B. ovis PA. Considerando que los mutantes Aomp10, Aompl9,
Aomp31 y AbacA/Aomp31 de B. ovis PA obtenidos durante la realizacion de este trabajo no
presentaron un disminucion relevante de la virulencia en los ensayos de infeccion
experimental en ratén (Figura 25), para la consecucion de este objetivo tnicamente se
emplearon los mutantes atenuados Aomp25d, Aomp22, AvjbR, AvirB2 y Acgs de B. ovis PA
previamente obtenidos en nuestro laboratorio (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin
et al., 2012).

2.1. Evaluacion preliminar de la colonizacion esplénica de los mutantes atenuados de
B. ovis PA en la dosis de vacunacion seleccionada

Considerando la marcada atenuacion observada para los mutantes Aomp25d, Aomp22,
AvjbR, AvirB2 y Acgs de B. ovis PA en los experimentos de virulencia previamente
realizados (Figura 26) (Caro-Hernandez et al.,, 2007, Martin-Martin et al., 2012), se

A —e—omp25d-M —@—omp22-M —8—PA
Figura 26. Analisis de la virulencia en
ratones BALB/c de las cepas mutantes
domp25d, Aomp22, AvjbR, AvirB2 y
Acgs de B. ovis PA (Tomado y
adaptado de Caro-Hernandez et. al.,
2007 y Martin-Martin et. al., 2012). A.
Valores de infeccion esplénica de los
mutantes domp25d y domp22 (dosis de
inoculacién 5x10°6 UFC/raton,

i O aproximadamente), obtenidos las

0 ) "‘ é é 1'0 1'2 primeras 11 semanas p.i., expresados

Tiempo p.i. (semanas) como la media * D.E. del log
UFC/bazo siendo n=5. B. Valores de

EPA  EvpbR-M  OvirB2-M  Bcgs-M infeccién esplénica de los mutantes
AvjbR, AvirB2 'y Acgs (dosis de
inoculacion 10° UFC/raton,
aproximadamente) obtenidos a las
semanas 3 y 8 p.i., expresados como la
media * D.E. del log UFC/bazo siendo
n=>5.

Simbologia:

*P<0,05, **P<0,005, ***P<0,0005, indican

una diferencia estadisticamente

Semana 3 p.i. Semana 8 p.i. significativa en comparacién con el

resultado obtenido por B. ovis PA.
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seleccioné una dosis de vacunacién de 10® UFC/ratén para todos los mutantes, excepto
para el mutante Aomp25d. Este mutante se empled a una dosis de 107 UFC/ratén ya que en
los experimentos previos de virulencia (Caro-Hernandez et al., 2007) se observo que en la
primera semana p.i. presentaba niveles de colonizacion esplénica superiores a los
obtenidos con la cepa parental (Figura 26 A). Teniendo en cuenta estudios previos que
emplean B. melitensis Revl como vacuna control en modelo murino, la dosis de vacunacion
seleccionada para la cepa vacunal B. melitensis Revl fue de 10° UFC/ratén (Jiménez de
Bagués et al., 1993; Jiménez de Bagués et al., 1994; Cassataro et al., 2007).

Para tener una estimacion previa del grado de colonizacion esplénica de las distintas
cepas mutantes al ser empleadas en las dosis de vacunacion seleccionadas, se realizé un
recuento del niimero de bacterias presentes en el bazo de los animales inmunizados en la
semana 3 p.i. (Figura 27), momento que coincide con el maximo de infeccion esplénica en el
caso de la cepa virulenta B. ovis PA. Para ello, se inocularon por via IP 5 ratones por cepa y,
transcurridas 3 semanas, se evalud el nimero de bacterias viables presente en los bazos
(Apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos). Los resultados muestran que, a la dosis vacunal
seleccionada, todas las cepas mutantes de B. ovis PA, menos B. ovis Acgs, presentaron un
grado de colonizacion esplénica significativamente inferior al observado en la cepa
parental virulenta B. ovis PA (Figura 27) pero superior al observado en experimentos
previos con dosis de infeccion inferiores (Figura 26).

Ya que el mutante Acgs de B. ovis PA al ser inoculado a una dosis de 108 UFC/ratén
presentd niveles de infeccidon
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Figura 27. Analisis de la colonizacion esplénica en ratones
BALB/c de las cepas mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR,
AvirB2 y Acgs de B. ovis PA a la dosis de vacunacidon
seleccionada (107 UFC/raton para Aomp25d y 108 UFC/raton
para la cepa parental B. ovis PA y para el resto de mutantes).
Valores de infeccién esplénica obtenidos a la semana 3 p.i.,
expresados como la media + D.E. del log UFC/bazo siendo n=5.
*P<0,05, **P<0,005, ***P<0,0005, indican una diferencia
estadisticamente significativa en comparacién con el resultado
obtenido por B. ovis PA.

bacterias en bazo a las semanas
1,3,5y 10 p.i. (Apartado 6.1.2 de
Materiales y Métodos). Los
resultados obtenidos mostraron
un perfil de colonizacidén

esplénica bastante similar en los



Resultados 89

animales inoculados con la cepa mutante B. ovis Acgs y los animales inoculados con la cepa
parental virulenta B. ovis PA en las primeras 5 semanas p.i. Sin embargo, en la semana 10
p.i. el nimero de UFC en bazo fue considerablemente menor en el mutante que en la cepa
parental (Figura 28 A). El peso de los bazos en los animales inoculados con el mutante Acgs
de B. ovis PA fue significativamente menor que el observado en los ratones inoculados con
la cepa parental a lo largo de todo el experimento (Figura 28 B).

A la vista de los resultados, se consider¢ interesante evaluar lo que ocurria al inocular

este mutante en una dosis intermedia (Figura 28 C-D), por lo que se realizé un
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3 0,488 + 0,02 0,126 + 0,04 *** Sg“;ﬂf'a 107 0,133 £ 0,09
5 0,290 + 0,03 0,204 £ 0,03 ** 10 0,126 £ 0,04
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Figura 28. Analisis de la colonizacion esplénica, a diferentes dosis, del mutante Acgs de B. ovis PA. A.
Colonizacién esplénica del mutante 4cgs de B. ovis PA (dosis de inoculacion: 103 UFC/ratén) y de la cepa
parental B. ovis PA (dosis de inoculacién: 102 UFC/ratén). B. Peso de los bazos a lo largo del tiempo de
los ratones inoculados con 4cgs (dosis: 108 UFC/ratén) y con PA (dosis: 108 UFC/ratén). C. Colonizacién
esplénica del mutante 4cgs trascurridas 3 semanas de la inoculacién con distintas dosis 10° UFC/raton,
107 UFC/ratén y 108 UFC/ratén. D. Peso de los bazos procedentes de los ratones inoculados con distintas
dosis del mutante 4cgs en la semana 3 p.i. En las figuras A y C se representa la media + D.E del log
UFC/bazo. (n=5) y en las tablas B y D la media + D.E del peso del bazo expresado en gramos (n=5).
Simbologia:

** P<0,005, *** P<0,0005, indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el
resultado obtenido por B. ovis PA

*#* P<0,0005, indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el resultado de
dosis 108 UFC/ratén

* P<0,05, ** P<0,005 indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el
resultado de dosis 107 UFC/raton
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experimento adicional en el que se cuantifico el grado de infeccion esplénica a la semana 3
p-i. en ratones inoculados con 10° 10”7 y 10® UCF del mutante Acgs de B. ovis PA. Los
resultados obtenidos mostraron que la dosis inoculada tenia una marcada influencia en el
grado de colonizacion esplénica de la bacteria. Los recuentos esplénicos fueron
considerablemente menores en los animales inoculados con la dosis 10° UFC/ratén (log
UFC/bazo de 3,03 + 1,6) que en los animales inoculados con las dosis de 107 UFC/rat6n o
108 UFC/ratén (Figura 28 C), si bien los animales inoculados con 10”7 o 10® UFC/ratén
mostraron recuentos esplénicos similares entre si (Figura 28 C). Al igual que se observd en
el experimento anterior (Figura 28 A-B), los ratones inoculados con la cepa mutante Acgs
de B. ovis PA presentaron una esplenomegalia muy limitada independientemente de la
dosis inoculada (Figura 28 D).

Tras analizar los resultados obtenidos en este apartado con la cepa mutante B. ovis PA
Acgs, se considerd que la atenuacion de este mutante no era suficiente para que pudiera ser

empleado como vacuna viva y no se incluyd en los estudios posteriores.

2.2. Analisis de la persistencia de los mutantes atenuados de B. ovis PA en la dosis de
vacunacion seleccionada

Con los mutantes seleccionados en el apartado anterior y con objeto de evaluar tanto la
cinética de colonizacion esplénica como la respuesta inmune inducida, se realizo un
estudio mas amplio que se extendio hasta el dia 28 p.i., momento que coincide con la
infeccion experimental en los ensayos de proteccion detallados mas adelante.

Para ello, los mutantes se inocularon por via IP en las dosis indicadas en la Figura 29 F y
se realizaron recuentos en bazo en los dias 7, 14, y 28 p.i. Ademas, se consider¢ interesante
seleccionar dos mutantes para un estudio mas completo que incluyera puntos de muestreo
adicionales a los dias 1, 3 y 21 p.i. Considerando los resultados obtenidos en el experimento
inicial de colonizacion esplénica a la semana 3 p.i. (Figura 27), los mutantes seleccionados
fueron B. ovis Aomp25d y B. ovis Aomp22 ya que, aunque no presentaron diferencias
significativas con los mutantes AvjbR y AvirB2 de B. ovis PA, proporcionaron los valores
medios de UFC/bazo mas elevados y similares a los obtenidos con la vacuna clasica B.
melitensis Revl (Figura 27). En este estudio ampliado también se incluyeron la cepa
parental B. ovis PA, la vacuna clasica B. melitensis Revl y un grupo de animales inoculado
con PBS como control negativo para el andlisis de anticuerpos en suero y citocinas
enddgenas en bazo como se describe en el Apartado 6.1.3 de Materiales y Métodos.

En los animales inoculados con la cepa parental virulenta B. ovis PA los recuentos
esplénicos fueron aumentando progresivamente hasta el dia 14 p.i. y a partir de este

momento, hasta el final del experimento (dia 28 p.i.), se mantuvieron mads o menos
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Figura 29. Cinética de colonizacion esplénica a dosis vacunal de los distintos mutantes atenuados.
A. domp25d (dosis: 107 UFC/ratén). B. domp22 (dosis: 108 UFC/ratén). C. 4vjbR (dosis: 108 UFC/ratén).
D. 4virB2 (dosis: 108 UFC/ratén). E. Cepa vacunal B. melitensis Rev 1 (dosis: 105 UFC/ratén). Se
representa el log UFC/bazo + D.E. (n=5) de cada mutante junto con los resultados obtenidos para la
cepa parental B. ovis PA (dosis: 108 UFC/ratén). F. Dosis de inoculacién de cada cepa mutante por

raton, determinada mediante recuento restrospectivo.
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constantes (en torno a 7 log UFC/bazo). En el caso de los animales inoculados con la cepa
vacunal B. melitensis Revl, los recuentos esplénicos fueron aumentando progresivamente
de forma similar a B. ovis PA hasta el dia 7 p.i., momento en que se alcanzo el nivel maximo
de infeccién (6,51 + 1,1 log UFC/bazo). A partir de este momento fueron disminuyeron
progresivamente hasta el final del experimento (3,15 + 0,7 log UFC/bazo el dia 28 p.i.)
(Figura 29 E).

El perfil de colonizacion esplénica del mutante Aomp25d de B. ovis PA fue similar al
observado en la vacuna clasica B. melitensis Revl (Figura 29 A), con recuentos maximos en
bazo a dia 7 p.i. (6,79 = 1 log UFC/bazo) y una disminuciéon exponencial en el nimero de
UFC/bazo desde ese momento hasta el dia 28 p.i. en que termina el experimento. Cabe
destacar que, aunque las diferencias observadas en el numero de UFC/bazo entre la cepa
mutante Aomp25d de B. ovis PA y B. melitensis Revl no fueron estadisticamente
significativas, al final de este experimento en 4 de los 5 animales inoculados con la cepa
mutante no se aislé ninguna bacteria del bazo mientras que, en todos los animales
inoculados con B. melitensis Revl1 si.

En los animales inoculados con las cepas mutantes Aomp22 (Figura 29 B) y AvjbR
(Figura 29 C) de B. ovis PA los recuentos esplénicos obtenidos hasta el dia 7 p.i. (en torno a
4,5 log UFC/bazo) fueron similares a los observados con B. ovis PA. Sin embargo, a partir de
este momento, no evolucionaron a niveles superiores sino que se mantuvieron
practicamente estables a lo largo de todo el experimento, de modo que a dia 28 p.i. fueron
del orden de 2 log inferiores a los observados con B. ovis PA (Figura 29 B y C).

El mutante AvirB2, sorprendentemente, presentd recuentos esplénicos similares a PA
tanto el dia 7 p.i. (4,78 + 0,2 log UFC/bazo) como el dia 28 p.i. (6,14 + 0,4 log UFC/bazo). La
diferencia entre ambas cepas fue que con la cepa virulenta B. ovis PA se alcanzaron valores
de 7 log UFC/bazo el dia 14 p.i. que se mantuvieron hasta el dia 28 p.i. y con la cepa AvirB2
los valores de los recuentos esplénicos alcanzados fueron de 5,54 + 0,9 log UFC/bazo a dia
14 p.i. (Figura 29 D).

