P SALAMANCA

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

Departamento de Microbiologia y Genética

TESIS DOCTORAL

Obtencion, caracterizacion y evaluacion del interés como vacunas
recombinantes atenuadas de mutantes de Brucella ovis en genes
relacionados con la membrana externa

Memoria presentada por Rebeca Singh Sidhu Mufioz
para optar al grado de Doctor por la Universidad de Salamanca

Salamanca, 2017






La Dra. Nieves Vizcaino Santiso Profesora Titular del Departamento de Microbiologia y

Genética de la Universidad de Salamanca

CERTIFICA:

Que la Tesis titulada: “Obtencién, caracterizacion y evaluacion del interés como vacunas
recombinantes atenuadas de mutantes de Brucella ovis en genes relacionados con la membrana
externa“, presentada por Dfia. Rebeca Singh Sidhu Mufioz para optar al grado de Doctor por la Universidad
de Salamanca con Mencién Internacional, ha sido realizada bajo su direccién, dentro del Programa de
Doctorado en Microbiologia y Genética Molecular (regulado por el RD99/2011), en el Departamento de

Microbiologia y Genética de la Universidad de Salamanca.

En Salamanca, a 16 de diciembre de 2016.

Fdo.: Dra. Nieves Vizcaino Santiso






Este trabajo de investigacion ha sido financiado por los
proyectos AGL2011-30453-C04-02 y AGL2014-58795-C4-4-R
del Ministerio de Economia y Competitividad y por la beca del
plan de Formacién de Personal Investigador 2012 (FPI) BES-
2012-057056 concedida a Rebeca Singh Sidhu Mufioz por el
Ministerio de Economia y Competitividad.






Agradecimientos

Este Apartado es una oda a la paciencia y el carifio de todas las personas que me acompariaron a lo largo de este camino.
Teniendo en que cuenta que, casi con total seguridad, este sera el Apartado o pagina de este Trabajo que todo el mundo lea, 0
gue lea con mayor interés, o a que, al menos, todo el mundo puede que lea... Ademas, entendiendo “mundo” no como el
conjunto de todo lo existente, ni como el conjunto de todos los seres humanos, sino mas bien, una parte determinada de la
realidad o alguna de sus manifestaciones. Mas bien, ese mundo relacionado con el ambiente en el que se mueve una persona;
el de la vida y el trato social (ruego disculpas, el lenguaje cientifico se ha apoderado de esta pagina también). De acuerdo con
lo anteriormente expuesto, tengo motivos mas que de sobra para concentrar mis esfuerzos finales en dar las gracias.

El primer gracias y un te quiero van para mi madre, Esperanza, a la que debo todo lo que soy. Trabajadora incansable y
madre coraje. Eres el espejo en el que me veo reflejada con orgullo. Gracias por quererme de manera incondicional y gracias
por conformarte con lo que soy, sin imposiciones, ni reproches. Gracias por dejarme siempre la libertad de decidir, por darme
la oportunidad de equivocarme y sobre todo, gracias por ayudarme siempre sin juzgarme. Gracias por tu infinita ternura y
paciencia. Por tu apoyo incondicional. Gracias por esa fuerza fotosintética que me das y que siempre consigue levantarme
esté donde esté y como esté. Gracias por siempre y para siempre. Mi mundo (entendiendo mundo como el conjunto de la
sociedad humana, asi como el de las ideas y valores) es mucho mejor gracias a ti. Gracias por demostrarme que los buenos
no siempre pierden y que el amor en sus diferentes manifestaciones, es el motor que mueve el Mundo.

Cuando pensé por primera vez en realizar la Tesis Doctoral, lo hice movida por mi interés personal en seguir
aprendiendo. Asi pues, un gracias global a todas y cada una de las personas que me han dedicado su tiempo y esfuerzo en
ensefiarme. A todos los niveles. Sobre todo, gracias al que me ofreci6 su ayuda sin esperar nada a cambio, gracias al que me
corrigié cuando me equivoqué (innumerables veces) y al que desconfié de mi, porque me ayudd a ver que debo mejorar y lo
que es todavia algo mejor, me ret6 a demostrarme que, con esfuerzo, soy capaz de mejorar y que me queda un largo camino
hasta conseguirlo en términos significativos.

El camino recorrido hasta el momento forma parte de la aventura méas intensa de mi vida. He tenido la suerte de
compartirlo con personas que me han inspirado para llegar hasta la meta de la manera mas digna posible y eso que empecé
con “faldas y a lo loco”. No habia manera de hacer una electroforesis sin que el gel no se saliera del molde, de que no me
faltaran unos mililitros de suero en un medio de cultivo, o conseguir concentrar, en lugar de diluir mi muestra de ADN... Y
si s6lo fuera eso...Me sentia Gurb aterrizando en un mundo lleno de incognitas y a medida que me adentro mas y mas, tengo
la sensacion de que éstas se incrementan hasta limites infinitos.

Gracias a la Dra. Nieves Vizcaino por ofrecerme su tiempo Yy energia, gracias por la intensa dedicacion desde el primer
dia, hasta el ltimo de los minutos. Por compartir largas jornadas de trabajo codo a codo en “nuestro” minimundo, entre
montafias de placas Petri, cafés de buena mafiana, tubos de seroteca, los pendientes de cépsulas, tampones de electroforesis y
cultivos celulares. Por ser un ejemplo de capacidad de trabajar varios frentes a la vez. Gracias sin duda, por abrirme la puerta
de la Ciencia también en otros paises. Por actuar de la mére Brucella cuando la fille ovis se embarcé a vivir experiencias
trascendentales en el pais galo. Experiencias vitales que fueron desde intentar descifrar las retahilas de nimeros y letras de los
monoclonales anti Omps con 1’accent belge (guifio, guifio), los exquisitos menuds que servian en la cantina del INRA
mientras me perdia en una tincion de plata con LPS contaminado o en batallas por obtener fusiones lacZ. En general, por
ayudarme en este viaje en montafia rusa con doble loop que han sido estos afios. Siempre estaré eternamente agradecida por
esto y por los muchisimos momentos vividos juntas. Merci.

Un Gracias indudable a LABORATERAPIA por hacer de mi vida de becaria solitaria un mar de bromas, carifio, lloreras
por doquier, cancioncitas y buen comer. Gracias al equipo al equipo residente: Dra. Paula, Alexandra, Lorena Celador, Dra.
Lorena Carro, Dra. Estherina, Marta, Marfa, Alex, Pepe y Xavier, asi como al equipo visitante capitaneado por el Dr. Pepin'y
acomparfiado del Dr. Primo, de la Dra. P, asi como de algunos de los alumnos que han pasado por nuestros laboratorios y con
los que también he tenido el placer de compartir buenos momentos. Recordaré con nostalgia la dieta del tupper como plato
Unico. Aungue muchos son los que me han visto pegada interminablemente a la campana de flujo laminar, puedo asegurar



que he conseguido comer todos los dias. He de reconocer que echaré de menos ese; “Rebe, ;hoy toca comer?” y el mitico,
Pepiiin...” y saber que es la hora de comer. En definitiva, gracias por ser especialmente atentos y pacientes en la etapa final,
por ser un motivo de sonrisa diaria, por la sesiones de video montajes y la compafiia ocasional en Congresos. Mi paso por el
Departamental tiene un antes y un después gracias a vosotros. Empezamos casi a la vez y poco a poco vamos despegando.
Os deseo toda la suerte en el camino a la cima. Por cierto, jAnimo Marta, ya casi estas! Después de que las sucesivas tesis
vean la luz, no os olvidéis que nos vemos en Puerto Rico.

Gracias a los Drs. Axel Cloeckaert y Michel Zygmunt de la Unité Mixte de Recherche Infectiologie et Santé Publique
del INRA de Nouzilly por acogerme durante mis dos estancias predoctorales. Merci pour 1’accueil chaleureux, la formation
sur les techniques de caractérisation des «souches» Brucella, pour m’accompagner dans un périple des bonnes moments,
pour m’approcher a 1’univers historique de la brucelose, ainsi que de partager les nouvelles tendances dans le domaine de la
Bioinformatique et aussi I’acquisition de conaissances transversals au niveau de la résistance bactérienne aux antibiotiques.
Merci pour m’apporter la richesse de I’échange scientifique et philosophique. Gracias también al Dr. Olivier.Grepinet, merci
pour la formation individualisé et attentive recue, ainsique d’étre toujours disponible a mes questions. Je me sens chanceuse
d’avoir eu I’opportunité d’apprendre et travailler avec vous. Un grand Merci!!