2.3. Evolucion de los anticuerpos, capaces de reaccionar con células enteras de B. ovis,
en el suero de los animales vacunados

Los ratones empleados en el estudio de la persistencia en bazo de los mutantes
atenuados de B. ovis PA también se utilizaron para analizar la evoluciéon en suero de los
niveles de anticuerpos de la clase IgG capaces de reaccionar con células enteras de B. ovis
PA en la técnica de I-ELISA (Apartado 6.3 de Materiales y Métodos). Ademas, se habia

incluido un grupo de animales inoculado con PBS como control negativo.
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En los animales inoculados con las cepas mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR y AvirB2 de
B. ovis PA estos anticuerpos empezaron a detectarse a los 7 dias p.i. y sus niveles se
incrementaron progresivamente hasta el final del experimento en el dia 28 p.i. (Figura 30).
Las diferencias entre estos grupos de ratones fueron poco relevantes, aunque a los 14 dias
pi. los animales inoculados con la cepa B. ovis Aomp25d presentaron un titulo de
anticuerpos inferior al observado en los animales inoculados con los demas mutantes de B.
ovis. En los animales inmunizados con B. melitensis Revl la respuesta de anticuerpos
reactivos con células enteras de B. ovis PA solo fue detectable a partir del dia 14 p.i. y los
niveles fueron significativamente inferiores (P<0,005) a los observados en los animales
inmunizados con los mutantes derivados de B. ovis PA (Figura 30). Finalmente, en el suero
de los animales inoculados con PBS no se detectaron anticuerpos IgG reactivos con células
enteras de B. ovis PA (Figura 30).

Posteriormente, en las mismas muestras de suero y también mediante [-ELISA, se
realizé el estudio de las subclases IgGi, IgGaa e IgGop reactivas frente a células enteras de B.
ovis PA inactivadas por calor (Apartado 6.3 de Materiales y Métodos).

En los animales inoculados con las cepas mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR y AvirB2 de

B. ovis PA las 3 subclases
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En los animales inoculados con la cepa vacunal B. melitensis Revl los niveles de IgG,
IgGaa e IgGa, observados fueron muy inferiores a los observados en los animales
inmunizados con las cepas mutantes de B. ovis, comenzandose a detectar las 3 subclases en

el mismo momento, el dia 14 p.i., y sin un claro predominio de ninguna de ellas (Figura 31

E).
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2.4 Evolucion de la produccion de citocinas endégenas en el bazo de los animales
inmunizados

En los mismos animales empleados en el estudio anterior, se llevé a cabo un andlisis del
peso de los bazos y de las citocinas enddgenas producidas en los mismos. Para ello, el
homogeneizado del bazo se lis6 con CHAPS como se describe en el Apartado 6.2 de
Materiales y Métodos y en los sobrenadantes obtenidos se analizaron, mediante ELISA, las
citocinas IFNvy, IL1a, TNFa, IL12p40 e IL10.

Andlisis del peso de los bazos

Los resultados del peso de los bazos se recogen en la Tabla VIII. El peso medio de los
bazos extraidos de los animales inoculados con PBS oscil6 entre 0,075 y 0,096 gramos. En
referencia a estos valores, en los animales inoculados con la cepa parental virulenta B. ovis
PA se observé un aumento progresivo del peso de los bazos a partir del dia 14 p.i. y hasta
el final el final del experimento, momento en el que se alcanzaron valores de 0,484 + 0,30 g.
En los animales inoculados con la cepa vacunal B. melitensis Revl se observd un aumento
en el peso de los bazos entre los dias 7 y 28 p.i., destacando una marcada esplenomegalia el
dia 14 p.. (0,448 £ 0,06 g). En los bazos procedentes de los animales inoculados con las
cepas mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR y AvirB2 de B. ovis PA no se observé un aumento

tan importante de tamafo, manteniéndose éste siempre por debajo de 0,200 g (Tabla VIII)

Tabla VIII. Peso de los bazos (media + D.E.) de los ratones inoculados con la cepa virulenta B. ovis PA (dosis 108/
UFC/ratén), los mutantes atenuados Aomp25d (dosis 107/UFC/ratén), Aomp22, AvjbR, AvirB2 (dosis 108 UFC/

ratén), la cepa vacunal B. melitensis Rev1 (dosis 10%/UFC/ratén) y de los ratones control (inoculados con PBS).

Pseo (g) del bazo de los animales inoculados con:

omp25d-M omp22-M vjbR-M virB2-M
1 0,076 £ 0,01 0,069 +£0,02 0,088+0,01 ND ND 0,075 £ 0,01 0,075 £ 0,00
3 0,086 + 0,01 0,079+0,01 0,096 +0,00 ND ND 0,082 + 0,02 0,080 + 0,00
7 0,104 £ 0,03 0,134 +£0,02 0,108 +0,02 0,104+0,01 0,116 £ 0,01 0,188 £ 0,05 0,089 + 0,01
14 0,190 £ 0,03 0,134 £0,03 0,099+0,02 0,124+0,01 0,099 + 0,00 0,448 £ 0,06 0,078 £ 0,00
21 0,397 £ 0,08 0,113+0,03 0,100+0,01 ND ND 0,221 £ 0,03 0,077 £ 0,00

28 0,484 + 0,30 0,105+0,02 0,099+0,01 0,111+0,01 0,174 £ 0,01 0,137 £ 0,02 0,096 + 0,00

Analisis de la produccion de citocinas enddgenas en los bazos

En los animales inoculados con la cepa parental virulenta B. ovis PA la produccion de
citocinas enddgenas en bazo comenzo a detectarse, en general, a partir del dia 7 p.i. En el
caso del IFNY, los niveles maximos de produccidn se observaron entre los dias 14y 28 p.i. y
fueron de aproximadamente 1700 pg/0,1g bazo. Respecto a la IL1a y el TNFa los niveles

maximos de produccién se detectaron el dia 21 p.i. y fueron de aproximadamente 6000 y



96 Resultados

400 pg/0,1g bazo, respectivamente, mientras que los niveles maximos de IL12p40
(aproximadamente 1500 pg/0,1g bazo) se detectaron el dia 14 p.i. Una vez alcanzados los
niveles maximos de IL1a, TNFa e IL12p40 comenzd a observarse un leve descenso que no
se observo en el caso del IFNY. Los niveles de IL10 fueron despreciables a lo largo de todo
el experimento (Figuras 32-36).

En el caso de los bazos de los animales inoculados con la cepa vacunal B. melitensis Rev1
los niveles maximos detectados de citocinas endogenas fueron, a excepciéon de TNFa e
IL10, similares a los observados en la cepa virulenta. Sin embargo, en el caso de la vacuna
clasica, la produccion de citocinas fue mas rapida, alcanzandose los niveles maximos el dia
7 p.i. Posteriormente, la cantidad de citocinas enddgenas fue disminuyendo hasta el dia 28
p-i., momento en el que se detectaron niveles basales de todas ellas (Figura 32 A-D).
Respecto al TNFa y la IL10, en los animales inoculados con la vacuna clasica B. melitensis
Revl los niveles maximos de TNFa detectados, ademas de producirse el dia 7 p.i., fueron
significativamente inferiores a los observados en B. ovis PA (Figura 32 C) y inicamente fue
en estos animales en los que se detecté produccion de IL10 (728 + 215 pg/0,1g bazo en el dia
21 p..) (Figura 32 E).

La produccion de citocinas enddgenas observada en los bazos de los animales
inoculados con el mutante Aomp25d de B. ovis PA fue muy similar a la observada en B.
melitensis Revl (Figura 33 A-D) con algunas diferencias; en los bazos de los animales
inoculados con el mutante Aomp25d no se observo produccion de IL10 durante el periodo
de tiempo analizado (Figura 33 E) y el nivel maximo de IL1a fue menor (P<0,005) que el
observado en los animales inoculados con la vacuna clasica (2588 + 1352 pg/0,1g bazo)
(Figura 33 B).

Respecto a los animales inoculados con el mutante Aomp22 de B. ovis PA la cantidad
maxima de IFNy, IL1la y TNFa observada en los puntos analizados fue ligeramente
inferior a 500, 1000 y 100 pg/0,1g de bazo, respectivamente, no observandose en ningun
momento un aumento destacado en su producciéon (Figura 34 A-C). Sin embargo, la
progresion en los niveles de IL12p40 fue similar a la observada en B. melitensis Revl,
alcanzandose los niveles maximos entre los dias 7 y 14 p.i. (aproximadamente 1000 pg/0,1g
bazo) (Figura 33 D).
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Figura 34. Evolucion de las citocinas IFNvy, IL1a,
TNFa, IL12p40 e IL10 en el bazo de los animales
inoculados con el mutante Aomp22 (dosis 10°
UFC/raton) frente a los inmunizados con la cepa
virulenta B. ovis PA (dosis 1028 UFC/raton). Se
representa la media * D.E. (n=5) menos el
resultado obtenido en los animales inoculados con
PBS (control negativo).
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En los bazos de los animales inoculados con el mutante AvjbR de B. ovis PA los niveles
detectados de IFNy e IL1a también permanecieron constantes a largo del tiempo analizado
e inferiores a 150 y 1200 pg/0,1g bazo, respectivamente (Figura 35 A-B). En la produccion
de TNFa e IL12p40 se detecté un incremento entre los dias 7 y 14p.i. (Figura 35 C-D),
alcanzandose niveles estadisticamente similares a los detectados en los bazos de los
animales inoculados con la vacuna clasica B. melitensis Revl.

En los bazos de los animales inoculados con el mutante AvirB2 de B. ovis PA, aunque no
se alcanzaron los niveles observados en los bazos de los animales inoculados con B. ovis PA
y B. melitensis Revl, se detectd una cierta cantidad de IFNy y de IL1« el dia 28 p.i. (Figura
36 A-B). A diferencia de lo observado en el resto de mutantes, los niveles maximos de
produccién de TNFa se observaron entre los dias 14 p.i. y 28 p.i. y fueron similares a los
observados en B. melitensis Revl (aproximadamente 250 pg /0,1g bazo) (Figura 36 C)
también, se observé una produccion de IL12p40 similar a la observada en la vacuna clasica
B. melitensis Rev1 (Figura 36 D).

El dia 28 p.i.,, momento en el que se lleva a cabo la infecciéon experimental en el ensayo
de proteccion, el nivel de citocinas enddgenas detectado en los bazos de los animales
inoculados tanto con la vacuna cldsica como con las cepas mutantes atenuadas Aomp25d,
Aomp22, AvjbR de B. ovis PA fue basal.

Por ultimo, cabe destacar que si tenemos en cuenta el peso del bazo (Tabla VIII) la
cantidad de citocinas endogenas (pg/bazo) seria hasta tres veces superior en los animales
inoculados con la vacuna B. melitensis Rev1 el dia 14 p.i. y en los animales inoculados con la

cepa virulenta B. ovis PA los dias 21 y 28 p.i.
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Figura 35. Evolucion de las citocinas IFNy, IL1q,
TNFa, IL12p40 e IL10 en el bazo de los animales
inoculados con el mutante AvjbR (dosis 10%
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resultado obtenido en los animales inoculados con
PBS (control negativo).



102 Resultados

A - VirB2-M ——PA B O VirB2-M == PA
2500 - 7000 -
5 5 6000 -
N 2000 - N
Q o 5000 -
< <
2" 1500 - g‘ 4000
2 g 3000
~ 1000 - = >
= -~
z I 2000 -
= 500 -
1000 - >
0 L , . 0 : : .
0 10 20 30 0 10 20 30
Tiempo p.i. (dias) Tiempo p.i (dias)
C ¢ VirB2-M == PA D ¢ VirB2-M  —fl—PA
600 - 3000 -
o 500 - S 2500 -
N ©
8 o
o 400 - 2 2000 -
- -
S .04 S 1500
2 s
=~ =)
S 200 1 ¥ 1000 | S
z =
100 - | 500 -
0 . ; . 0 ; ; .
o 10 20 30 0 10 20 30
Tiempo p.i. (dias) Tiempo p.i. (dias)
E ¢—VirB2-M ——PA . » o
Figura 36. Evolucion de las citocinas IFNvy, IL1a,
TNFa, IL12p40 e IL10 en el bazo de los animales
1000 -+ . ; ; 8
inoculados con el mutante AvirB2 (dosis 10
—_— 900 1 /4 . 0
S 800 - UFC/ratén) frente a los inmunizados con la cepa
] virulenta B. ovis PA (dosis 10 UFC/raton). Se
2 700 - .
o representa la media * D.E. (#=5) menos el
. 600 - . g .
S resultado obtenido en los animales inoculados con
D 5001 PBS (control negativo).
= 400
e
3 300
200
100 -
0 T T

0 10 20 30
Tiempo p.i. (dias)



Resultados 103

2.5. Estudio de proteccion frente a una infeccion experimental con B. ovis PA

Para analizar la capacidad protectora de los mutantes atenuados de B. ovis frente a una
infeccion con la cepa virulenta B. ovis PA, se disefio un modelo murino experimental
(Apartado 6.4 de Materiales y Métodos) en el cual se vacunaron 5 ratones con cada una de
las cepas objeto de estudio; transcurridas 4 semanas desde la vacunacion, los animales se
infectaron con B. ovis PA y tres semanas después de la infeccion se realizaron recuentos de
B. ovis PA en el bazo de los animales vacunados. El experimento se llevo a cabo siguiendo
las sugerencias de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal para el control de calidad
de las vacunas vivas atenuadas frente a las estirpes lisas de Brucella (OIE, 2004).

Los mutantes objeto de este estudio fueron los mutantes Aomp25d, Aomp22 y AvjbR de B.
ovis PA, ya que el mutante AvirB2 presentaba altos niveles de infeccién a dia 28 p.i.
similares a los de la cepa parental virulenta (Figura 29 D). Las dosis empleadas para la
vacunacion e infeccion, determinadas retrospectivamente, se recogen en la Figura 37 A.

Segiin este modelo experimental, en los ratones no vacunados (grupo PBS) se
observaron niveles de infeccion de 6,41 + 0,4 log UFC/bazo de B. ovis PA a la semana 3 p.i.
(Figura 37 B). En el mismo periodo de tiempo, en los animales que fueron vacunados con la
vacuna clasica B. melitensis Revl estos niveles de infeccion (Figura 37 B) fueron muy
inferiores (P<0,005) (2,93 + 1,2 log UFC/bazo).

En los animales vacunados con la cepa mutante Aomp25d de B. ovis PA también se
observaron niveles de infeccién de B. ovis PA muy bajos (P<0,005) (2,70 + 2,0 log UFC/bazo),
siendo el grado de proteccion conferido similar al obtenido con la vacuna clasica B.
melitensis Revl (Figura 37 B).

En los animales vacunados con los mutantes Aomp22 y AvjbR de B. ovis PA los valores de
infeccion esplénica obtenidos a las 3 semanas p.i. también fueron inferiores (P<0,05) a los
obtenidos en el grupo sin vacunar. Sin embargo, el grado de significacion estadistica de la
proteccion conferida por estos mutantes fue menor (P<0,05) que el conferido por la cepa
vacunal B. melitensis Rev1 y la cepa B. ovis Aomp25d (P<0,005)(Figura 37 B).

Simultdneamente al recuento de la cepa virulenta B. ovis PA se llevo a cabo el recuento
de las cepas vacunales. La vacuna clasica B. melitensis Revl se detectd en niveles de
aproximadamente 2,5 log UFC/bazo en 4 de los 5 animales inmunizados, mientras que en
ninguno de los animales inmunizados con la cepa B. ovis Aomp25d y solo en dos de los
inmunizados con la cepa B. ovis Aomp22 se detectaron restos de la cepa vacunal (datos no

mostrados).
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Grupo de Dosis Dosis infectiva

Log UFC/bazo Logaritmos

vacunacion vacunal B. ovis PA (Media £ D.E.) de proteccién

(UFC/ratén) (UFC/ratén)

PBS 0,9x105 6,41+0,4
Rev1 0,9x105 0,9x10° 293+1,2* 3,48
omp25d-M 1,2x107 0,9x10°5 2,70 £2,0 ** 3,71
omp22-M 0,8x108 0,9x105 335+2,0* 3,03
vjbR-M 0,9x108 0,9x105 477 +0,9* 1,64
B 8
7
-
6 Bomp25d-M
o]
g ° Bomp22-M
O 4 .
5 ByjbR-M
[o2]
S 3 ORev1
2 oPBS
1
0

Grupo de Vacunacién

Figura 37. Ensayo de proteccion frente a B. ovis. A. Dosis exactas de vacunacion e
infeccion. Resultados de los recuentos esplénicos a la semana 3 post infeccién con B.
ovis PA, expresados como la media + D.E. del log de UFC/bazo (n=5) y logaritmos de
proteccién expresados como la diferencia entre el recuento esplénico obtenido para
cada grupo de vacunacién y el recuento esplénico obtenido en el grupo sin vacunar
(grupo PBS). B. Valores de infeccion esplénica obtenidos a las semanas 3 post infeccion
con B. ovis PA, expresados como la media + D.E. del log de UFC/bazo (n=5).

Simbologia:

*P<0,05, **P<0,005, indican una diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con el resultado obtenido por el grupo sin vacunar.

2.6. Evaluacion de la respuesta inmune celular inducida tras un segundo estimulo in
vitro con B. ovis PA

En este estudio se incluyeron los dos mutantes de B. ovis PA que originaron los valores
mas elevados del log de proteccion frente a la infeccion (Figura 37 A), junto con la vacuna
clasica B. melitensis Rev1.

Para analizar la respuesta inmune producida tras un segundo estimulo, se realizaron
cultivos celulares con esplenocitos procedentes de ratones vacunados con B. ovis Aomp25d
(dosis exacta de vacunacion: 1,1 x 107 UFC/raton), con B. ovis Aomp22 (dosis exacta de
vacunacion: 1,4 x 10® UFC/rat6n), con B. melitensis Rev1 (dosis exacta de vacunacion: 0,9 x

10° UFC/ratén) o sin vacunar (grupo PBS). Dichos cultivos se estimularon con células
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enteras de B. ovis PA inactivadas por calor y a los 3 dias se cuantificaron, mediante ELISA,
las citocinas secretadas al medio por estos esplenocitos (Apartado 6.4.3 de Materiales y
Métodos).

Como control de la viabilidad de las células, una parte de los esplenocitos obtenidos de
cada bazo, ademas de con B. ovis PA, se estimularon con concanavalina A y otra parte con
el medio de cultivo RPMI. Los resultados obtenidos fueron acordes con lo que cabia
esperar (datos no mostrados); esto es, en los sobrenadantes de los esplenocitos estimulados
con concanavalina A, los niveles de citocinas obtenidos fueron altos (control positivo) y en
los sobrenadantes de los esplenocitos estimulados solamente con medio de cultivo los
niveles de citocinas fueron bajos (control negativo). Los datos correspondientes a los
controles negativos se consideraron como los niveles basales de produccion de citocinas y
se restaron de los niveles de citocinas obtenidos tras la estimulacién con B. ovis PA.

En las condiciones del ensayo, los esplenocitos procedentes de los animales vacunados
con B. melitensis Revl o con los dos mutantes atenuados B. ovis Aomp25d y B. ovis Aomp22
secretaron gran cantidad de IFNYy. Esta fue de las citocinas analizadas la secretada de
forma mas abundante, en respuesta a un segundo estimulo con B. ovis PA (del orden de 200
ng/ml). Por el contrario, la producciéon de IFNy por los esplenocitos procedentes de los
animales del grupo PBS fue en torno a 20 veces inferior (Figura 38 A). Si bien, los
esplenocitos procedentes de las tres vacunas atenuadas ensayadas secretaron niveles de
IFNYy significativamente superiores a los secretados por los esplenocitos procedentes de
animales sin vacunar (P<0,0005) cabe destacar que, la cantidad de IFNYy secretada por los
esplenocitos procedentes de animales vacunados con B. melitensis Rev1 fue el doble que la
secretada por los esplenocitos procedentes de los mutantes atenuados de B. ovis PA (Figura
38 A).

En relacion con la produccién de IL1a, no se encontraron diferencias entre la cantidad
de citocina producida por los esplenocitos procedentes de los animales vacunados con B.
melitensis Revl y los procedentes del grupo sin vacunar (Figura 38 B). En contraste, la
cantidad de IL1a producida por los esplenocitos procedentes de los grupos inoculados con
los mutantes atenuados B. ovis Aomp25d y B. ovis Aomp22 fue alrededor de cuatro o tres
veces superior, respectivamente (Figura 38 B).

Tras la estimulacion in vitro con B. ovis PA, los esplenocitos procedentes de los animales
vacunados con las tres vacunas atenuadas B. ovis Aomp25d, con B. ovis Aomp22 y B.
melitensis Revl secretan TNFa en un grado similar y en cantidad dos veces superior a la
secretada por los esplenocitos procedentes del grupo de animales sin vacunar (Figura 38

C). No se observaron diferencias significativas entre la cantidad de IL12p40 producida por
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los esplenocitos de los animales inmunizados con las tres vacunas atenuadas y la
producida por los esplenocitos del grupo control inoculados con PBS (Figura 38. D).

Con respecto a la IL10, se observd una fuerte producciéon en los esplenocitos
procedentes de animales inmunizados con la vacuna clasica B. melitensis Revl, mientras
que los esplenocitos procedentes de las dos cepas mutantes derivadas de B. ovis PA se
comportaron de forma similar a los procedentes del grupo control inoculado con PBS

(Figura 38 E).
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1. Implicacidn en la virulencia de B. ovis de distintos genes relacionados con la ME

y la virulencia de cepas lisas de Brucella spp.

1.1. Genes burR y burS

El sistema de dos componentes BvrR/BvrS de Brucella spp. tiene un potente efecto
regulador en multitud de genes relacionados con la virulencia de la estirpe lisa B. abortus
2308 (Capitulo 4. Apartado 4.4. de la Introduccion). Sin embargo, en la actualidad no se
conoce el papel que desempefia este sistema en las especies naturalmente rugosas del
género Brucella como B. ovis. De ahi que uno de los objetivos de este trabajo haya sido
obtener cepas mutantes de B. ovis PA en los genes burR y burS y analizar las posibles
consecuencias de la inactivacion de los mismos en nuestra especie objeto de estudio.

Los intentos realizados para construir, mediante recombinacién homdloga (Capitulo 4
de Materiales y Métodos), cepas mutantes portadoras de los genes buvrR o burS
delecionados en la estirpe naturalmente rugosa B. ovis PA, no tuvieron éxito. Las cepas con
el plasmido portador del gen de interés delecionado integrado en el cromosoma (B. ovis-
pNVbvrROVLO02-I y B. ovis-pNVbvrSOVL02-I) (Tabla V), siempre revertian el genotipo
silvestre durante el crecimiento en medio suplementado con sacarosa (datos no
mostrados). Todas las colonias analizadas, aproximadamente 200, resultaron ser
portadoras del gen silvestre, mientras que con esta metodologia, en lineas generales, el 20
% de las colonias que se analizan son portadoras del gen delecionado.

Estos resultados sugieren que los genes buvrR y burS son vitales para la supervivencia in
vitro de B. ovis PA, lo cual no es de extrafar ya que, como se ha dicho, se sabe que el
sistema de regulacion de dos componentes BvrR/BvrS en la especie lisa B. abortus esta
implicado en procesos cruciales para la supervivencia y la virulencia bacteriana (Martinez-
Nunez et al., 2010; Viadas et al., 2010). Por tanto, es de esperar que este sistema regulador
también pueda desempenar las mismas funciones vitales en la especie B. ovis. Ademas, los
mutantes en los genes burR y burS obtenidos en las especies lisas B. abortus 2308 y B. suis
1330 se han construido mediante mutagénesis con transposones (Sola-Landa et al., 1998;
Kohler et al., 2002) e, intentos anteriores de eliminar estos genes mediante recombinacion

homodloga también resultaron fallidos (Salhi et al., 2003).

1.2. Genes omp10, omp16 'y omp19
Las proteinas Omp10, Ompl6 y Omp19 son lipoproteinas de la ME de Brucella spp.
(Cloeckaert et al., 1990; Tibor et al., 1994; Tibor et al., 1996; Tibor et al., 1999) y en la cepa lisa
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B. abortus 544 se han relacionado con funciones de adhesion e invasion celular,
supervivencia intracelular y respuesta inmune innata (Tibor et al., 2002; Giambartolomei et
al., 2004; Zwerdling et al., 2008). Sin embargo, en la actualidad se desconoce el papel de
estas lipoproteinas de ME en la especie naturalmente rugosa B. ovis por lo que nos
propusimos la obtencién y caracterizacion de mutantes de B. ovis PA en los genes omp10,
ompl6 'y omp19.

Para la obtencion de estos mutantes, también se utiliz6 una metodologia de mutagénesis
mediante recombinacién homologa (Capitulo 4 de Materiales y Métodos). De este modo se
consiguid obtener cepas con los genes omp10 y omp19 delecionados (B. ovis-pNV100VL02-
My B. ovis-pNV190VL02-M) (Tabla V). Sin embargo, utilizando la misma metodologia, no
se obtuvo ninguna cepa con el gen ompl6 delecionado, ya que fueron fallidos todos los
intentos por conseguir una doble recombinacion en la cepa con el plasmido pNV160VL02
integrado en su cromosoma con resultado de la pérdida de la copia del gen silvestre (datos
no mostrados).

Esto sugiere que el gen omp16 es necesario para la supervivencia in vitro de B. ovis PA, lo
que parece estar apoyado por el hecho de que a dia de hoy, no se han descrito mutantes con
el gen omp16 delecionado en ninguna de las especies del género Brucella. La lipoproteina
Ompl16 - que se ha detectado en las seis especies clasicas del género Brucella (Tibor et al.,
1999) - muestra un alto grado de similitud con PALs de algunas bacterias Gram negativas,
como E. coli y H. influenzae (Chen & Henning, 1987; Green et al., 1987). Estas PALs estan
altamente conservadas en las bacterias Gram negativas y parecen jugar una funcién
estructural en la célula bacteriana mediante el anclaje de la ME a la pared celular e incluso
se ha propuesto que puedan participar en otros procesos celulares, incluida la divisién
celular (Lazzaroni & Portalier, 1992; Lazzaroni et al., 1999; Parsons & Orban, 2005; Parsons
et al., 2006; Murphy et al., 2006; Parsons et al., 2008). Por tanto no es de extranar que en B.
ovis la lipoproteina Omp16 lleve a cabo funciones esenciales para la bacteria, lo que
justificaria la imposibilidad de obtencién de una cepa mutante B. ovis Aomp16.

La ME de los microorganismos pertenecientes al género Brucella ademas de constituir
una barrera estructural y funcional con el entorno y ser el primer punto de contacto entre la
bacteria y las células del animal hospedador, se considera en gran parte responsable de las
caracteristicas particulares de estos microorganismos que los diferencian de otras bacterias
Gram negativas (Vizcaino & Cloeckaert, 2012). Por tanto, cualquier alteracion que
modifique sus propiedades puede tener un efecto importante no solo en el crecimiento in
vitro sino también en el establecimiento de un proceso infeccioso. De ahi que en la
caracterizacion de los mutantes obtenidos en este trabajo se procedi¢ a analizar, ademas del

crecimiento in vitro, algunas de las propiedades particulares se la ME de Brucella como son
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la autoaglutinacion y la resistencia a polimixina B, desoxicolato sodico y perdxido de
hidrogeno.