A los grupos de brucelosis del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Navarra, de la
Unidad de Salud Animal del Instituto de Agrobiotecnologia CSIC-UPNA del Gobierno de Navarra y de la Unidad de
Sanidad Animal del CITA del Gobierno de Aragdn por su colaboracién en la realizacion de esta tesis doctoral.

A todo el personal del Edificio Departamental y Departamento de Microbiologia y Genética por su necesaria labor
profesional y la amabilidad con la que me han tratado. Gracias en especial a Tofii, Encarna, Puri, Laura e Inma.

A mi compafiera veterana de laboratorio la Dra. Pilar Sancho. Aungue nuestra coincidencia espacio/tiempo ha sido
breve, la interaccion ha sido realmente positiva. Gracias por tus consejos practicos, los &nimos, los momentos de discusion y
el apoyo mostrado. A Ricardo por su generosidad a la hora de ayudarme con las cuestiones informéticas. Gracias a la Dra.
Carmen Tejedor por hacerme disfrutar, como a mi generacion de boticarios, con los Analisis de Diagnostico de Laboratorio |
(“los de micro™). Por ser un estimulo inicial que desperté mi curiosidad por el mundo de la Microbiologia y por la serenidad
que transmite conversar con ella.

Al Dr. Pedro F. Mateos Gonzélez, coordinador del Programa de Doctorado de Microbiologia y Genética Molecular, por
su disponibilidad absoluta en resolverme todas las dudas burocréticas, por intentar facilitar la vida de los estudiantes de
Doctorado y por su enorme simpatia y cercania en el trato.

Al Servicio de Experimentacion Animal el cuidado y supervision de los animales y al Servicio de Secuenciacion de
NUCLEUS de la Universidad de Salamanca la determinacién de secuencias. Asi mismo, agradezco al personal de la Unidad
de Microscopia y Citometria del Centro de Investigacion del Cancer de Salamanca por su disposicion y amabilidad a la hora
de prestar sus servicios.

AlaDra. Laura Soler y el Dr. Ignacio Caballero por la fuerza que me hacen llegar desde el otro lado de los Pirineos. Al
resto de Drs. Inrianos: Carla, Alba, Carmen, Jorge... Ha sido un enorme placer conoceros. Sois todos el dream team de la
Recherche Espagnole Abroad. Un auténtico orgullo contar con tal elenco de jovenes cientificos. Os echo de menos y os
deseo toda la suerte del mundo. Prometo que nuestros caminos se cruzaran pronto.

Go raibh maith agat Ronan por el carifio, la eterna paciencia, la actitud positiva y por poner banda sonora a mis dias.
Gracias David por el disefio grafico y estar ahi desde la infancia, hasta las entregas a Ultima hora. A mi familia por
comprender mis ausencias y apoyarme en la distancia durante estos afios y a Victor: compafiero, este triunfo quiero
compartirlo contigo.

Después de pasar por este proceso de mutagénesis, solo me queda un mensaje que transmitir: hoy me siento preparada.
Hola Mundo. Alla voy.



A mi madre






Indice



RESUMEN

Resumen I
ABSTRACT
Abstract ]
INTRODUCCION
1. Elgénero Brucellay la brucelosiS 1
2. La membrana externa de Brucella .~~~ 3
2. L FOSTOI IS 4
2.2, LIpoPOliSaCAIITO 4
2.3. Proteinas de lamembrana externa (OMPS) 6
2.3. 1 Familia OmpP25 OmMP8 L 7
2.3.2. LIpOPIO e NaS 10
2.4. Propiedades relacionadas con la membrana externa de Brucella_____ 11
3. Aspectos mas relevantes para este trabajo del proceso de infeccion y de los mecanismos de supervivencia
de Brucella 12
3.1. Mecanismos de adhesién y transporte relacionados con este trabajo.________ 13
3.1 Proteina de SUPEITiCIE SPAL 14
3 L2 PrOteiNa B P C 15
3.2. Internalizacién, tréfico intracelular de Brucella y establecimiento del nicho replicativo 16
3.3. Supervivencia dentro de las células hospedadoras 18
4. Respuesta inmune inducida por Brucella 22
5. Modelo murino en el estudio de la brucelosis ... 27
6. Brucella ovis y epididimitis contagiosa del carnero 29
6.1. Caracteristicas de la enfermedad ...~~~ 29
B.2. DIagNOStICO 30
6.3. Control de la enfermedad. ...~~~ 31
OBJETIVOS
OO IV OS 37
MATERIALES Y METODOS
1. Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento_____ 41
1.1. Género Brucella, 41
1.2. Escherichiacoi 41
2. Técnicas generales de manipulacion de &Cidos NUCIEICOS 42
2.1. Vectores de clonacion 42
2.2. Digestiones enzimaticas y igaCioNes 43
2.3. Oligonucledtidos y reaccion en cadena de la polimerasa convencional (PCR) . . 44
2.4. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) 45
2.5. Electroforesis de ADN en gel 0 @0ar0Sa 46
2.6. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa. e 46
2.7. Extraccion de ADN plasmidico de E. COli 46
2.8. Secuenciacion de ADN 46

2.9. Métodos de transformacién de bacterias 47



2.9.1. Transformacion de E. coli

2.9.2. Transformacion de B. OVIS
3. Estudio de la fuerza de la region promotora del gen bepC de B. OVIS
3.1. Obtencion de cepas recombinantes de E.coli portadoras de plasmidos con la region promotora del gen
bepC fusionada al 9en 1aCZ
3.2. Determinacion de la actividad B-galactosidasa de fusiones lacZ
4. Obtencion de mutantes de B. ovis PA por inactivacion de los genes de interés por PCR de solapamiento
4.1, Obtencion de MUANTES SIMPIOS e
4.1.1. Inactivacion de genes por PCR de SolapamientO
4.1.2. Construccion de plasmidos portadores de los genes inactivados.
4.1.3. Sustitucidn de los genes silvestres por los inactivados en B. ovis PA
4.2, Obtencion de mutantes MUIIDIES
5. Caracterizacion genotipica de las cepas obtenidas
6. ANAlISiS del CreCIMIBNIO
7. Estudio de las propiedades de la membrana externa
7.1, Autoaglutinacion en medio OUITO
7.2. Sensibilidad a polimixina B y desoxicolato sédico
7.3. Sensibilidad a peroXido de NArOgeN0
7.4. Sensibilidad a suero humano no inmune

10. Estudios in Vivo €N MOI0 MUMINO
10.1. Procedimientos generales de experimentacién animal
10.2. Analisis de la VIrUleNCIa
10.3.Evaluacién de la utilidad de los mutantes Aomp3lAcgs, AomplOAomp3lAomp25¢c vy

Aomp10AugpBAomp31 de B. ovis PA como vacunas vivas atenuadas
10.3. 0 PSS N CIA

10.3.2.Evolucion de los anticuerpos 1gG frente a B. ovis PAensuero__
10.3.3.Deteccion de citocinas producidas por esplenocitos murinos en una segunda estimulacién in

47
48

48
49
49
49
49
50
50
51
51
55
55
55
55
55
56
56
56
58
58
58
59
59
59
59
60

VIVO CON B. OVIS P A 61

10.3.4.Proteccion frente a una infeccion experimental por B. ovis________ ] 62

1L, MEt0dOS EStaAIStIC0S 62
RESULTADQOS

1. Construccidn, caracterizacion y evaluacion de la virulencia de los mutantes AbepC y AugpB de B.ovisPA____ 65

1.1. Obtencion de los mutantes AbepC Y AUGPB. 65

1.2. Estudio de las propiedades de la membrana externa de los mutantes AbepCy AugpB________ ... 67

1.2.1. Capacidad de autoaglutinaCion 67

1.2.2. Evaluacion de la sensibilidad a compuestos antimicrobianos_ 68

1.2.3. Topologia de la superficie de los mutantes AbepCy AugpB 68

1.3. Ensayos de virulencia en modelos celulares de infeccion de los mutantes AbepCy AugpB._____ . 70

1.4. Evaluacién de la virulencia de los mutantes AbepC y AugpB en modelo murino_______ 71

1.5. Anaélisis de la transcripcién de los genes bepC y ugpB en B. ovis PA 71



1.6. Analisis de la fuerza de la regién promotora del gen bepC de B. ovis 72

2. Construccion y evaluacién preliminar de un panel de mutantes mdltiples de B. ovis PA en genes

relacionados con la membrana externa 74
2.1, Obtencion del panel de MU AN ES 75
2.2. Evaluacion preliminar de la virulencia en modelo murine 79
2.3. Caracterizacion topologica de la superficie celular mediante ELISA indirecto con anticuerpos
MONOCIONAIES 81
3. Estudio de las propiedades de la membrana externa y de la virulencia en modelos celulares y en ratén de los
mutantes seleccionados tras la caracterizacion preliminar_ 85
3.1. Propiedades de la membrana exXterna. 85
3.1.1. Capacidad de autoaglutinacion 86
3.1.2. Sensibilidad a polimixina B, desoxicolato de sodio y peroxido de hidrégeno________ | 87
3.1.3. Sensibilidad a suerono inmune.__ 88
3.2. Ensayos de virulencia en modelos celulares de infecCiOn 89
3.2.1. Comportamiento en macréfagos J774. AL 90
3.2.2. Comportamiento en células epiteliales HeLa 93
3.3. Evaluacion en modelo murino de los mutantes atenuados Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l y
Aompl0Aomp3lAomp25c en ladosis vacunal 98
4. Analisis en modelo murino del interés como vacuna del mutante atenuado mas relevante .~~~ 101
4.1. Respuesta inmune inducida por el mutante Aomp10AugpBAomp31 101
4.1.1. Analisis de las subclases de 1gG frente a B. ovis PA 101
4.1.2. Anaélisis de la produccion de citocinas tras un segundo estimulo in vitro con B. ovisPA 102
4.2. Evaluacion de la proteccion conferida por el mutante Aompl0AugpBAomp31 frente a la infeccion
exXperimental POr B. OVIS PA 104
DISCUSION

1. Construccidn, caracterizacion y evaluacion de la virulencia de los mutantes AbepC y AugpB de B. ovis PA 107

L BL N DD C 107
L2 Bl QO UGD 110

2. Construccion y evaluacién preliminar de un panel de mutantes mdltiples de B. ovis PA en genes
relacionados con la membranaexterna.__ 111

2.1. Los genes de las lipoproteinas Omp10 y Omp19 y de las proteinas mayoritarias Omp25 yOmp31 en la
estabilidad de la ME de B. OVIS_ 111
2.2. Seleccion de mutantes mUltiples de INterS. 113

3. Estudio de las propiedades de la membrana externa y de la virulencia en modelos celulares y en raton de los
mutantes seleccionados tras la caracterizacién preliminar_____ 114
3.1. Propiedades de la membrana exXterna. 114
3.2. Ensayos de virulencia en modelos celulares de infeccion 115

3.3. Evaluacion en modelo murino de los mutantes atenuados Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l y
Aompl0Aomp31lAomp25c en ladosis vacunal 117

3.4. Respuesta inmune humoral inducida por los mutantes Aomp31lAcgs, AomplOAugpBAomp3l y
AOMPLOAOMP S AOMD 2 119
4, Analisis en modelo murino del interés como vacuna del mutante atenuado mas relevante 120
4.1. Respuesta inmune inducida por el mutante Aompl0AugpBAOMP3L 121

4.2. Evaluacién de la proteccion conferida por el mutante Aompl0AugpBAomp31l frente a la infeccion
experimental por B. ovis PA 123



CONCLUSIONES

CoNCIUSIONeS 127
CONCLUSIONS

ConClUSIONS 131
BIBLIOGRAFIA

B OO A I8 135
APENDICE

I.  Abreviaturas utilizadas



Resumen






Resumen

Brucella ovis produce una enfermedad infecciosa en el carnero caracterizada por la presencia de epididimitis y descenso
de la fertilidad, causando elevadas pérdidas econdmicas en el sector ganadero y para la que no existe una vacuna especifica
disponible. B. melitensis Revl, empleada en la prevencion de la brucelosis causada por B. melitensis en ganado ovino y
caprino, es la vacuna viva atenuada considerada mas eficaz frente a la infeccion heteréloga por B. ovis en ganado ovino. Sin
embargo, la vacunacion de los animales con B. melitensis Revl, que posee un lipopolisacérido liso (S-LPS), induce la
produccion de una respuesta de anticuerpos frente a las cadenas O del S-LPS que es indistinguible de los generados por la
infeccion activa ya que son los detectados mayoritariamente en las pruebas de diagndstico serolégico de las infecciones
ocasionadas por cepas lisas de Brucella. Debido a esta interferencia en el diagnostico serolégico, se prohibe el uso de B.
melitensis Rev1 en paises o regiones consideradas libres de infecciones por B. melitensis. En base a estos aspectos, el
desarrollo de vacunas especificas frente a B. ovis, como alternativa a B. melitensis Rev1 y que permitan la diferenciacion
serolégica entre animales vacunados e infectados (DIVVA) presenta gran interés. Considerando que, por su mayor eficacia, las
vacunas empleadas frente a otras especies de Brucella son vacunas vivas atenuadas homélogas, es muy probable que una
vacuna atenuada homéloga sea también el mejor candidato para la prevencion de infecciones por B. ovis.

Para el desarrollo de este tipo de vacunas, un aspecto fundamental es el estudio de los factores de virulencia de B. ovis
gue hasta el momento han sido poco analizados. B. ovis posee un lipopolisacérido rugoso caracterizado por la ausencia de
cadenas O (R-LPS) y carece de potencial zoon6tico. La ausencia de S-LPS en B. ovis supone un primer rasgo diferencial con
las especies zoondticas més relevantes del género ya que las cadenas O son esenciales para la virulencia de estas Ultimas,
mientras que B. ovis es virulenta tanto en su hospedador preferente como en modelos animales. En este trabajo se ha
estudiado el papel de los genes bepC y ugpB en la fisiologia y virulencia de la cepa B. ovis PA. Ambos genes se han
relacionado con mecanismos extracelulares de virulencia en B. suis 1330, particularmente con resistencia a sales biliares y
adhesién bacteriana, respectivamente. En este trabajo se ha comprobado que la inactivacion de los genes bepC y ugpB no
afecta a la virulencia de B. ovis PA en modelo murino, y que éstos no se relacionan con la supervivencia bacteriana en el
interior de macréfagos y células epiteliales o con propiedades de la membrana externa (ME). Estas evidencias ponen de
manifiesto diferencias entre la especie naturalmente rugosa B. ovis y la especie lisa B. suis.

En este trabajo se ha obtenido un amplio panel de mutantes maltiples de B. ovis PA, combinando genes relacionados con
la ME, elemento clave en le virulencia de Brucella. Dentro de las proteinas expuestas en la superficie celular de Brucella se
encuentran, de manera minoritaria, las lipoproteinas Omp10 y Omp19, junto con las proteinas mayoritarias Omp25 y
Omp31. Si bien su implicacion en la virulencia de las distintas especies de este género no esta claramente delimitada, se
considera que estos elementos contribuyen de forma relevante al mantenimiento de la integridad de la ME. Tras numerosos
intentos, no fue posible la obtencién de mutantes dobles en los genes omp25 y omp31, y en los genes omp10 y omp19 de B.
ovis PA. Estos resultados sugieren que la ausencia simultanea de las proteinas Omp25 y Omp31, y de las lipoproteinas
Omp10 y Omp19 podria provocar graves defectos en la ME que impiden la supervivencia de B. ovis PA. Asi mismo, en el
analisis de la topologia de la envuelta celular se observé que la ausencia de los genes omp31 y omp19 provoca alteraciones en
el perfil de reactividad de anticuerpos monoclonales que afectan al menos a las proteinas Omp25 y BP26, respectivamente.
También se observaron importantes defectos en la penetracién en células epiteliales HeLa del mutante doble en los genes
omp25 y omp25c¢ que codifican proteinas mayoritarias en la ME de B. ovis, aunque estos genes no estan implicados
individual, ni conjuntamente en la virulencia de esta cepa en modelo murino.