Respecto al crecimiento en medio liquido no se observaron diferencias drasticas entre
las cepas mutantes Aomp10y Aomp19 de B. ovis PA y la cepa parental B. ovis PA aunque si,
algunas leves diferencias. A pesar de que todos alcanzaron la fase estacionaria al mismo
tiempo (aproximadamente a las 48 horas) la progresion de la fase exponencial no fue igual
en las cepas mutantes y PA, ya que la D.O.¢00nm alcanzada al final de esta fase fue inferior y
se mantuvo por debajo hasta el final del experimento en las cepas mutantes (Figura 20 A-
B). Estas diferencias también se pusieron de manifiesto en el crecimiento en medio sélido
donde, el nimero de UFC/ml de una suspension en PBS de D.O.¢ponm de 0,2 también fue
ligeramente menor en las cepas mutantes B. ovis Aomp10 y B. ovis Aomp19 que en la cepa
parental (Tabla VI). El hecho de que existan deficiencias en el crecimiento de las cepas
mutantes podria deberse a que, la eliminacion de los respectivos genes omp10 y omp19 en B.
ovis PA tenga como consecuencia una re-estructuracion y/o desestabilizacion de la ME que
podria dificultar la incorporacion de nutrientes. Estos posibles cambios en la ME, llevados
al contexto de vida intracelular, también podrian suponerle a B. ovis mayores dificultades
para crecer en las condiciones ambientales que se dan en el interior de la célula
hospedadora como pueden ser limitacion de nutrientes y/o pH acido. En contraste, en los
mutantes atenuados Aompl0 y Aompl9 de B. abortus 544, descritos y caracterizados por
Tibor et al. en 2002 (Tibor et al., 2002), no se detectaron defectos en el crecimiento en medio
liquido.

Se sabe que en algunos microorganismos, como Yersinia enterocolitica, E. coli, o Vibrio
cholerae, la capacidad de autoaglutinacion esta relacionada con la virulencia (Roggenkamp
et al., 1995; Chiang et al., 1995; Knutton et al., 1999). Sin embargo, en los microorganismos
del género Brucella no se ha podido demostrar una correlaciéon entre la capacidad de
autoaglutinaciéon y la virulencia (Martin-Martin et al., 2011). Asi, se ha observado que
algunas cepas virulentas lisas como B. abortus 2308, B. neotomae 5K33 y B. suis 1330, la cepa
virulenta rugosa, B. ovis PA y la cepa vacunal atenuada lisa B. melitensis Revl no son
capaces de autoaglutinar de manera importante, mientras que la cepa atenuada vacunal
rugosa B. abortus RB51 y la cepa virulenta rugosa B. canis RM6/66 presentan una fuerte
capacidad de autoaglutinaciéon (Martin-Martin et al., 2011). Ademads, los mutantes
atenuados Aomp25d y Aomp22 de B. ovis PA se comportan igual que la cepa parental y no
autoaglutinan, mientras que los mutantes Aomp31, Aomp25 y Aomp25c de B. ovis PA, que no
presentan atenuacion en la virulencia, muestran una marcada capacidad de
autoaglutinaciéon (Caro-Herndndez et al., 2007). En los experimentos llevados a cabo en este

trabajo, los mutantes B. ovis Aomp10 y B. ovis Aompl9 mostraron una leve capacidad de
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autoaglutinacidn, algo mas acusada en el caso del mutante Aomp19 B. ovis PA, mientras que
la cepa parental permaneci6 en suspension a lo largo de todo el experimento (Figura 21 A-
B). Esto podria deberse a que la eliminacion de estas dos lipoproteinas en B. ovis PA afecte
a la estructura global de la ME, sin que esto parezca estar relacionado con la virulencia. Sin
embargo, si podria relacionarse con que estas lipoproteinas tengan una presencia relevante
en B. ovis PA cuantitativamente hablando, ya que mutantes de B. ovis PA en genes que
codifican proteinas mayoritarias de ME presentan una marcada capacidad de
autoaglutinaciéon (Caro-Hernandez et al., 2007).

Los péptidos cationicos, ademas de encontrarse en numerosos fluidos corporales y
tejidos de mamiferos, forman parte de los mecanismos bactericidas oxigeno-
independientes de las células fagociticas (Jenssen et al., 2006). Los microorganismos del
género Brucella presentan una mayor resistencia a la accién bactericida de péptidos
cationicos que otras bacterias Gram negativas como las pertenecientes al género Salmonella
(Freer et al., 1996; Martinez de Tejada & Moriyon, 1993; Martinez de Tejada et al., 1995). Esta
propiedad se le atribuye, principalmente, a la ME y sus particulares caracteristicas
(Apartado 2.4 de la Introduccion). Por ello, al igual que en los trabajos llevados a cabo
previamente por otros autores (Freer ef al., 1996; Freer et al., 1999; Martinez de Tejada et al.,
1995; Sola-Landa et al., 1998; Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2011; Martin-
Martin et al., 2012), en este trabajo se uso el péptido catidnico polimixina B para evaluar
tanto la estabilidad de la ME como la posible susceptibilidad de los mutantes de B. ovis PA
al efecto bactericida mediado por éstos en el interior del hospedador. Los resultados de los
ensayos de sensibilidad a polimixina B mostraron que el mutante Aomp10 de B. ovis PA era
mas sensible a este compuesto que la cepa parental mientras que el mutante Aomp19 de B.
ovis PA se comporté de forma similar a esta (Figura 22 A-B). Estos resultados contrastan
con los obtenidos previamente con los mismos mutantes de la cepa lisa B. abortus 544 ya
que el mutante Aomp10 no mostrd aumento en la sensibilidad a la polimixina B (Tibor et al.,
2002), mientras que la supervivencia del mutante Aomp19 se redujo en relacion a la de la
cepa parental (Tibor et al., 2002). Estas diferencias entre las dos cepas de Brucella podrian
estar relacionadas con la distinta composicion de su ME, ya que B. abortus 544 es una cepa
lisa con cadenas polisacaridicas O en el LPS y, ademds, se han descrito diferencias
importantes entre las dos cepas tanto en el perfil de PME como en las propiedades
relacionadas con la ME (Vizcaino et al., 2000; Vizcaino ef al., 2004; Martin-Martin et al., 2011;
Vizcaino & Cloeckaert, 2012). Por otra parte, el porqué de esta mayor sensibilidad del
mutante Aompl0 de B. ovis PA a polimixina B es dificil de explicar con los datos
disponibles, ya que no se ha realizado ningtin ensayo de las propiedades fisico-quimicas de

la ME -como la carga neta negativa (Iriarte ef al., 2005) o el grado de acilacion del lipido A
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(Manterola et al., 2005) - que se piensa que puedan estar relacionadas con una mayor
sensibilidad a este péptido cationico.

Los microorganismos pertenecientes al género Brucella son también mads resistentes a la
accion de algunos detergentes que otras bacterias Gram negativas, algo que también se ha
atribuido a las caracteristicas peculiares de la ME de Brucella. Por este motivo, en este
trabajo - al igual que en otros trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Caro-
Hernandez et al., 2007, Martin-Martin et al., 2011; Martin-Martin et al., 2012) - se utilizo la
susceptibilidad al desoxicolato sddico, un detergente aniénico, como modelo para evaluar
las posibles alteraciones de la ME de las cepas mutantes obtenidas. Los ensayos de
sensibilidad a desoxicolato sodico de las cepas mutantes, al igual que ocurriera con la
sensibilidad a polimixina B, mostraron que el mutante Aompl0 de B. ovis PA era mas
sensible a la accion de este detergente que la cepa parental, mientras que el mutante
Aomp19 se comportaba de forma similar a B. ovis PA (Figura 22. A-B). En el caso de los
mutantes Aompl0y Aomp19 de B. abortus 544 ambos mostraron mayor sensibilidad a este
detergente que la cepa parental 544 (Tibor et al., 2002). Parece, por lo tanto, que la
eliminacion del gen omp10, tanto en la cepa lisa B. abortus 544 como en la rugosa B. ovis PA,
provoca un aumento en la sensibilidad de la bacteria al desoxicolato sddico, aunque esta
correlacion se produce con la delecién del gen omp19. Este aumento en la sensibilidad al
desoxicolato sédico en ambas estirpes de Brucella (una de fenotipo liso y otra de fenotipo
rugoso) al eliminar el gen omp10 podria ser debido a que se produzcan cambios en la ME
de estas bacterias, independientes de la estructura de su LPS, que facilitarian la accién
detergente de este compuesto.

En la caracterizacion de las cepas mutantes de B. ovis PA obtenidas en este trabajo se
incluyo el andlisis de la sensibilidad a perdxido de hidrégeno ya que este compuesto forma
parte de los mecanismos oxigeno-dependientes que posen las células fagociticas para la
destruccion de bacterias y parece contribuir al control de la replicacién intracelular de
Brucella spp. (Jiang & Baldwin, 1993; Kim et al., 2000). Los resultados mostraron cémo
ambos mutantes Aompl0 y Aompl9 de B. ovis PA fueron significativamente mas
susceptibles al peroxido de hidrégeno que la cepa parental (Figura 23) lo que, sumado al
conjunto de los resultados, hace pensar que ambos mutantes muestran alteraciones, en
mayor o menor grado, en las propiedades de su ME.

Una de las principales caracteristicas de las especies del género Brucella es su capacidad
para infectar células fagociticas y sobrevivir en su interior estableciendo un nicho
replicativo (Capitulo 3 de la Introduccién. Figura 2). En macrofagos no activados, como la
linea celular de macréfagos murinos J774.A1, se ha observado que las cepas lisas virulentas

de Brucella muestran una curva de replicacion caracteristica (Baldwin & Goenka, 2006;
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Grill6 et al., 2011) que a menudo muestra un descenso de entre 0,5 y 1 log UFC durante las
primeras 12-15 horas p.i. y, posteriormente, un incremento de entre 1 y 2 log UFC después
de 24-48 horas de infeccion. Se relaciona con defectos en la virulencia bacteriana el hecho
de que, transcurridas las primeras 12 horas p.i., la cepa ensayada muestre un rapido
descenso en el nimero de UFC intracelulares (Baldwin & Goenka, 2006). La cepa rugosa
virulenta B. ovis PA también es capaz de invadir y sobrevivir intracelularmente en
macrofagos murinos (Martin-Martin et al., 2010) y su capacidad de multiplicacion
intracelular es un factor determinante en la virulencia (Martin-Martin et al., 2010). Por ello,
se incluy6 un estudio de infeccion de macrdéfagos para analizar la implicacion de los genes
omp10 y omp19 en la internalizacion y multiplicacion de B. ovis PA en células fagociticas
profesionales. Tras el andlisis de los resultados, podemos concluir que la presencia los
genes ompl0 y ompl9 no es necesaria para la correcta internalizacién de B. ovis PA en
macrofagos murinos J774.A1, ya que en ambos mutantes derivados de B. ovis PA se observd
un numero de bacterias que penetran en las células fagociticas similar al observado con la
cepa parental (Figura 24 A-B). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Tibor et al.
para los mutantes Aompl0 y Aompl9 de B. abortus 544 (Tibor et al., 2002). Ademas, un
estudio realizado recientemente en células HelLa ha relacionado la ausencia de
lipoproteinas (lip") en la estirpe lisa B. abortus 544 con cambios en la superficie celular que
afectarian tnicamente a la actividad adherente de bacterias pero no a su capacidad de
internalizacion en las células hospedadoras (Kim et al., 2013).

Tras la internalizacién de las cepas B. ovis Aomp10y B. ovis Aomp19 en el interior de los
macrofagos, se observo un descenso en el nimero de UFC intracelulares del orden de 1 log
a las 24 horas p.i., posteriormente, el nimero de UFC se mantuvo estable hasta el final del
experimento, mientras que en la cepa parental el nimero de UFC intracelulares se
mantuvo constante durante todo el tiempo analizado sin observarse dicho descenso de
UFC en las primeras horas p.. (Figura 24 A-B). Esto podria sugerir que aunque los
mutantes podrian ser mas sensibles que la cepa parental a las condiciones iniciales dentro
de la célula fagocitica (Figura 24 A-B), hecho que también estaria avalado por el aumento
de sensibilidad observado en ellos al peréxido de hidrogeno (Figura 23), ambos
conseguirian interaccionar con el RE y desarrollar una BCV donde se darian las
condiciones 0ptimas para la replicacion, por lo que la ausencia de los genes omp10 y omp19
no parece afectar de forma significativa a la supervivencia en el interior de los macrofagos.
En concordancia con esto, el mutante Aompl9 de B. abortus 544 también mostr6 un ligero
menor ratio en de crecimiento intracelular durante las primeras 24 horas de infeccién,
mientras que el mutante Aomp10 de la misma cepa se comportd de forma similar a la cepa

parental B. abortus 544 en lo que respecta a la supervivencia y multiplicacién intracelular en
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macrofagos (Tibor et al., 2002).

Ademads de estos ensayos de infeccion de macrofagos in vitro, para llevar a cabo la
caracterizacion de los mutantes obtenidos en este trabajo, se realizaron estudios de
colonizacidén esplénica in vivo en modelo murino ya que, durante el curso de la infeccion en
la brucelosis murina, el recuento de bacterias en el bazo de los ratones proporciona un
perfil altamente reproducible y sensible a pequefias variaciones de la virulencia (Grill6 et
al., 2011) (Capitulo 3 de la Introduccién). En el curso de la infeccién de B. ovis PA en ratén,
la semana 3 p.i. coincide con el punto de maxima infeccion esplénica (fase aguda) y la
semana 8 p.i. con un punto en el que los recuentos esplénicos han comenzado a disminuir
(fase crénica de declive) (Jiménez de Bagués et al., 1993; Caro-Herndndez et al., 2007;
Martin-Martin et al., 2012). La cepa B. ovis Aompl0, presentd un comportamiento
relativamente similar al de la cepa parental B. ovis PA con la salvedad de que el grado de
colonizacién esplénica observado en la semana 3 p.i. fue del orden de 1 log inferior al
alcanzado por la cepa parental (Figura 25 A). Lo que parece indicar que el mutante Aomp10
de B. ovis PA no es capaz de alcanzar el mismo nivel de infeccién que la cepa parental en la
fase aguda aunque, posteriormente, si puede de establecer una infeccion persistente.
Considerando estos resultados no se puede descartar una participacion del gen omp10 en la
virulencia de B. ovis PA en ratén, aunque dicha participacion parece poco relevante. En lo
que se refiere a la cepa mutante Aompl9 de B. ovis PA, esta mostr6 un grado de
colonizacion esplénica similar en todo momento al observado en la cepa parental virulenta
(Figura 25 A) por lo que, en las condiciones experimentales empleadas, el gen omp19 no
parece presentar un papel relevante en el establecimiento del proceso infeccioso en B. ovis
PA en el modelo murino.

El hecho de que las lipoproteinas Omp10 y Omp19 tengan un papel irrelevante en la
virulencia de B. ovis en modelo murino resulta sorprendente ya que estas lipoproteinas
intervienen en la virulencia de la cepa lisa B. abortus 544 (Tibor et al., 2002). Ademas, era de
esperar que en una especie naturalmente rugosa como B. ovis, carente de cadenas
polisacaridicas O en el LPS de la ME, estas PME podrian tener mayor implicacion en el
establecimiento y/o evolucion del proceso infeccioso, ya que en las cepas naturalmente
rugosas algunas PMEs, como Omp10 y Omp19, estdn mas expuestas en la superficie de la
bacteria que en las estirpes lisas donde estas proteinas se ven enmascaradas por las
cadenas polisacaridicas O (Cloeckaert et al., 1990; Bowden et al., 1995a).

Por otro lado, también contrasta con que no muestren una virulencia atenuada en
modelo murino, el hecho de que ambos mutantes Aomp10y Aomp19 de B. ovis PA induzcan
un leve aumento del tamafo del bazo en comparacion con la esplenomegalia inducida en el

curso de la infeccion con la cepa parental virulenta B. ovis (Figura 25 B). Si bien, esta menor
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inflamacion podria deberse al papel descrito por Giambartolomei et al. de las lipoproteinas
como mediadores de la respuesta pro-inflamatoria en la especie lisa B. abortus
(Giambartolomei et al., 2004).

A pesar de la ausencia de implicacion en la virulencia en ratén, en las condiciones
ensayadas, no se puede descartar por completo la implicacion de los genes omp10 y omp19
en la virulencia de B. ovis en el hospedador natural.

En lo sucesivo, podria ser interesante analizar la respuesta inmune que desencadenan
las proteinas Omp10 y Omp19 en el curso de la infeccion producida por B. ovis para ver si
la construccién de cepas portadoras de esta/estas mutaciones podria ser util en el

desarrollo de vacunas vivas inmunoldgicamente diferenciables de las cepas virulentas.

1.3. Mutantes AbacA, Aomp31 y AbacA/Aomp31

El gen bacA codifica una proteina integral de la membrana citoplasmatica de Brucella
spp. involucrada en la acilacion del lipido A del LPS con VLCFAs (Ferguson et al., 2004) y el
gen omp31 codifica una de las proteinas mayoritarias de la ME de Brucella spp. (Vizcaino &
Cloeckaert, 2012). En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se ha analizado la
implicacion de estos genes bacA y omp31 relacionados con la ME en el proceso infeccioso de
B. ovis, sin encontrarse que estuvieran relacionados con la virulencia en modelo murino
(Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2008; Martin-Martin et al., 2012).

En este trabajo nos propusimos construir y caracterizar una cepa mutante portadora de
estos dos genes delecionados con el objeto de analizar si la doble mutacion repercutia en la
virulencia y la estabilidaz bacteriana. Para ello, mediante doble recombinaciéon homologa
(Capitulo 4 de Materiales y Métodos), se sustituyd en el mutante AbacA de B. ovis PA
previamente construido y caracterizado (Martin-Martin et al., 2012), el gen omp31 silvestre
por el gen omp31 delecionado mediante PCR de solapamiento. Siguiendo la misma
metodologia, se construyé un mutante Aomp31 de B. ovis PA que nos serviria como control,
ya que, el mutante Aomp31 de B. ovis PA del que disponiamos se habia construido
reemplazando el gen omp31 por un cassette de kan y no utilizando PCR de solapamiento
(Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin ef al., 2008). La correcta construccidon, tomando
como referencia el genoma secuenciado de B. ovis ATCC 25840 de la cepa mutante Aomp31
de B. ovis PA, la cepa doble mutante AbacA/Aomp31 de B. ovis PA, las cepas revertientes al
fenotipo silvestre y las cepas con el plasmido completo integrado en su cromosoma
obtenidas en este trabajo (Tabla V) fue confirmada mediante PCR, Southern Blot (Figura 18)
y secuenciacion.

Tras la caracterizacion genotipica, se procedid a analizar el crecimiento in vitro, las

propiedades de la ME, la capacidad de colonizacion, supervivencia y multiplicacion
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intracelular in vitro en cultivos de macréfagos murinos y el grado de colonizacién esplénica
in vivo en modelo murino de estas cepas, usando como controles la cepa parental virulenta
B. ovis PA 'y el mutante AbacA de B. ovis PA.

Los mutantes Aomp31 y AbacA/Aomp31 de B. ovis PA obtenidos en este trabajo se
comportaron de forma similar a B. ovis PA y al mutante B. ovis AbacA en lo que se refiere al
crecimiento en medio liquido (Figura 20 C-D). Sin embargo, en el crecimiento en medio
solido, en ambos mutantes fue necesario un dia mas de incubacion para observar colonias
visibles y se obtuvieron recuentos de UFC/ml ligeramente inferiores a los obtenidos con B.
ovis PA (Tabla VI), lo que parece indicar que la eliminacion del gen omp31 afecta
negativamente al crecimiento de B. ovis PA en medio solido.

En cuanto a la capacidad de autoaglutinacion, en ambos mutantes B. ovis Aomp31 y B.
ovis AbacA/Aomp31 se observa una marcada capacidad de autoaglutinacion (Figura 21 C-
D), mientras que B. ovis PA 'y el mutante AbacA de B. ovis PA permanecieron en suspension.
Podemos relacionar, por tanto, la ausencia del gen omp31 con la capacidad de
autoaglutinacién en B. ovis PA.

Tras la exposicion a polimixina B el porcentaje de supervivencia del doble mutante
AbacA/Aomp31 de B. ovis PA, aunque fue ligeramente inferior al observado por el mutante
B. ovis AbacA, fue similar al de la cepa parental (Figura 22 A). Sin embargo, el mutante
Aomp31 de B. ovis PA fue considerablemente mas sensible a polimixina B que la cepa
parental (Figura 22 A). En los ensayos realizados de resistencia a desoxicolato sodico, tanto
en el mutante simple B. ovis Aomp31 como en el doble mutante B. ovis AbacA/Aomp31 se
observé un menor porcentaje de supervivencia a este detergente que el observado en B. ovis
PA y en el mutante AbacA de B. ovis PA (Figura 22 B). La sensibilidad a perdxido de
hidrégeno en las dos cepas mutantes, simple B. ovis Aomp31 y doble B. ovis AbacA/Aomp31
B. ovis PA, fue mayor que en la cepa parental y en el mutante AbacA de B. ovis PA (Figura
23). A la vista de estos resultados podemos deducir que la inactivacion del gen omp31 esta
relacionada con una mayor sensibilidad a desoxicolato sodico y a perdxido de hidrogeno
en la cepa B. ovis PA. Sin embargo, el incremento de sensibilidad a polimixina B originado
por la eliminacion del gen omp31 en B. ovis PA (Figura 22 A) se ve compensada por la
delecion simultanea del gen bacA, ya que el doble mutante AbacA/Aomp31 de B. ovis PA fue
mas resistente a este péptido cationico que el mutante simple B. ovis Aomp31.

Respecto a la capacidad de colonizacion, supervivencia y multiplicaciéon intracelular en
cultivos de macrdéfagos murinos el doble mutante B. ovis AbacA/Aomp31 y el mutante
simple B. ovis Aomp31 mostraron un comportamiento similar (Figura 24 C-D). Ambos
mutantes presentaron un grado de internalizaciéon similar al observado tanto en la cepa

parental virulenta como en el mutante AbacA de B. ovis PA. Sin embargo, a las 24 horas p.i.
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se produjo un descenso en el nimero de UFC intracelulares que se mantuvo mas o menos
constante hasta el final del experimento (Figura 24 C-D). Estos resultados apuntan a que
los defectos que se observan en las primeras horas p.i. en el doble mutante B. ovis AbacA/
Aomp31 se deben a la inactivacion del gen omp31 y no a la del gen bacA. Esto, a su vez,
coincide con lo descrito por Martin-Martin ef al., en cuyo trabajo se ponia de manifiesto que
la eliminacion del gen bacA en la cepa virulenta naturalmente rugosa B. ovis PA no afectaba
ni a su capacidad de internalizaciéon ni a su multiplicacion intracelular en macréfagos
murinos (Martin-Martin et al., 2012).

Para conocer si estos mutantes muestran una atenuacion de su virulencia, ademas del
estudio de infeccién in vitro de macrdéfagos murinos, se llevd a cabo un estudio de
colonizacién esplénica in vivo en modelo murino. Los resultados obtenidos mostraron que
tanto el mutante simple Aomp31 como el doble mutante AbacA/Aomp31 alcanzan el mismo
grado de colonizacion esplénica que la cepa parental virulenta B. ovis PA y el mutante
AbacA de B. ovis PA tanto en la semana 3 p.i. como en la semana 8 p.i. (Figura 25 A). Por
tanto, parece que ni la eliminacion del gen omp31, ni la del gen bacA, influyen en la
colonizacién esplénica en modelo murino de la cepa B. ovis PA. Tampoco la eliminacion
simultdnea de ambos modifica la virulencia de B. ovis PA.

La construccion de mutantes con uno o varios genes delecionados repercute también en
el campo de la investigacion encaminada al desarrollo de vacunas marcadas para la
diferenciacion serologica. Asi, la eliminacién de genes codificantes de proteinas
inmunodominantes permite generar cepas que desencadenen una respuesta inmune que
posibilita establecer una diferenciacion entre la cepa vacunal y la infeccion producida por
cepas naturales. Este es el caso de la proteina Omp31 que, aunque se ha descartado su
relacion con la virulencia en B. ovis en modelo murino, es una de las proteinas
inmunodominantes en el transcurso de las infecciones ocasionadas por B. ovis (Vizcaino et
al., 2001b; Cloeckaert et al., 2002; Cloeckaert et al., 2004; Vizcaino & Cloeckaert, 2012). Por
ello, conseguir una doble mutacién que atentie el mutante B. ovis Aomp31 podria dar como
resultado una buena vacuna viva atenuada. Desafortunadamente, el doble mutante B. ovis
AbacA/Aomp31, construido y evaluado en este trabajo, no estd atenuado aunque, en nuestra
opinioén, la busqueda de nuevos mutantes multiples es una via de investigaciéon a

continuar.
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2. Mutantes atenuados de B. ovis PA como vacunas vivas frente a infecciones

producidas por B. ovis

B. ovis es el agente causal de la epididimitis contagiosa en carneros, enfermedad para la
cual aun no existe una vacuna especifica. La cepa lisa atenuada B. melitensis Revl es la
vacuna que actualmente se emplea en el control de las infecciones producidas por B.
melitensis en ganado ovino y caprino y, ademas, se considera la mejor vacuna disponible
frente a la brucelosis causada por la especie naturalmente rugosa B. ovis (Blasco, 1997;
Marin et al., 1990). Sin embargo, ademds de otros inconvenientes, esta vacuna induce
anticuerpos frente al S-LPS que es el principal antigeno en las pruebas seroldgicas
empleadas actualmente en el diagndstico de la brucelosis causada por especies lisas
(Blasco, 1997). Por ello, el uso de B. melitensis Rev1l estd prohibido en los paises o regiones
donde las infecciones causadas por B. melitensis se consideran erradicadas (Cassataro et al.,
2005) y, en consecuencia, esta vacuna tampoco puede ser usada en la profilaxis de las
infecciones causadas por B. ovis.