La combinacion de mutaciones en genes relacionados con la ME condujo a la obtencién de mutantes atenuados en
modelo murino, entre los que se seleccionaron los candidatos Aomp3lAcgs, AomplOAugpBAomp3l vy
Aomp10Aomp31Aomp25¢, los cuales estan marcados con la ausencia del gen de la proteina Omp31 que es un antigeno
inmunodominante en la infeccion por B. ovis y que presenta interés para la diferenciacion diagnéstica seroldgica entre la
cepas vacunales y las cepas virulentas. En todas ellas se observaron importantes alteraciones en las propiedades de la ME y
en la supervivencia en el interior de macréfagos J774A.1 'y células epiteliales HeL.a que podrian explicar, al menos en parte,
su atenuacion. El mutante Aomp10AugpBAomp31 presentd un adecuado perfil de persistencia e indujo una respuesta inmune
protectora incluso superior a la vacuna heterdloga de referencia B. melitensis Rev1. Considerando la proteccion conferida en
modelo murino, junto con el interés del marcaje diferencial de la cepa vacunal, la vacuna homologa B. ovis
Aompl0AugpBAomp31 facilitaria, por un lado, la diferenciacion seroldgica de las infecciones causadas por cepas lisas de
Brucella y, por otro, aportaria una ventaja adicional en las campafias de control y erradicacion de la infeccion por B. ovis
debido a la ausencia de Omp31. En base a lo expuesto anteriormente, el mutante atenuado Aomp10AugpBAomp31 de B. ovis
PA constituye un interesante candidato a evaluar en carneros como vacuna homéloga especifica frente a la epididimitis
contagiosa ocasionada por B. ovis.
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Brucella ovis, for which a specific vaccine is not available, produces an infectious disease in rams characterized by
epididymitis and a drop in fertility, which in turn causes important economic losses in the livestock sector. B. melitensis
Revl, employed in the prevention of ovine and caprine brucellosis, is the live attenuated vaccine considered most efficient
against the heterologous infection of B. ovis in ovine livestock. However, vaccination of animals with B. melitensis Revl,
which possess a smooth lipopolysaccharide (S-LPS), induces the production of an antibody response against the O chains of
the S-LPS which is indistinguishable from that generated by the active infection as the serological diagnostic tests of the
infections caused by smooth strains of Brucella mainly detect these antibodies. Given this interference in the serological
diagnosis, the use of the B. meltiensis Rev1 is banned in countries or regions considered free from B. melitensis infections.
Based on these aspects, the development of specific vaccines against B. ovis, as alternative to B. melitensis Revl, that allows
the serological differentiation between vaccinated and infected animals (DIVVA) is of great interest. Considering that, because
of their greater efficiency, the vaccines employed against other species of Brucella are homologous live attenuated vaccines,
it is very probable that a live attenuated homologous vaccine is also the best candidate for the prevention of B. ovis infections.

For the development of this type of vaccine, a fundamental issue is the study of the virulence factors of B. ovis, which so
far have been studied very little. B. ovis possesses a rough lipopolysaccharide characterised by the absence of O chains (R-
LPS) and lacks zoonotic potential. The absence of S-LPS in B. ovis is a first differential feature with the more relevant
zoonotic species of the genus, given that the O chains are essential for the virulence in the former, while B. ovis is virulent in
its preferred host and in animal models. In this work, the role of the genes bepC and ugpB in the physiology and virulence of
the strain B. ovis PA was studied. Both genes have been connected with extracellular virulence mechanisms in B. suis 1330,
particularly with biliarys salts and bacterial adhesion, respectively. In this work, it has been demonstrated that the inactivation
of the genes bepC and ugpB does not affect the virulence of B. ovis PA in the mouse model, and that they are not related to
the bacterial survival within macrophages and epithelial cells, nor to properties of the outer membrane (OM). This results
evidence new differences between naturally rough B. ovis and smooth B. sulis.

In this work, a broad panel of mutants of B. ovis PA was obtained, combining genes related with the OM, a key element
in the virulence of B. ovis. The lipoproteins Omp10 and Omp19, together with the major proteins Omp25 and Omp31 are
exposed on the surface of Brucella. Although their involvement in the virulence of the different species of this genus is not
clearly defined, these elements are considered to contribute in a relevant manner to maintain the integrity of the OM. After
numerous attempts, it was not possible to obtain double mutants in the genes omp25 and omp31, nor in the genes omp10 and
omp19 of B. ovis PA. These results suggest that the simultaneous absence of the proteins Omp25 and Omp31, and that of the
lipoproteins Omp10 and Omp19, could cause serious defects in the OM that hamper the survival of B. ovis PA. Addtionally,
in the topological analysis of the cellular envelope it was observed that the absence of the genes omp31 and omp19 provoked
alterations in the reactivity pattern with monoclonal antibodies, which affect at least the proteins Omp25 and BP26,
respectively. Important defects in the penetration in HeLa epithelial cells of the double mutant in omp25 and omp25c¢ genes,
which encode major proteins of the OM of B. ovis, were observed, although those genes are not involved either individually
or together in the virulence of this strain in the mouse model.

The combination of these mutations in genes related with the OM lead to the generation of attenuated mutants in the
mouse model, among which the candidates Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp31 and AomplOAomp3lAomp25¢ were
selected. These mutants are marked by the absence of the gene for the protein Omp31, which is an immunodominant antigen
in the infection by B. ovis and that may be useful in the serological diagnostic differentiation between the vaccine strains and
the virulent strains. In all of these strains, important alterations were observed in the OM properties and in the survival within
J774A.1 macrophages and HelLa epithelial cells, which could, at least in part, explain their attenuation. The mutant
Aompl0AugpBAomp3l presented an adequate persistence and lead a protector immune response even greater than that
conferred by the heterologous reference vaccine B. melitensis Rev1l. Considering the protection observed in the mouse
model, together with the differential labeling of the vaccine strain, the homologous vaccine B. ovis Aomp10AugpBAomp31
would facilitate, on one hand, the serological differentiation of the infections caused by Brucella smooth strains and, on the
other hand, would contribute an additional advantage to the control and eradication campaigns of B. ovis infection due to the
absence of Omp31. Based on the aforementioned, the Aomp10AugpBAomp31 attenuated mutant of B. ovis PA constitutes
an interesting candidate to be evaluated in rams as a specific homologous vaccine against contagious epididymitis caused by
B. ovis.
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1. Elgénero Brucella y la brucelosis

El género Brucella esta formado por bacterias Gram negativas con morfologia cocobacilar, no moviles, y no
encapsuladas. Su temperatura dptima de crecimiento es de 36-38 °C, pero pueden crecer en un intervalo de entre
20 y 40°C. Son microorganismos aerobios y algunas de las especies requieren una atmdsfera con un 5-10 % de
CO, para su crecimiento. El género fue descrito por primera vez en 1920 por Meyer y Shaw (Meyer & Shaw.,
1920; Corbel & Brinley-Morgan., 1984) y debe su nombre al médico militar Sir David Bruce quien, junto a sus
colaboradores, fue el primero en aislar un microorganismo de los que componen este género, a partir de bazos de
soldados fallecidos en la isla de Malta. El agente causal fue entonces denominado Micrococcus melitensis y el
médico Themistocles Zammit determiné como fuente del contagio, el consumo de productos derivados de leche
de cabra entre las tropas militares presentes en la isla (Pappas et al., 2006).

Los microorganismos del género Brucella son parasitos intracelulares facultativos que infectan una amplia
variedad de mamiferos, desde terrestres hasta marinos (Scholz et al., 2012). De manera general, la infeccién en
animales se caracteriza por la aparicion de aborto e infertilidad y en el hombre por un proceso septicémico febril
recurrente (también conocido como Fiebre de Malta o fiebre ondulante). El término brucelosis se emplea para
describir la infeccion causada por microorganismos de este género en animales y en humanos, y constituye una
de las zoonosis de mayor distribucién e importancia a nivel mundial.

El género Brucella pertenece a la familia Brucellaceae, incluida dentro del orden Rhizobiales, clase
Alphaproteobacteria (Scholz et al., 2012). Dentro de la familia Brucellaceae se encuentran actualmente
incluidos siete géneros: Crabtreella, Daeguia, Mycoplana, Ochrobactrum, Paenochrobactrum vy
Pseudochrobactrum (Kampfer et al., 2014). Dentro de ellos, el género Ochrobactrum, constituido por especies
saprofitas, patégenos ocasionales de humanos (Holmes et al., 1988), representa el vecino méas cercano
filogenéticamente de Brucella. Las alfaproteobacterias son un grupo de bacterias ecolégicamente diverso y entre
sus miembros se encuentran microorganismos patdgenos y simbiontes de plantas (como Agrobacterium,
Rhizobium y Mesorhizobium) y patégenos de animales (como Bartonella, Rickettsia y Ehrlichia). Muchos de los
representantes pertenecientes a esta clase han evolucionado desde una forma de vida libre, siendo capaces de
sobrevivir en el ambiente, hacia un tipo de vida intracelular. Esta adaptacion al medio intracelular se ha
asociado, en algunos de sus miembros, con una pérdida de genes no necesarios en este entorno tan especializado
(Ficht., 2010).

El genoma de Brucella posee caracteristicas que lo diferencian de varios de los miembros de su orden. En
concreto, posee dos cromosomas circulares (a excepcién de B. suis biovar 3 que solo tiene uno) con un tamafio
aproximado de 2,2 Mb (Cr. 1) y 1,1 Mb (Cr. I1), contrastando con el genoma de cromosoma Unico de muchas de
muchas de las bacterias del orden Rhizobiales (Michaux-Charachon et al., 1997; Cloeckaert & Vizcaino., 2005).
Adicionalmente, carece de plasmidos, en contraste con su vecino filogenético O. anthropi que posee cuatro de
estos elementos extracromosémicos (Chain et al., 2011). Sin embargo, a pesar de la pérdida de genes
innecesarios, Brucella ha ganado genes de virulencia y posee, por ejemplo, un genoma de tamafio relativamente
mayor (50-100%) con respecto al de Bartonella (también patdgeno intracelular facultativo) (Ficht., 2010). Esto
sugiere el potencial de existir en ambientes diversos y/o la capacidad de adaptarse a diversos hospedadores.