Ya que las vacunas vivas atenuadas han sido las que han proporcionado los mejores
resultados, en términos de proteccion, frente a las infecciones causadas por otras especies
de Brucella como B. abortus y B. melitensis (Ficht et al., 2009; Godfroid et al., 2011) cabe
esperar que una cepa atenuada sea la mejor elecciéon como vacuna frente a las infecciones
causadas por B. ovis. Las vacunas vivas son capaces de inducir altos niveles de proteccion
con la administracion de una dosis tnica ya que portan todos los componentes
inmunogénicos que pueden estar involucrados en la proteccion (Schurig et al., 2002; Ko &
Splitter, 2003). Ademas, la persistencia de la cepa vacunal en el hospedador ayuda a
estimular a largo plazo esta inmunidad protectora (Grilld et al., 2000; Grillo et al., 2011). En
contraste, las vacunas subcelulares han demostrado, en general, una baja eficacia
protectora frente a las infecciones ocasionadas por Brucella y, ademas, requieren la
administracion de varias dosis y el empleo de adyuvantes (Ficht & Rice-Ficht, 2012). En las
vacunas vivas, una virulencia residual elevada de podria comprometer la seguridad de las
mismas lo que constituye una desventaja frente a vacunas que son totalmente seguras
como las vacunas subcelulares y las vacunas de ADN (Ficht & Rice-Ficht, 2012). Es por ello,
que en el desarrollo de vacunas vivas atenuadas es importante garantizar la estabilidad del
fenotipo de la cepa vacunal (Grill6 et al., 2000) asi como la imposibilidad de revertir a la
forma virulenta (Moriyon et al., 2004). En este sentido, las cepas portadoras de multiples

mutaciones proporcionan mayor seguridad. Un analisis del genoma de la vacuna clasica B.
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abortus S19 mostro diferencias, con respecto a las estirpes virulentas de B. abortus, en 24
genes asociados con virulencia bacteriana con lo que la restauracion de la virulencia en B.
abortus S19 se considera casi imposible de forma espontanea (Crasta ef al., 2008).

Teoéricamente, la cepa vacunal rugosa B. abortus RB51 podria constituir una buena
alternativa a B.melitensis Rev1 para la prevencion de infecciones ocasionadas por B. ovis, ya
que su interferencia con el diagndstico es minima. Pero se ha demostrado que esta vacuna
atenuada es ineficaz frente a B. ovis en ganado ovino (Jiménez de Bagués et al., 1995). Es
mas, aunque se han documentado casos de proteccion heterdloga, se ha demostrado que en
el ganado las especies homologas de Brucella confieren mas proteccion que las especies
heterélogas (Adams, 1990).

Por todo esto, parece 16gico pensar que una cepa atenuada de B. ovis seria el candidato
mas interesante para desarrollar una vacuna especifica frente a la epididimitis contagiosa
del carnero. En este sentido, un trabajo publicado recientemente describe como una cepa
atenuada de B. ovis es capaz de inducir una buena respuesta inmune en su hospedador
natural aunque no se ha evaluado su eficacia protectora frente a la infeccion (Silva et al.,
2013).

Debido a lo anteriormente expuesto, uno de los objetivos de este trabajo ha sido analizar
el potencial de cinco mutantes de B. ovis PA, cuya atenuacion habia sido previamente
demostrada en modelo murino (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2012),
como vacunas vivas atenuadas frente a infecciones producidas por B. ovis, en comparacion
con la vacuna clasica heterdloga B. melitensis Rev1.

En experimentos previos (Caro-Herndndez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2012), se
observo que las cepas mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR, AvirB2 y Acgs de B. ovis PA
(Tabla I), inoculadas en una dosis de aproximadamente 10° UFC/raton, estaban
fuertemente atenuadas (Figura 26 A-B). En base a la atenuacion previamente mostrada, se
establecié como dosis vacunal 10® UFC/ratén para las cepas mutantes Aomp22, AvjbR,
AvirB2 y Acgs de B. ovis PA y 107 UFC/ratdén para la cepa B. ovis Aomp25d - ya que en esta
cepa se observaron niveles de colonizacidn esplénica superiores a B. ovis PA en la semana 1
pi. (Figura 26 A). Estas dosis se establecieron con el fin de aumentar tanto el grado de
colonizacién esplénica como la persistencia bacteriana ya que, aunque las vacunas vivas
atenuadas deben mostrar una disminucién de la virulencia en comparacion con las cepas
parentales virulentas, estudios llevados a cabo con las cepas B. abortus 2308, B. abortus S19 y
B. abortus RB51 sugieren que para que se induzca una inmunidad adecuada y duradera las
cepas vacunales deben sobrevivir un tiempo en los tejidos del sistema reticuloendoterial
(Grilld et al., 2011). En la semana 3 p.i. - momento que coincide con la fase aguda de la

infeccioén por B. ovis en modelo murino (Jiménez de Bagués ef al., 1993; Caro-Hernandez et
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al., 2007; Martin-Martin et al., 2012) - con todas las cepas mutantes se observaron, a las dosis
de vacunacion establecidas, recuentos esplénicos inferiores a los observados con la cepa
parental virulenta B. ovis PA, excepto en el caso de la cepa B. ovis Acgs que mostrd un grado
de colonizacién esplénica similar al de la cepa parental. Por tanto, el aumento de la dosis
de inoculacién consiguié que los mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR y AvirB2 de B. ovis PA,
a la vez que seguian mostrando atenuacion, produjeran un incremento del grado de
colonizaciéon esplénica con respecto a los ensayos previos con una dosis inferior de
inoculacién (entre 10° y 5x10° log UFC/ratén) (Figura 26 y Figura 27).

En un analisis mas completo de la colonizacion esplénica de la cepa mutante B. ovis Acgs
se observo que a las dosis 107 y 10® UFC/ratdn esta cepa mostraba un grado de colonizacién
esplénica muy similar al observado en la cepa parental y que a la dosis 10° UFC/raton
presentaba una marcada atenuacion (Figura 28 A-B), por lo que se decidid descartar esta
cepa mutante B. ovis Acgs para ser ensayada, en estas condiciones de trabajo, como vacuna
viva. Dado que son otras las condiciones que se dan en el hospedador natural, podria ser
interesante analizar el comportamiento de este mutante en carneros.

Una vez fijada la dosis vacunal para las cepas mutantes, se llevo a cabo un andlisis de la
colonizaciéon esplénica durante los primeros 28 dias p.. para determinar tanto la
persistencia bacteriana como la respuesta inmune inducida en este periodo de tiempo.

Durante el curso de la infeccion por Brucella spp., el recuento de bacterias en el bazo de
los ratones proporciona perfiles de colonizacion esplénica altamente reproducibles (Grilld
et al, 2011). Estos son sensibles a pequefias variaciones de la virulencia, por lo que
habitualmente se emplean para evaluar la atenuacion de cepas mutantes frente a la
parental. Dependiendo de la capacidad de multiplicarse y persistir en el bazo de los
ratones se pueden distinguir tres categorias de cepas de Brucella: virulentas, atenuadas y no
virulentas (Grill6 et al., 2011). Las cepas virulentas muestran un perfil de colonizacion
esplénica en el que se observan varias fases: i) el inicio de la infeccién o colonizacién del
bazo (los 2-3 primeros dias p.i.); ii) la fase aguda que comprende desde el inicio de la
infeccion hasta que se alcanzan los recuentos esplénicos maximos (del orden de 7 log UFC/
bazo) en la semana 2-3 p.i.; iii) la fase cronica constante (entre la semana 3 hasta la semana
8-11 p.i) en la que se produce una meseta en los recuentos esplénicos; y iv) la fase crénica
de declive, en la que los recuentos esplénicos comienzan a disminuir y que puede alargarse
mas alld de 36 semanas. Las cepas no virulentas, independientemente de la dosis, son
incapaces de multiplicarse o persistir, y las cepas atenuadas pueden multiplicarse al nivel
de las cepas virulentas en las fases tempranas pero persisten cortos periodos de tiempo,
incluso cuando se inoculan dosis altas (Grillo et al., 2011). Teniendo en cuenta los patrones

de colonizacion esplénica mencionados, y como era de esperar dado lo descrito



122 Discusién

previamente para esta cepa (Jiménez de Bagués et al., 1994; Caro-Hernandez et al., 2007), B.
ovis PA present6 un comportamiento similar al observado con cepas virulentas de otras
especies de Brucella (Grillo et al., 2011), alcanzando recuentos esplénicos maximos en el dia
14 p.i. (fase aguda) que se mantuvieron constantes hasta el final del experimento en el dia
28 p.i. (fase croénica constante) (Figura 29). En contraste, las cepas Aomp25d, Aomp22, AvjbR
y AvirB2 de B. ovis PA mostraron diferentes perfiles de colonizacion esplénica entre ellas
que ponen de manifiesto que, si bien todas estan atenuadas con respecto a la cepa parental,
no todas poseen la misma capacidad para multiplicarse y persistir en el bazo (Figura 29 A-
E). Las cepas Aomp25d, Aomp22 y AvjbR y la vacuna clasica B. melitensis Rev1l alcanzaron los
recuentos maximos en bazo en el dia 7 p.i., mostrando un acortamiento de la fase aguda.
Ademas, en los animales inoculados con B. ovis Aomp25d y B. melitensis Revl no se observo
fase crénica ya que, tras el pico de colonizacion esplénica observado el dia 7 p.i., se produjo
un descenso constante de UFC en el bazo (Figura 29 A y E). En los animales inoculados con
las cepas mutantes Aomp22 y AvjbR de B. ovis PA, aunque no se observaron los niveles de
infeccion alcanzados por la cepa parental en ninguno de los puntos analizados, se observé
cierta persistencia durante el periodo de tiempo evaluado (Figura 29 B y C). Por otra parte,
la cepa AvirB2 de B. ovis PA no alcanzo los recuentos maximos de colonizacién esplénica
hasta el dia 28 p.i.,, siendo los niveles de infeccién observados similares a los alcanzados
por la cepa parental (Figura 29 D). Dado que el dia 28 p.i. se selecciond para llevar a cabo la
infeccion experimental en los ensayos de proteccion, la cepa mutante AvirB2 de B. ovis PA
no se considerd lo suficientemente atenuada para ser ensayada como vacuna viva en las
condiciones de trabajo establecidas.

En el curso de la brucelosis murina se produce esplenomegalia. Este aumento de tamafio
del bazo es una consecuencia de la respuesta inflamatoria y es dependiente de la dosis y la
virulencia de la cepa (Grillé et al., 2011). En las estirpes virulentas, generalmente, se
observa un fuerte aumento del peso del bazo (20,400 g) que se pone de manifiesto desde la
semana 3 p.. La cepa vacunal B. abortus S19 induce un pico caracteristico de
esplenomegalia que tiene lugar en torno a la semana 2 p.i. y que, dependiendo de la dosis,
puede superar incluso al observado con las estirpes virulentas B. abortus 2308 o 544 en el
mismo periodo de tiempo. Sin embargo, mientras que en los ratones infectados con B.
abortus S19 el peso del bazo disminuye rapidamente, en los ratones inoculados con estirpes
virulentas el incremento de peso en el bazo puede mantenerse hasta el final de la fase
cronica (Grilld et al., 2011). Como era de esperar, segin lo descrito por otros autores (Silva
et al., 2011), en los ensayos llevados a cabo en este trabajo en los animales inoculados con la
cepa virulenta B. ovis PA se observo una marcada esplenomegalia a partir del dia 14 p.i.

que se mantuvo hasta el final del experimento el dia 28 p.i. (Tabla VIII). También en los
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bazos de los animales inoculados con la cepa vacunal B. melitensis Revl se observd un
aumento de peso entre los dias 7 y 21 p.i. destacando un pronunciado pico en torno al dia
14 p.. (Tabla VIII). Sin embargo, los bazos de los animales inoculados con las cepas
mutantes Aomp25d, Aomp22, AvjbR y AvirB2 de B. ovis PA no superaron los 0,200 g en todo
el periodo de tiempo analizado. Este hecho parece mas propio de las cepas no virulentas
que, incluso cuando se inoculan dosis altas, raramente causan un incremento en el tamafo
del bazo (Grill6 et al., 2006). Una leve induccién de esplenomegalia, siempre que no
perjudique a la correcta induccién de la respuesta inmune y, por ende, a la eficacia
protectora de la cepa vacunal, puede considerarse una ventaja en cepas atenuadas que se
postulan a candidatos como vacunas vivas, ya que supondria minimizar este efecto
secundario de la vacunaciéon. Por tanto, la reducida esplenomegalia inducida por los
mutantes de B. ovis PA constituye una mejora sobre la vacuna actual B. melitensis Revl que
induce una marcada esplenomegalia (Stevens et al., 1995; Arenas-Gamboa et al., 2008;
Gonzalez et al., 2008) (Tabla VIII).

Ademads, se ha descrito que en los bazos de los animales infectados con B. ovis, se
observan microgranulomas durante el periodo de tiempo en el que se produce
esplenomegalia (Silva et al., 2011), mientras que en los animales infectados con un mutante
atenuado en el transportador ABC (AabcAB) de B. ovis en los que no se indujo
esplenomegalia tampoco se detectaron estas histopatologias (Silva ef al., 2011). Aunque en
este trabajo no hemos evaluado las posibles lesiones producidas en el bazo tras la
inoculacion de las cepas mutantes derivadas de B. ovis PA, la atenuacion de su virulencia y
el hecho de que no induzcan una inflamacion del bazo elevada, determinada por su peso,
puede llevarnos a inferir que dichas lesiones no son ocasionadas, lo que supondria eliminar
otro efecto adverso consecuencia de la vacunacion.