El inicio de la taxonomia de este género comenz6 en 1920 con la inclusién, por Meyer y Shaw, de dos
especies; B. melitensis (nombre que hace referencia a la Isla de Malta), patégena principalmente de cabras y
ovejas, como la especie tipo del género y B. abortus especie patégena cuyo nombre hace referencia a los abortos
que ocasiona en el ganado bovino. Més tarde, se afiadieron B. suis (Huddleson., 1929), patégeno de ganado
porcino y pequefios roedores, y B.ovis (Buddle., 1956), patégena del ganado ovino. En 1957 se incorporaron B.
neotomae, aislada de la rata desértica Neotoma lepida (Stoenner & Lackman., 1957) y en 1968, B. canis
(Carmichael & Bruner., 1968), patdgena de canidos. B. melitensis, B. abortus y B. suis se subdividen también en
biovariedades atendiendo, entre otras, a caracteristicas antigénicas del lipopolisacarido (LPS) de membrana
externa (ME) (Dubray & Limet., 1987; Alton et al., 1998). Estas seis especies se siguen denominando a dia de
hoy como “especies clasicas de Brucella”, descritas y clasificadas inicialmente en funcidn de rasgos fenotipicos
y segun la preferencia de hospedador mostrada. Con el avance del conocimiento en biologia molecular y a la
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vista del elevado porcentaje de homologia a nivel genético que mostraban estas especies clasicas, (>90 % en
estudios de hibridacion ADN-ADN e indistinguibles a nivel de la secuencia del 16S rRNA), se lleg6 a incluir a
todas en un mismo género, B. melitensis, con diferentes biovariedades (Verger et al., 1985). Sin embargo, el
modelo de especie Unica no reflejaba completamente las diferencias observadas en patogenicidad, ni de
preferencia de hospedador y debido a la gran difusion y utilidad epidemiolégica de la anterior clasificacion, esta
no lleg6é a ser abandonada completamente por la comunidad cientifica. Ademas, el desarrollo de métodos
moleculares basados en el ADN, permitié encontrar marcadores capaces de diferenciar las distintas especies e
incluso biovariedades (Vizcaino et al., 2000). Asi, atendiendo a caracteristicas fenotipicas y moleculares
existentes entre las distintas especies, el Comité de Taxonomia de Brucella en 2006 propuso el retorno a la
antigua clasificacion (Osterman & Moriyon., 2006).

Hasta el siglo XXI el género se mantuvo sin modificaciones, pero a inicios del mismo, empezaron a incluirse
nuevas especies aisladas de mamiferos no terrestres. Estas, aisladas ya en 1994 (Ross et al., 1994), se
identificaron como pertenecientes a la familia Brucellaceae en base a pruebas de caracterizacion fenotipica
clasicas (actividad ureasa y otras pruebas bioquimicas, crecimiento en presencia de determinados colorantes, lisis
por bacteriéfagos y aglutinacion con sueros monoespecificos anti-LPS). Sin embargo, estos microorganismos
exhibian caracteristicas genéticas y moleculares que no eran asimilables a las mostradas por las especies clésicas.
Finalmente, el género se amplié en 2007 con la inclusion de dos nuevos miembros aislados de mamiferos
marinos: B. ceti, y B. pinnipedialis, aisladas fundamentalmente de cetaceaos y pinnipedos, respectivamente
(Cloeckaert et al., 2001 b; Jacques et al., 2007; Foster et al., 2007). La lista de especies continué creciendo con
otros microorganismos aislados de hospedadores no convencionales, como B. microti, aislada del suelo, del
topillo comdn y de zorros (Scholz et al., 2008 a, 2008 b, 2009), la cual posee caracteristicas bioquimicas
especialmente diferentes a las de otras especies de Brucella. Asi mismo, se incluy6 en el género a B. inopinata,
aislada de un implante mamario y de una biopsia pulmonar de un paciente con neumonia obstructiva
crénica,aunque se desconoce su reservorio natural (Scholz et al., 2010; Tiller et al., 2010), siendo en aquel
momento la especie mas divergente del género a nivel filogenético. Las especies mas recientes, hasta el
momento, incorporadas al género son B. papionis (Whatmore et al., 2014) y B. vulpis (Scholz et al., 2016), las
cuales han sido aisladas de primates y zorros, respectivamente. M&s recientemente se han aislado cepas a partir
de ranas del continente africano que comparten elevada similitud con Brucella (Eisenberg et al., 2012; Fischer et
al., 2012) y de entre cuyas caracteristicas destaca la presencia de un flagelo polar. Las cepas aisladas de anfibios
podrian representar las primeras especies de Brucella moviles (Eisenberg et al., 2012), aunque todas las cepas de
Brucella estan equipadas de genes del aparato flagelar (Kampfer et al., 2014), observandose bajo determinadas
condiciones, la formacion de un flagelo funcional (Fretin et al., 2005).

A pesar de la similitud a nivel genético en términos globales que poseen los microorganismos de este género,
la aparicion de nuevas especies, junto con la secuenciacion de varios genomas completos de Brucella y el
andlisis de la informacion contenida en ellos, contindan sumando evidencias acerca de la existencia de
diferencias entre los miembros de este género (Chain et al., 2005). Aunque estas diferencias contindan siendo
menores que las existentes dentro de otros géneros, parecen estar relacionadas con los cambios adaptativos
ocurridos a lo largo del tiempo (Ficht., 2010). Asi, Brucella posee una capacidad muy limitada de permanecer en
el ambiente, encontrandose normalmente asociada a especies muy concretas de hospedadores. Esta estrecha
coevolucion de las especies de Brucella con sus hospedadores preferentes no parece haber seguido un patrén
evidente y ademas, parece haber ocurrido de manera relativamente rapida y reciente en el tiempo. Asi, estudios
filogenéticos recientes (Wattam et al., 2014) dividen el género Brucella en dos grupos: el de las especies
descritas recientemente (cepas “atipicas”), las cuales parecen haber divergido antes a nivel evolutivo y las mas
conservadas (cepas “clasicas”), grupo que posee el mayor numero de especies patdgenas. Diferentes eventos
moleculares, como la transferencia horizontal de genes, han permitido a Brucella la incorporacién de elementos
que contribuyeron presumiblemente a la aparicion de diferencias con respecto a su ancestro comun,
Ochrobactrum, las cuales parecen haberle permitido dar un paso mas en el camino hacia el desarrollo de
patogenicidad (Wattam et al., 2014).
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Como se ha mencionado, cada especie del género Brucella muestra una marcada preferencia de hospedador
primario al que infecta, estableciendo infecciones crénicas y manteniendo el ciclo de transmision/infeccién en
especies muy concretas, aunque también puede infectar a hospedadores secundarios. Salvo B. ovis, B. neotomae,
B. microti y las biovariedades 2 y 5 de B. suis, el resto de especies clasicas se han aislado de humanos, pero se
desconoce el potencial zoon6tico de las nuevas especies (Godfroid et al., 2011). B. melitensis es la especie de
mayor potencial zoonético, seguida de B. abortus y B. suis (Godfroid et al., 2005).

La brucelosis como zoonosis es una enfermedad de la que no existe evidencia de su transmisién persona-
persona, siendo el animal (salvaje o doméstico) el principal reservorio. La infeccién en humanos (causada
generalmente por B. melitensis) se caracteriza por la presencia de sintomas no especificos, como episodios
recurrentes de fiebre, sudoracion, cefalea, artralgias, esplenomegalia, hepatomegalia y linfadenopatias (Corbel.,
1990; Xavier et al., 2010 a). También se han descrito algunas complicaciones mas graves como neurobrucelosis,
endocarditis o abcesos hepaticos (Hartigan., 1997; Franco et al., 2007). Se trata de una enfermedad debilitante,
raramente mortal, en la que los sintomas agudos pueden llegar a persistir durante periodos de incluso un afio,
llegando asi a cronificarse (Castafio & Solera., 2009). La via mas comin de infeccién en humanos es por
ingestion de derivados lacteos contaminados, especialmente queso sin pasteurizar. EI control de le infeccion
requiere de tratamiento antibiético prolongado y no existen vacunas disponibles en humanos (Pappas et al.,
2006).

En general, la infeccion por las especies “clasicas” de Brucella en animales provoca, entre otros, problemas
de fertilidad en los machos, pérdida de peso, menor produccion de leche en las hembras y abortos. Por ello, la
brucelosis causa importantes pérdidas econdmicas en las cabafias ganaderas, especialmente en paises o regiones
dedicadas a la explotacion de ganado susceptible o de paises en los que las medidas de control de la enfermedad
en animales son deficientes. Entre los lugares de alta prevalencia de brucelosis a nivel mundial (haciendo
referencia a la infeccion causada por B. melitensis, B. abortus y B. suis) se encuentran regiones de Oriente
Medio, paises de la cuenca Mediterranea, Mongolia, Rusia, Asia, Africa, asi como América Central y del Sur
(Godfroid et al., 2005). Debido al considerable potencial zoondtico de Brucella, el control y la erradicacion de la
brucelosis en animales tiene importante implicaciones a nivel de Sanidad Pudblica. Entre las medidas de
prevencion y control de la brucelosis animal se encuentra la vacunacion, siendo las vacunas vivas atenuadas
(VVA) las més empleadas (principalmente B. abortus S19 y RB51, para ganado bovino y B. melitensis Rev1l,
para pequefios rumiantes) (WHO, 2006). Estas vacunas, pese a ser efectivas, presentan una serie de limitaciones
(entre otras y dependiendo de la vacuna: potencial abortivo, interferencia en el diagnostico seroldgico diferencial
de animales vacunados/infectados por especies lisas de Brucella y/o riesgos de infeccion humana en la
manipulacion) sobre las que actualmente se realizan esfuerzos a nivel cientifico para paliarlas.

2. La membrana externa de Brucella

Brucella es un patogeno intracelular facultativo capaz, no solo de sobrevivir dentro de las células de su
hospedador, sino también de replicarse dentro de ellas, siendo su presencia extracelular accidental (Moreno &
Moriyon., 2002). La ME de las bacterias que establecen interacciones con células hospedadoras puede
observarse desde un punto de vista dual: para la bacteria constituye una barrera protectora de primera linea frente
a las agresiones de un medio hostil, como es el intracelular, y para el organismo hospedador la ME es una
estructura accesible y reconocible por sus mecanismos de defensa. La ME es, pues, un elemento clave en el
establecimiento de las interacciones entre el patdgeno y el hospedador.

La ME de Brucella (Figura 1), como la de otras bacterias Gram negativa, es una bicapa lipidica asimétrica
constituida por el lipopolisacarido (LPS) dispuesto en la cara externa, fosfolipidos (PLs) y proteinas de ME
(OMPs) (Vizcaino & Cloeckaert., 2012). Sin embargo, la ME de Brucella ha ido evolucionando incorporando
modificaciones que le confieren caracteristicas peculiares y que se describen a continuacion.
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Figura 1. Esquema de la ME de una cepa lisa de Brucella spp. Tomado y modificado de
Vizcaino & Cloeckaert, 2012.. MI; membrana interna; CBG; 1.2 glucanos ciclicos, LA; lipido
A, LP; lipoproteinas, NH; hapteno nativo, OL; lipido de ormitina, PL; fosfolipidos, PG;
peptidoglucano, R-LPS; lipopolisacarido en fase rugosa, S-LPS; lipopolisacarido en fase lisa,
T4S8S; sistema de secrecion tipo IV, VLCFA; acido graso de cadena muy larga.

2.1. Fosfolipidos

Aungque la composicién en fosfolipidos (PLs) de la ME de Brucella no ha sido determinada
especificamente, andlisis de células enteras de B. abortus y B. melitensis mostraron que los principales
fosfolipidos en estas dos especies son: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, difosfatidilglicerol vy
fosfatidilglicerol (Vizcaino & Cloeckaert., 2012). Los dos primeros son mas abundantes e importantes para la
virulencia en B. abortus (Conde-Alvarez et al., 2006; Bukata et al., 2008). La presencia de fosfatidilcolina como
uno de los PLs mayoritarios en la ME de Brucella es un hecho singular, dado que es una molécula mayoritaria en
la membrana de células eucariotas. A pesar de ello, la fosfatidilcolia se ha ido detectando cada vez con mas
frecuencia en diversas bacterias, concretamente en aquellas que establecen relaciones con células eucariotas,
simbidticas o parasiticas, o aquellas capaces de producir infecciones persistentes (Sohlenkamp & Geiger., 2016).
La ME también posee lipidos de ornitina, que no se han detectado en otros patdgenos de animales. Sin embargo,
al menos en B. abortus, estos lipidos no son imprescindibles para la virulencia ni para desencadenar la respuesta
inmune innata en el hospedador (Palacios-Chaves et al., 2011).

2.2. Lipopolisacérido

El lipopolisacarido (LPS) es el principal componente que posee Brucella en la ME. En el LPS se pueden
diferenciar tres regiones: lipido A, insertado en la ME, un oligosacarido intermedio denominado ndcleo, y las
cadenas polisacaridicas O dispuestas hacia el exterior de la bacteria, pero que no estan presentes en todos los
organismos del género Brucella.

Lipido A

El lipido A es una molécula de naturaleza hidrofébica, formada por un disacérido al que se le unen acidos
grasos y que muestra ciertas similitudes quimicas con el lipido A de algunas de las alfaproteobacterias con las
que Brucella esta relacionada filogenéticamente como por ejemplo, Ochrobactrum y Mesorhizobium (Moreno et
al.,, 1990). En la mayoria de bacterias Gram negativas estd formado por un disacarido de glucosamina
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bifosforilado con acidos grasos (de C;, a C14) en enlace éster 0 amida (Raetz et al., 2007). Sin embargo, el lipido
A de Brucella es un disacarido mono o bifosforilado de diaminoglucosa [2,3-diamino-2,3-didesoxi-D-glucosa,
unida mediante enlace B-1,6], a la que se le unen B-hidroxiacidos de cadena muy larga (de Cys a Csp) (VLCFAS:
Very Long Chain Fatty Acids) y otros &cidos grasos de cadena larga (Moreno et al., 1990). Estos VLCFAS se
disponen atravesando la ME, mostrando el grupo hidroxilo terminal en el espacio periplasmico, lo cual favorece
probablemente un fuerte anclaje del LPS y la integridad de la ME (Velasco et al., 2000; Iriarte et al., 2005;
Barquero-Calvo et al., 2009). A pesar de que el esqueleto sacaridico del lipido A en Gram negativas parece
mantenerse constante, no se ha detectado hasta el momento la presencia de etanolamina, arabinosamina, ni otros
azlcares neutros, en Brucella (Freer et al., 1995; Moriyon & L6pez-Gofii., 1998). La heterogeneidad existente en
esta parte del LPS suele residir en el grado de fosforilacion y de sustitucién en acidos grasos que posee (Moriyon
& Lbpez-Gofii., 1998).

Nucleo

La region del LPS constituye el nexo entre el lipido A y la cadena O. En las especies naturalmente rugosas
B. canis y B. ovis el nGcleo es la parte mas externa de la molécula del LPS, debido a que carecen de cadenas
polisacaridicas O. Suele estar compuesto por una cadena de monosacaridos de diferentes caracteristicas. En B.
abortus estd formado por &cido-2-ceto-3-desoxioctulosénico (KDO), glucosamina, quinovosamina, glucosa y
manosa. Sin embargo, no se ha observado en su composicion otros componentes comunes del nicleo de otras
alfaproteobacterias, como heptosas, ortofosfatos o azlcares &cidos como el galacturdnico (lriarte et al., 2005;
Barquero-Calvo et al., 2009). Se han descrito varios genes implicados en la sintesis de azlcares precursores del
nucleo: entre ellos el gen pgm (fosfoglucomutasa) (Ugalde et al., 2000), manB,. y manCc,,. (metabolismo de la
manosa) (Monreal et al., 2003; Gonzalez et al., 2008) y genes de transferasas de azUcares al nicleo (wadA, wadB
y wadC) (Monreal et al., 2003; Gonzélez et al., 2008; Conde-Alvarez et al., 2013; Gil-Ramirez et al., 2014).