Para analizar la respuesta inmune de naturaleza humoral inducida por las cepas
Aomp25d, Aomp22, AvjbR y AvirB2 de B. ovis PA se determinaron en el suero de los animales
inmunizados los niveles de anticuerpos tanto de la clase IgG como de las subclases IgG;,
IgGaa e IgGap capaces de reaccionar con células enteras de B. ovis PA. Todos los mutantes
analizados en este trabajo indujeron la produccion de un elevado titulo de anticuerpos de
la clase IgG, frente a células enteras de B. ovis PA, detectados a partir del dia 7 p.i. Sin
embargo, en el suero de los animales inoculados con la cepa vacunal B. melitensis Rev1 los
niveles de anticuerpos reactivos con células enteras de B. ovis PA fueron significativamente
menores a lo largo de todo el periodo de tiempo analizado (Figura 30). Estos resultados no
son de extrahar, ya que frente a células enteras, cabe esperar que se detecten los
anticuerpos que son reactivos con los principales antigenos de superficie que, en el caso de
B. ovis, son el R-LPS y las PMEs (Chin & Scully, 1986; Kittelberger et al., 1995; Gamazo &
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Moriyén, 1987; Bowden et al., 2000). Sin embargo, en las cepas lisas de Brucella, como la
vacuna clasica B. melitensis Revl, las cadenas polisacaridicas O son antigenos
inmunodominantes por lo que los anticuerpos especificos frente al S-LPS son mayoritarios
tras la infecciéon/inmunizacion con estas cepas (Zygmunt et al., 1994; Fernandez-Lago et al.,
1996). Ademas, en trabajos previos, no se detectaron anticuerpos capaces de reaccionar con
los antigenos de superficie de B. ovis en muestras de suero procedentes de carneros
infectados experimentalmente con cepas lisas de B. abortus y B. melitensis (Sudrez et al.,
1988; Suarez et al., 1991). Sin embargo, hay que tener en cuenta que aunque la colonizacién
esplénica fue similar a la observada con la cepa B. ovis Aomp25d, la dosis de inoculacion
empleada con la cepa B. melitensis Revl fue muy inferior a la empleada con los mutantes
derivados de B. ovis PA, lo que también podria influir en el desarrollo inicial de
anticuerpos.

Aungque el papel de los anticuerpos en el control de la brucelosis murina sigue siendo
analizado en el momento presente, y algunos autores consideran que éstos no son
relevantes para el control de la infeccién ocasionada por la especie lisa B. abortus (Goenka et
al., 2011), en la especie rugosa B. ovis la capacidad de los anticuerpos para conferir
proteccion en raton si parece jugar un papel significativo, siendo las funciones protectoras
que se atribuyen a los anticuerpos frente a B. ovis la opsonizacion, la mediacién de la
muerte extracelular por el complemento o la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (Jiménez de Bagués et al., 1994). Se cree que los principales antigenos
involucrados en la proteccion frente a B. ovis son el R-LPS y algunas PMEs, ya que la
transferencia pasiva de anticuerpos monoclonales especificos frente a estos antigenos
confiere proteccion frente a B. ovis (Bowden et al., 1995b; Bowden et al., 2000). Por todo esto,
es deseable que una vacuna frente a B. ovis sea capaz de inducir un buen nivel de
anticuerpos especificos frente a estos antigenos de superficie.

La proporcién de las distintas subclases de IgG generadas durante la respuesta inmune
da una idea de la naturaleza de la misma. Asi, en modelo murino, cuando el isotipo IgG:
predomina sobre el resto se considera que la respuesta inmune inducida es principalmente
de naturaleza humoral o Th2 y si los isotipos que predominan son IgGz,, IgGa e IgGs se
considera que la respuesta inmune que se esta induciendo es principalmente la mediada
por células o Th1 (Apartado 3.3 de la Introduccion).

Tras la infeccién de ratones CD-1 con B. abortus 2308 o con B. abortus 519 los anticuerpos
que se detectaron en el suero, especificos frente a las cadenas polisacaridicas O, fueron de
la subclase IgGs (Elzer et al., 1994a) y tras la infeccion con B. abortus 2308 los anticuerpos
que se detectaron en el suero de ratones CD-1, especificos frente al S-LPS, fueron de las

subclases IgGs e IgGaa (Fernandez-Lago et al., 1996). Dado que los principales antigenos de



Discusiéon 125

superficie en cepas lisas de Brucella son las cadenas polisacaridicas O del S-LPS estos
resultados llevaron a los autores a sugerir que en respuesta a la infeccion tanto por la
estirpe virulenta lisa B. abortus 2308 como por la vacuna clasica B. abortus S19 se induce en
el hospedador una respuesta inmune mayoritariamente mediada por células o Th1 (Elzer et
al., 1994a; Fernandez-Lago et al., 1996).

Con respecto a la estirpe virulenta rugosa B. ovis, no existen trabajos previos que
analicen, frente a células enteras, los distintos isotipos de inmunoglobulina de la clase IgG
inducidos. Unicamente se ha descrito que, tras la infeccién con B. ovis, los anticuerpos
reactivos con el HS de B. ovis, fueron predominantemente de las subclases IgGz. e IgGs
(Jiménez de Bagués et al., 1994). En el estudio llevado a cabo en este trabajo se analizaron,
frente a células enteras de B. ovis, las subclases IgGi, IgGaa e IgGop generadas en el suero de
los animales inmunizados con las distintas cepas mutantes atenuadas derivadas de B. ovis
PA. Ninguna subclase de IgG predominé claramente sobre el resto (Figura 31) lo que
parece indicar que la respuesta inmune que se induce tras la inmunizacién con las cepas
mutantes derivadas de B. ovis PA es mixta de naturaleza Thl y Th2. Esta respuesta inmune
heterogénea también ha sido descrita tras la inoculaciéon con cepas mutantes atenuadas
derivadas de la especie rugosa B. canis (Palomares-Resendiz, et al., 2012) y contrasta con la
respuesta observada tras la inmunizaciéon con vacunas subcelulares en las que,
generalmente, se observa un claro predominio de determinadas subclases. Asi, tras la
inmunizacién con HS de B. ovis - s6lo o con adyuvante - los anticuerpos detectados fueron
principalmente de las subclases IgGo. e IgGop (Jiménez de Bagués et al.,, 1994). Tras la
inmunizacion con la proteina recombinante Omp31 de B. melitensis (Cassataro et al., 2005) o
con la quimera BLSOmp31 (BLS; Brucella Lumacine Synthase) (Cassataro et al., 2007) los
anticuerpos detectados, especificos frente a la propia proteina recombinante Omp3]1,
fueron de las subclases IgG; e IgGaa con un predominio de los de la subclase IgGy, y tras la
inmunizacién con una vacuna de ADN que codifica un homologo de un transportador
ABC se detectaron anticuerpos, especificos frente a la proteina transportadora, tinicamente
de la subclase IgGza (Riquelme-Neira et al., 2013).

Las especies lisas del género Brucella son capaces de evadir la respuesta inmune innata
(Fernandez-Lago et al., 1996; Barquero-Calvo ef al., 2007; Watanabe et al., 2008; Rolan et al.,
2009) y esto parece ser una de las claves de su parasitismo (Martirosyan et al., 2011). Los
TLR juegan un papel importante en la inmunidad innata ya que, mediante el
reconocimiento de los PAMPs, son una de las primeras lineas de defensa del hospedador
frente al patégeno (Kawai & Akira, 2010). La activacion de los TLR tiene como
consecuencia la producciéon de citocinas pro-inflamatorias por las células del sistema

inmunitario (Capitulo 3 de de Introduccion y Figura 3). Tras la infeccion con la cepa
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virulenta B. abortus 2308 los niveles de citocinas pro-inflamatorias no comienzan a ser
significativos hasta el final de la fase aguda de la infeccion (entre los dias 15 y 21 p.i.)
(Fernandez-Lago et al., 1996; Zhan & Cheers, 1998; Fernandez-Lago et al, 1999;
Sathiyaseelan et al., 2006; Cha et al., 2010). En el andlisis de las citocinas producidas en el
bazo de los animales inoculados con la cepa virulenta B. ovis PA, la vacuna clasica B.
melitensis Rev1 o las diferentes cepas mutantes de B. ovis PA llevado a cabo en este trabajo
(Figuras 32-36) se observo que las citocinas IFNYy, IL1a, TNFa e IL12p40 no comenzaron a
detectarse, generalmente, hasta el dia 7 p.i.,, aunque en los animales inoculados con B. ovis
PA no alcanzaron niveles significativos hasta el dia 14 p.i. Esta respuesta tardia pone de
manifiesto que, en comparacion con la respuesta inflamatoria desencadenada por otras
bacterias Gram negativas como Salmonella, que genera citocinas pro-inflamatorias
detectables en suero en las primeras 24 h p.i. (Weiss et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007),
todas las cepas analizadas, independientemente de la atenuacion mostrada, inducen en
modelo murino una respuesta inflamatoria débil en los primeros dias p.i. Esta leve
respuesta inflamatoria inducida por B. ovis PA concuerda con lo descrito previamente por
otros autores (Martin-Martin et al., 2010; S4 et al., 2012) y sugiere que B. ovis también actua
como un patogeno furtivo evadiendo la respuesta inmune durante el inicio de la infeccién.

Dado que es conocido que las cepas virulentas del género Brucella tienen alterados
algunos PAMPs lo que les permite pasar desapercibidas ante la inmunidad innata (Moreno
et al., 1981; Lapaque et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007; Salcedo et al., 2008; Martirosyan
et al., 2011), el hecho de que en los animales inoculados con las cepas mutantes atenuadas
derivadas de B. ovis PA muestren, en relacion con la cepa parental, una rapida y/o menor
produccién de citocinas en el bazo, podria deberse, entre otros factores, a que en estas
cepas los PAMPs son reconocidos de forma diferente y/o mas efectiva por las células de la
inmunidad innata del hospedador desencadenandose una respuesta inmune variable en
relacion con la cepa virulenta B. ovis.

Por otro lado, cabe destacar que los niveles méximos de IFNy, IL1a y TNFa en los bazos
de los animales inoculados con las cepas mutantes derivadas de B. ovis PA y con la cepa
vacunal B. melitensis Rev1 (Figuras 32-36) se alcanzaron cuando se produjo el mayor grado
de colonizacion esplénica (Figura 29). Ademas, la concentracion de estas citocinas en bazo
fue significativamente menor cuando el grado de colonizacién esplénica no superaba 6 log
UFC/bazo. Resultados similares se observaron en los animales inoculados con la cepa
parental virulenta B. ovis PA detectandose los niveles maximos de estas citocinas cuando se
alcanzé un grado se colonizacion esplénica superior a 6 log UFC/bazo (Figuras 32-36). El
hecho de que tanto tras la infecciéon con la estirpe virulenta rugosa B. ovis PA como con las

cepas atenuadas derivadas de ella y con la vacuna clasica B. melitensis Revl, se detecten
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niveles significativos de estas citocinas cuando el grado de colonizacién es alto parece
indicar que existe una relacion entre el nivel de infeccion y la produccion de citocinas. Esto
concuerda con lo observado en la especie lisa B. abortus donde, en ratones BALB/c
infectados con B. abortus 2308 se detectaron niveles significativos de IFNYy en suero durante
el final de la fase aguda que se mantuvieron durante la fase crénica momentos que se
corresponden con un alto grado de colonizacion esplénica, mientras que en animales
infectados con la cepa vacunal B. abortus S19 la produccion de IFNy se detecté mucho antes
y los niveles disminuyeron mas rdpidamente, al igual que ocurri6é con el nimero de UFC/
bazo (Hort et al., 2003; Sathiyaseelan et al., 2006; Cha et al., 2010).

En lo referente a la IL10 se ha observado produccion enddgena de esta citocina los
primeros dias p.i. tras la infeccion con la cepa virulenta B. abortus 2308 (Fernandes &
Baldwin, 1995; Fernandez-Lago et al., 1996; Fernandes et al., 1996). Recientemente, se ha
descrito que B. abortus durante las primeras fases de la infeccion impide la activacion de los
macrofagos induciendo la produccion de linfocitos T reguladores CD4+CD25+ que secretan
IL10 (Xavier et al., 2013). También se ha visto que la ausencia de IL10 mejora la produccion
de citocinas pro-inflamatorias e incrementa la resistencia del hospedador a B. abortus
(Corsetti et al., 2013). No obstante, en nuestro trabajo experimental no se ha detectado esta
citocina ni en los bazos de los animales inoculados con la cepa parental virulenta B. ovis PA,
ni en los bazos de los animales inoculados con las cepas mutantes derivadas de ésta en
todo el periodo de tiempo analizado. Unicamente se detecté una descarga de IL10 en los
bazos de los animales inoculados con la vacuna B. melitensis Rev1 el dia 21 p.i. (Figura 32),
momento en el que también se observd una disminucién en la inflamacion del bazo (Tabla
VIII) y la concentracion del resto de citocinas se redujo hasta niveles basales. Dado el papel
inmunoregulador propuesto para esta citocina (Xavier et al., 2013; Corsetti et al., 2013), esta
descarga de IL10 podria suponer un mecanismo para contrarrestar los efectos negativos en
el hospedador derivados de una respuesta inmune exacerbada. Este fenémeno de descarga
de citocinas - caracterizado por el incremento del nivel de citocina durante un corto
periodo de tiempo - se ha observado también en otras bacterias y también se ha sugerido
que el hospedador utiliza este fendmeno para prevenir las lesiones causadas por una
profusa respuesta inmune (Wang et al., 2013).

Para evaluar la eficacia de una vacuna se requiere la determinaciéon de la proteccion
conferida tras una infeccion experimental (Bosseray et al., 1984; Bosseray, 1992). En este
trabajo, la eficacia protectora de las cepas mutantes seleccionadas se evalué comparando la
capacidad de los ratones que recibieron las vacunas experimentales (Aomp25d, Aomp22 y
AvjbR de B. ovis PA), una vacuna de referencia (B. melitensis Revl) (Bosseray, 1991; Grill6 et

al., 2006), o PBS para restringir la infecciéon en el bazo después de una infeccion
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experimental con la cepa virulenta B. ovis PA. El nivel de infeccién en el bazo de los
animales vacunados tanto con las cepas mutantes Aomp25d, Aomp22 y AvjbR de B. ovis PA
como con la vacuna clasica B. melitensis Revl, en comparacion con el nivel de infeccion en
el bazo de los animales sin vacunar, fue significativamente menor (Figura 37).
Posteriormente, el grado de proteccion conferido por las cepas B. ovis Aomp25d, B. ovis
Aomp22 y B. melitensis Rev1l fue comparado con la cantidad de citocinas secretadas por los
esplenocitos procedentes de los animales vacunados tras un segundo estimulo con B. ovis
PA (Figura 38), con el fin de determinar si era posible establecer correlaciéon entre la
respuesta inmune de naturaleza celular observada y la proteccion conferida por las
diferentes cepas vacunales.