El nucleo es una estructura bastante conservada dentro del género, si bien también existe cierta diversidad,
como la observada entre B. abortus 2308 y B. melitensis 16M en su parte interna, mediante empleo de
anticuerpos monoclonales (Gonzélez et al., 2008). La estructura completa del ndcleo de B. abortus biovar 4, B.
melitensis biovar 3 y B. suis biovar 4 ha sido determinada mediante resonancia magnética nuclear (Kubler-Kielb
& Vinogradov., 2013 a), lo cual ha permitido, por un lado, confirmar la composicion quimica previamente
descrita, y por otro, verificar la existencia de una ramificacion lateral de la cadena que se une con el polisacarido
O (Conde-Alvarez et al., 2012; Kubler-Kielo & Vinogradov., 2013 a; Gil-Ramirez et al., 2014). Esta
ramificacion, en cuya sintesis estan implicados los genes wadB y wadC, acta como factor inmunomodulador,
interfiriendo con el reconocimiento por parte de receptores del sistema innato del hospedador (Conde-Alvarez et
al., 2012). La inactivacion de dichos genes en B. abortus y B. melitensis conduce a una atenuacion en modelos
de infeccion in vitro e in vivo (Conde-Alvarez et al., 2012; Gil-Ramirez et al., 2014; Fontana et al., 2016).
También se ha demostrado la necesidad de la presencia de un nucleo del LPS intacto para mantener la eficacia
protectora de la vacuna rugosa B. abortus RB51 frente a la infeccion por B. ovis y B. abortus en raton (Monreal
et al., 2003). Estudios recientes han demostrado que el nucleo del LPS es una estructura esencial para la
supervivencia in vivo no solo para especies lisas de Brucella, sino también para las especies naturalmente
rugosas como B. ovis (Soler-Lloréns et al., 2014). Ademas, acorde con el papel inmunomodulador descrito para
el nacleo, mutantes de B. abortus y B. ovis en los genes wadB y wadC son capaces de conferir proteccion frente
a infecciones por especies homélogas en modelo murino (Conde-Alvarez et al., 2013; Soler-Lloréns et al.,
2014).

Cadenas polisacaridicas O

Estas moléculas, cuya existencia varia dentro del género, estdn compuestas por repeticiones de un azUcar.
Segun la presencia o ausencia de la cadena O en el LPS de las cepas Brucella, su estructura se denomina lisa (S-
LPS) o rugosa (R-LPS) (Corbel., 1990). Asi, B. ovis y B. canis son especies naturalmente rugosas, mientras que
el resto de especies suelen incluir mayoritariamente cepas lisas (Vizcaino & Cloeckaert., 2012). Las cadenas O
estan constituidas por homopolimeros de N-formilperosaminas unidas mediante enlaces a (1-2) y o (1-3) y son el
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antigeno inmunodominante en el S-LPS (Fernandez-Lago & Diaz., 1986; Alonso-Urmeneta et al., 1998). La
proporcion de estos dos tipos de enlaces varia entre las especies de Brucella, segiin han mostrado estudios con
anticuerpos monoclonales, dando lugar a la existencia de tres epitopos basicos dentro del género: i) epitopo A,
aparece cuando las cadenas no tienen enlaces a(1-3) o la proporcion de a(1-2) es predominantemente superior a
los enlaces a(1-3); ii) epitopo M, presente s6lo en los polisacaridos con enlaces a(1-3) v iii) el epitopo C (comln
a todos los tipos quimicos de cadena O) (Cherwonogrodzky et al., 1987; Douglas & Palmer., 1988; Perry &
Bundle., 1990; Kubler-Kielb & Vinogradov., 2013 b). Ademas, existe un cuarto epitopo, denominado C/Y, que
muestra reacciones serologicas cruzadas con otras especies que poseen derivados de la perosamina en la cadena
O, especialmente con Yersinia enterocolitica O:9, pero también con varios serotipos de Vibrio cholerae, E. coli
0:157:H7 y Salmonella, entre otras (Bundle et al., 1984; Perry & Bundle., 1990; Vizcaino et al., 1991). Dentro
del grupo de las denominadas cepas atipicas de Brucella (De et al., 2008; Tiller et al., 2010) se han observado
diferencias en genes relacionados con la biosintesis del S-LPS (Wattam et al., 2012), las cuales redundan en la
composicién quimica respecto a la de las especies clasicas (Wattam et al., 2014). En concreto, B. inopinata BO2
posee un S-LPS con una cadena O basada en ramnosa (Wattam et al., 2012) que no aglutina con sueros monos
especificos frente a los epitopos A, ni M y muestra un perfil en tincion de plata similar al del S-LPS de
enterobacterias (Zygmunt et al., 2012).

Las cadenas polisacaridicas O del S-LPS se consideran esenciales para la virulencia de las cepas lisas de
Brucella, puesto que mutantes rugosos obtenidos in vitro a partir de cepas virulentas naturalmente lisas,
presentan atenuacién en modelos animales (Allen et al., 1998; Godfroid et al., 1998; Foulongne et al., 2000;
Lacerda et al., 2010). En estos estudios se han identificado genes implicados en la biosintesis de la cadena O del
LPS, los cuales se encuentran localizados en dos loci diferentes: el locus wbk y el locus wbo. En las especies B.
canis y B. ovis se ha demostrado la existencia de deleciones en genes situados en estos loci, lo cual se relaciona
con su fenotipo rugoso (Vizcaino et al., 2004; Gonzalez et al., 2008). Pese a la ausencia de cadenas O en estas
especies rugosas, B. ovis y B. canis son virulentas tanto en sus hospedadores preferentes (carneros y perros,
respectivamente) como en modelos de experimentacion animal, e incluso B. canis ha mostrado ser virulenta en
humanos (Caro-Herndndez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2010; Barkha et al., 2011; Martin-Martin et al.,
2012; Dentinger et al., 2015).

Ademaés de las cadenas O, se ha descrito la presencia de otro polisacarido en la ME de especies lisas de
Brucella, denominado hapteno nativo, el cual tiene una composicion quimica idéntica a dichas cadenas
(polisacérido de N-formilperosamina, que carece del nucleo oligosacaridico) (Aragén et al., 1996). Existe
controversia acerca su presencia como molécula independiente, ya que se ha considerado como un posible
artefacto obtenido durante el proceso de hidrolisis del S-LPS para la obtencidon de las cadenas O (Zygmunt et al.,
1998).

2.3. Proteinas de la membrana externa (OMPs)

La ME de Brucella se encuentra principalmente compuesta, a parte del LPS, de OMPs, mostrando un perfil
proteico mas complejo que el de enterobacterias como E. coli (Moriyon & Lopez-Gofii., 1998). En la década de
1980 se identificaron 3 grupos de OMPs seglin su masa molecular y, dependiendo de su abundancia relativa, se
clasificaron en proteinas mayoritarias y minoritarias (Cloeckaert et al., 2002 b; Vizcaino & Cloeckaert., 2012): i)
grupo 1 en el que se encuentra la proteina minoritaria Omp89 u Omp1, de masa molecular entre 88-94 kDa; ii)
grupo 2 donde se sitla la proteina mayoritaria Omp2b (36-38 kDa) vy iii) grupo 3 al que pertenecen proteinas
mayoritarias Omp25 (25-27 kDa) y Omp31 (31-34 kDa). Dentro de este tercer grupo se encuentran siete
proteinas homologas entre si (incluyendo las dos anteriores), que conforman la familia Omp25/0Omp31.

Las OMPs mayoritarias de Brucella se detectaron inicialmente en la fraccion insoluble de la pared celular,
durante la extraccion de ésta con SDS (Dubray & Charriaut., 1983). Estas proteinas se encuentran fuertemente
asociadas al PG (Cloeckaert et al., 1992), lo cual parece proporcionar estabilidad a la ME. Mediante estudios de
reactividad con anticuerpos y diferentes técnicas inmunolégicas como el Western Blot, ELISA o la citometria de
flujo, se ha evidenciado la exposicién de OMPs mayoritarias en la superficie de Brucella spp. y también su
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translocacion a la ME de cepas recombinantes de E. coli (Marquis & Ficht., 1993; Bowden et al., 1995 b;
Vizcaino et al., 1996 a, 2001 b). Sin embargo, mediante estas mismas técnicas, se ha descrito un menor acceso
de los anticuerpos a las OMPs presentes en cepas lisas de Brucella, en contraste con la mayor reactividad en
cepas rugosas. Este hecho se atribuye al impedimento estérico ocasionado por las cadenas O del S-LPS
(Cloeckaert et al., 1991; Bowden et al., 1995 a).

La ME de las bacterias Gram negativas constituye una barrera permeable a diferentes moléculas, cuyo paso
a través de la misma puede estar controlado por diferentes OMPs. En este sentido, las porinas (proteinas
integrales de membrana) juegan un papel importante en la difusion de diferentes compuestos (azlcares, inones,
aminoacidos) a través de la ME de las bacterias Gram negativas (Nikaido., 2003) y también estan representadas
en la ME de Brucella. Los genes omp2a y omp2b (Ficht et al., 1988, 1989) comparten un elevado grado de
identidad (>85%), se encuentran orientados de manera opuesta en el genoma de Brucella y estan separadas por
tan solo 830 pb (Marquis & Ficht., 1993). Esta region presenta cierto grado de polimorfismo, por lo que ambos
genes han sido muy utilizados en la tipificacién molecular de especies y biovariedades de Brucella (Ficht et al.,
1990; Vizcaino et al., 2000; Paquet et al., 2001; Whatmore et al., 2014). Las secuencias de ambos genes
codifican proteinas con actividad porina que estan constituidas por 16 dominios transmembrana y ocho bucles
orientados hacia la cara exterior de la ME (Mobasheri et al., 1997; Paquet et al., 2001). Sin embargo, pese a que
ambos genes han sido clonados y expresados en E. coli, no hay evidencia de que la proteina Omp2a se sintetice
en Brucella (Vizcaino & Cloeckaert., 2012). También se han descrito caracteristicas estructurales relacionadas
con porinas en la proteina mayoritaria Omp31 (Vizcaino et al., 1996 b), aunque no se ha llegado a estudiar su
funcionalidad a este respecto.