Una inmunidad protectora frente a Brucelln requiere mecanismos de inmunidad
mediada por células y, en particular, una respuesta caracterizada por la produccion de
IFNYy (Eze et al., 2000; He et al., 2001; Ko & Splitter, 2003; Martirosyan et al., 2011). En este
sentido los esplenocitos procedentes de los animales vacunados con los mutantes Aomp25d
y Aomp22 de B. ovis PA y con B. melitensis Revl, tras 72 horas la estimulacion in vitro,
secretaron al medio una gran cantidad de IFNy, mas de 100 veces superior a la cantidad de
IFNY secretada por los esplenocitos procedentes de los animales sin vacunar (Figura 38 A),
avalando el hecho de que las células procedentes de los animales vacunados responden a
un segundo estimulo generando una respuesta inmune de naturaleza celular. Por tanto,
parece probable que la gran cantidad producida de esta citocina en respuesta a un segundo
estimulo con B. ovis PA sea responsable, al menos en parte, de la proteccion conferida por
estas cepas atenuadas frente a una infeccién experimental con B. ovis PA. Por otro lado, los
esplenocitos procedentes de los animales vacunados con B. melitensis Revl secretaron el
doble de IFNy que los esplenocitos procedentes de los animales inmunizados con los
mutantes Aomp25d y Aomp22 de B. ovis PA (Figura 38 A). No obstante, las tres cepas
mostraron una eficacia protectora similar frente a B. ovis PA. Tampoco en otros estudios en
los que se evalu¢ la cantidad de IFNYy secretado por esplenocitos procedentes de animales
inmunizados con mutantes atenuados derivados de B. abortus 2308 se encontr6 una clara
correlacion entre el grado de proteccion conferido por las distintas cepas mutantes y la
cantidad de IFNy, aunque en todos los casos se detect6 un minimo de IFNy tras un
segundo estimulo con B. abortus 2308 (Kahl-McDonagh & Ficht, 2006). Estos resultados
sugieren que, posiblemente, exista un mecanismo regulador que controle al accién
protectora del IFNY en este proceso.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo, se observd que los esplenocitos
procedentes de los animales tanto inmunizados con los mutantes Aomp25d y Aomp22 de B.

ovis PA como con B. melitensis Rev1l secretaron al medio una cantidad de TNFa superior a
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la secretada por los esplenocitos procedentes de los animales sin vacunar (Figura 38 C), lo
que también podria estar relacionado con la eficacia protectora. Dado que el TNFa es una
citocina pro-inflamatoria involucrada en la activacion de los macréfagos (Billard et al., 2007;
Salcedo et al., 2008), estos resultados sugieren que, en un segundo contacto con B. ovis PA,
en los animales previamente vacunados se produce una mayor activacion de las células
fagociticas y una respuesta pro-inflamatoria mas potente que en los animales sin
inmunizar. Por el contrario, no se observaron diferencias entre los animales vacunados y
los animales control en la secrecion de IL12p40 (Figura 38 D). Teniendo en cuenta que la
IL12 esta relacionada con la diferenciacion de los linfocitos ThO a Thl y la consecuente
produccién de IFNy (Zhan & Cheers, 1995; Zhan et al., 1996), estos resultados parecen
indicar que, en un segundo contacto con B. ovis PA, la mayor produccion de IFNy no se
relaciona con una mayor produccion de IL12p40.

La ILla es una citocina pro-inflamatoria que actia sobre los linfocitos T CD4+
mejorando notablemente su expansion y diferenciacion tras una estimulaciéon antigénica
especifica (Ben-Sasson et al., 2009). Los esplenocitos procedentes de los animales vacunados
con los mutantes Aomp25d y Aomp22 de B. ovis PA secretaron IL1a en una cantidad
significativamente mayor que la secretada por los esplenocitos procedentes de los ratones
inmunizados con la cepa vacunal B. melitensis Revl y los animales sin vacunar (Figura 38
B). Considerando que las tres vacunas presentaron una eficacia protectora similar, parece
que la IL1a no contribuye en gran medida a la proteccidon conferida por B. melitensis Revl
frente a una infeccion experimental por B. ovis. Sin embargo, la secrecion de esta citocina
unicamente por los esplenocitos procedentes de animales inmunizados con las cepas
mutantes atenuadas derivadas de la cepa homologa B. ovis PA podria relacionarse con la
especificidad de antigeno y contribuir a la proteccion originada por estas cepas.

Finalmente, al igual que ocurriera en las citocinas enddgenas del bazo, inicamente los
esplenocitos procedentes de animales inoculados con B. melitensis Revl fueron capaces de
secretar IL10 tras un segundo estimulo con células enteras de B. ovis PA (Figura 38 E). Dado
el cardcter anti-inflamatorio de esta citocina (Corsetti et al., 2013), estos resultados sugieren
que su presencia tras un segundo estimulo con B. ovis PA no impide la actividad protectora
de B. melitensis Revl. En contraste, su baja produccion en los grupos vacunados con las
cepas atenuadas derivadas de B. ovis podria contribuir a la proteccion conferida
constituyendo una ventaja para estas vacunas.

En las ultimas décadas se han ensayado, frente a infecciones experimentales con B. ovis,
extractos celulares como el HS de B. ovis (Jiménez de Bagués et al., 1993), vacunas
subcelulares como R-LPS, PME, (Estein et al., 2003) e incluso vacunas de ADN utilizando
vectores que codifican la PME Omp31 o una quimera BLSOmp31 (Cassataro et al., 2005;
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Cassataro et al., 2007) y antigenos encapsulados (Murillo et al., 2002; Estevan et al., 2008).
Aunque en algunos casos se han obtenido resultados de proteccion similares a los
obtenidos con la vacuna clasica B. melitensis Revl, estas vacunas subcelulares requieren la
administracion de varias dosis y el empleo de adyuvantes. En contraste, las cepas B. ovis
Aomp25d y B. ovis Aomp22 evaluadas en este trabajo, en una tinica dosis, y sin la necesidad
de ser administradas de forma conjunta con adyuvantes, desencadenan una respuesta
inmune mixta tanto de naturaleza humoral como celular (Figura 30 y Figura 38) capaz de
reducir la colonizacion esplénica de la cepa virulenta B. ovis PA en niveles equivalentes a
los conseguidos tras la inmunizacion con la vacuna clasica B. melitensis Revl (Figura 37),
considerada como la vacuna mas eficaz frente a B. ovis. Ademads, estas cepas muestran unas
caracteristicas - virulencia reducida aun a dosis muy altas e induccién de una leve
esplenomegalia - que confieren seguridad a la vacuna eliminando asi efectos secundarios
no deseados en la vacunacion sin comprometer la eficacia.

Considerando los inconvenientes de la vacunacion con B. melitensis Revl especialmente
en la profilaxis de las infecciones por B. ovis (Apartado 5.3 de la Introduccion), las cepas B.
ovis Aomp25d y B. ovis Aomp22 analizadas en este trabajo constituyen una alternativa
prometedora como vacunas homdlogas especificas contra la epididimitis contagiosa del
carneros ocasionada por B. ovis. Por ello, estas cepas merecen ser evaluadas como vacunas
en su hospedador natural. Ademads, también podria seria interesante analizar otras
formulaciones que pudieran incrementar su actividad protectora, como la
microencapsulacion para la liberacion prolongada descrita con éxito en mutantes

atenuados de otras especies de Brucella (Arenas-Gamboa et al., 2009).
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En vista de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigaciéon podemos

establecer las siguientes conclusiones:

1. Atendiendo a la imposibilidad de obtener los mutantes correspondientes, los genes burR,
burS y ompl6 son esenciales para el crecimiento in vitro de B. ovis PA en las condiciones

empleadas.

2. Los genes ompl0 y ompl9 no son esenciales para la virulencia de B. ovis PA en modelo
murino, aunque estan relacionados con la estabilidad de su ME y con la supervivencia de la

bacteria en el interior de macrofagos J774.A1 durante las primeras 24 horas post-infeccion.

3. La doble mutacién en los genes relacionados con la ME omp31 y bacA, que individualmente
no estan implicados en la virulencia de B. ovis PA, confiere a B. ovis PA un fenotipo muy similar
al mostrado por la cepa mutante simple B. ovis Aomp31 y tampoco produce una atenuacion de

su virulencia.

4. El hecho de que los genes omp10, omp19 y bacA, implicados en la virulencia de estirpes lisas
del género Brucella, no puedan relacionarse con el establecimiento del proceso infeccioso en B.
ovis vuelve a poner de manifiesto las diferencias que existen entre las distintas especies del

género Brucella a pesar de la gran similitud genética que presenta este género.

5. Las cepas mutantes Aomp25d y Aomp22 de B. ovis PA inducen en el hospedador una respuesta
inmune protectora mixta de naturaleza humoral y celular que se evidencia, principalmente, por
un alto titulo de anticuerpos de la clase IgG en suero y por una mayor y mas rapida secrecion,
tras un segundo estimulo con B. ovis, de IL1a, TNFa e IFNy; estas dos ultimas citocinas
previamente ha sido relacionadas con la eficacia protectora frente a las especies lisas del género
Brucella.

6. Considerando la inmunidad protectora conferida tras la evaluacion inicial en modelo
murino, los mutantes atenuados Aomp25d y Aomp22 de B. ovis PA constituyen una alternativa
prometedora frente a la vacuna heterdloga B. melitensis Revl para la profilaxis de la epididimitis

del carnero producida por B. ovis.
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Apéndices






Abreviaturas, Acronimos y Siglas

AGID Inmunodifusion en gel de agarosa (Agar Gel Immunodiffusion)
A-HSL N-Acil-Homoserina Lactona

Amp Ampicilina

BAB Base de Agar Sangre N2 (Blood Agar Base N°2)

BCCN Coleccién de Cultivos de Brucella de Nouzilly (Brucella Culture Collection of Nouzilly)
BCV Vacuola portadora de Brucella (Brucella-Containing Vacuole)
CBGs Glucanos ciclicos (Ciclic B-Glucans)

CDs Células dendriticas

CITA Centro de Investigacion Tecnoldgica Agroalimentaria

D.E. Desviacion Estandar

DIG Digoxigenina

DMEM Medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
DMSO Dimetil sulféxido

D.O. Densidad Optica

EEC Compartimentos de los endosomas tempranos (Early Endosomal Compartments)
ERES Dominios de salida del reticulo endoplasmatico (Endoplasmic Reticulum Exit Sites)
Estrep Estreptomicina

FBS Suero Bovino Fetal (Fetal Bovine Serum)

EFC Fijacién de complemento

HS Suero de Caballo (Horse Serum)

HBSS Solucion salina de Hanks (Hanks Balanced Salt Solution)

HSE Extracto salino caliente (Hot Saline Extract)

I-ELISA Enzimoinmunoanalisis Indirecto (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
IeG Inmunoglobulina G

IL Interleucina

IFNYy Interferon gamma

P Intraperitoneal

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

v Intravenosa

Kan Kanamicina

KO Knockout

LB Medio Luria Bertani

LPS Lipopolisacarido

OIE Organizacion Mundial de Salud Animal

log Logaritmo

ME Membrana externa

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)

MOI Multiplicidad de infeccion (Multiplicity Of Infection)



Abreviaturas, Acronimos y Siglas

PAMP
PAL

PCR
pi
PG
PL
PME
p/v
QS
RE
R-LPS
Sac
SDS-1
S-LPS
Strep
T4SS
Th
TIR
TLR
TNFa
TSA
TSB
UFC
VLCFA
v/v
WT
WHO
X-Gal
YE

Patréon molecular asociado a patdgeno (Pathogen-Associated Molecular Pattern)
Lipoproteina asociada al peptidoglicano (Peptidoglycan-Associated Lipoprotein)
Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Post-inoculacion

Peptidoglicano

Fosfolipidos (Phospholipids)

Proteinas de membrana externa

Peso/volumen

Dialogo molecular (Quorum Sensing)

Reticulo endoplasmatico

Lipopolisacérido en fase rugosa (Rough-LPS)

Sacarosa

Fraccion insoluble en dodecil sulfato de sodio (Sodium dodecyl sulfate-insoluble)
Lipopolisacarido en fase lisa (Smooth-LPS)

Estreptomicina

Sistema de secrecion tipo IV (Type IV Secretion System)

Linfocitos T colaboradores (T helper)

Receptor citoplasmatico Toll/IL1 (Toll/IL1 Receptor)

Receptor tipo Toll (Toll-Like Receptor)

Factor de Necrosis Tumoral alpha (Tumor Necrosis Factor alpha)

Agar Tripticaseina de Soja (Trypticasein Soy Agar)

Caldo Tripticaseina de Soja (Tripticasein Soy Broth)

Unidades Formadoras de Colonia

Acidos grasos de cadena muy larga (Very Long Chain Fatty Acid)
Volumen/volumen

Wild Type

Organizacion Mundial de Salud (World Health Organization)
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido

Extracto de Levadura (Yeast Extract)