También expuestas en la superficie celular se encuentran proteinas minoritarias como las lipoproteinas
Omp10, Omp16 y Omp19 (Cloeckaert et al., 1990; Tibor et al., 1999). Estas proteinas estan conservadas a lo
largo del género Brucella (Vizcaino et al., 2000) y muestran también un bajo grado de polimorfismo respecto a
proteinas ortélogas descritas en O. anthropi (Barquero-Calvo et al., 2009). Entre otras OMPs minoritarias
identificadas en el género Brucella se encuentran componentes de la estructura flagelar y el sistema de secrecion
Tipo 1V (codificado por el operdn virB) esencial en el trafico intracelular de Brucella (Figura 1) (Vizcaino &
Cloeckaert., 2012). Asi mismo, se han descrito OMPs implicadas en el transporte de grupos hemo (BhuA)
(Paulley et al., 2007), manganeso (MnTH) (Anderson et al., 2009) o en la resistencia a compuestos biliares como
la proteina BepC, homoéloga de TolC (Posadas et al., 2007). También se han descrito diversas proteinas
implicadas en procesos de adhesion como SP41 (Castafieda-Roldan et al., 2006) o BigA (Czibener et al., 2015),
junto con autotransportadores como BmaC (Posadas et al., 2012), BtaF (Ruiz-Ranwez et al., 2013 a) o BtaE
(Ruiz-Ranwez et al., 2013 b) relacionados con esta misma funcion.

Por su interés en este trabajo, las proteinas BepC y SP41 se detallan en el Apartado 3 de esta Introduccion.
A continuacion se describen la familia Omp25/0mp31 vy las lipoproteinas Ompl10, Ompl6 y Ompl9 como
proteinas de la ME de Brucella de interés en este trabajo.

2.3.1. Familia Omp25/0mp31

La familia Omp25/0mp31 de Brucella estd compuesta por las proteinas homdlogas Omp22, Omp25,
Omp25h, Omp25¢, Omp25d, Omp31 y Omp31b, las cuales se encuentran asociadas al PG de la pared celular.
Los 7 miembros de esta familia estan desigualmente distribuidos en la ME de las diferentes especies de Brucella,
presentando polimorfismo a nivel de la secuencia genética (Salhi et al., 2003; Vizcaino et al., 2004; Martin-
Martin et al., 2009). Todas ellas poseen una estructura proteica de barril B, con un péptido 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 b; Salhi et al., 2003). Dichas caracteristicas, ademas de la
presencia de dominios anfipaticos en las ldminas B, permiten alcanzar el grado de solubilizacién necesario para
la translocacién de estas proteinas desde el citoplasma, donde se sintetizan, a la ME en las bacterias Gram
negativas (Pugsley., 1993; Koebnik et al., 2000).



8 Introduccion

Omp25

Esta proteina esta formada por ocho ldminas B transmembrana conectadas de manera alternativa por giros
cortos en el periplasma o por cuatro largos bucles en la cara exterior (Cloeckaert et al., 2002 b). La proteina
Omp25 se ha detectado en las seis especies clasicas de Brucella (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et
al., 2009). A pesar del elevado grado de conservacidon de esta proteina, existe polimorfismo a nivel de la
secuencia del gen omp25. La diferencia de mayor relevancia es la delecion de 36 pb en el extremo 3’°detectada en
B. ovis y que provoca un acortamiento de la proteina y disminucion en su masa molecular aparente (Cloeckaert
et al., 1996). Dicha delecion se considera especifica de B. ovis dado que no ha sido observada en ninguna otra
especie de Brucella (Vizcaino et al., 2004). Ademas, se cree que este cambio en el extremo C-terminal de la
proteina Omp25 es el causante de las diferencias antigénicas observadas entre la proteina truncada de B. ovis y la
del resto de especies (Cloeckaert et al., 1996).

Respecto a su funcion, aunque se ha especulado con la posible similitud entre la proteina Omp25 de B.
abortus y OmpA de E. coli (Verstreate et al., 1982), estudios posteriores descartaron la homologia entre estas
proteinas (de Wergifosse et al., 1995). Sin embargo, puesto que ambas interaccionan con el PG y presentan un
perfil electroforético modificable por calor (tipico de la estructura de barril ) (Moriyon & Lépez-Gofii., 1998),
se ha sugerido que ambas podrian desempefiar una funcion similar confiriendo estabilidad a la ME. En B. suis se
ha visto que esta OMP es necesaria para la liberacién de proteinas periplasmicas al exterior en condiciones de
pH écido, como las que se dan en el interior de los fagosomas (Boigegrain et al., 2004). Adema4s, en estudios con
esta misma especie en macrofagos humanos, se ha descrito un efecto represor de la proteina Omp25 sobre la
produccion de TNFa, aunque no esta claro el mecanismo implicado (Jubier-Maurin et al., 2001). De igual modo,
no esta esclarecida la implicacion de la proteina Omp25 en la virulencia de Brucella. Se ha descrito la atenuacion
en modelo murino y hospedador primario, de mutantes carentes de dicha OMP en las cepas B. melitensis 16M,
B. ovis LSU99 y B. abortus 2308 (Edmonds et al., 2001, 2002 a, 2002 b). Sin embargo, en mutantes de B. ovis
PA y también de B. abortus 2308 obtenido en otro laboratorio, se ha descartado la relacion entre la proteina
Omp25 y la virulencia de ambas cepas (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2008; Manterola et
al., 2007).

Omp31

La proteina Omp31 estd compuesta por un barril B de ocho laminas, con cuatro bucles expuestos al
exterior, los cuales son de mayor tamafio que los de la proteina Omp25 (Cloeckaert et al., 2002 b). Existen
diferencias a nivel de la proteina Omp31 entre las especies de Brucella, siendo la mas destacable la ausencia del
gen que la codifica en la especie B. abortus. En esta especie el gen omp31 forma parte de una delecién de 25 kb
gue ademas afecta a una veintena de hipotéticos genes (Vizcaino et al., 2001 a). Otra diferencia destacable es la
existencia de nueve sustituciones nucleotidicas en la secuencia del gen omp31 de B. ovis, respecto a la secuencia
de B. melitensis. Este polimorfismo se traduce en siete aminoacidos de diferencia en la proteina Omp31 de
B.ovis, de los cuales tres se encuentran en una region inmunodominante del bucle externo de la regiéon N-
terminal. Estas variaciones topolégicas explican las importantes diferencias antigénicas existentes entre la
proteina Omp31 de B. ovis y B. melitensis (Vizcaino et al., 2001 b; Cloeckaert et al., 2002 b) y que podrian estar
relacionadas, al menos en parte, con las diferencias observadas en la reactividad de sueros de ovejas infectadas
naturalmente con B. ovis y analizada frente a la proteina Omp31 de ambas especies (Kittelberger et al., 1998).
Por lo tanto, la proteina Omp31 de B. ovis, la cual es inmunodominante en la infeccion (Kittelberger et al.,
1995), es un antigeno de interés en el diagndstico serolégico de B. ovis y podria ser un candidato DIVA
(Differantiation infected-vaccinated animals).

En B. melitensis se ha observado la formacién de oligdmeros de Omp31 que son resistentes a la
desnaturalizacion por SDS a bajas temperaturas, siendo esta una caracteristica de las proteinas con funcién
porina, con las que se ha relacionado a esta OMP (Vizcaino et al., 1996 b). Ademas, se ha postulado que podria
existir un papel compensatorio entre la funcion de Omp31 y Omp2b teniendo en cuenta la ausencia de la primera
en B. abortus y la presencia mayoritaria de Omp2b (Salhi et al., 2003; Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-
Martin et al., 2009; Vizcaino & Cloeckaert., 2012). Adicionalmente, se ha relacionado a la proteina Omp31 con
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funciones asociadas con la unién a grupos hemo y otros complejos de hierro (Delpino et al., 2006), en base a la
homologia que muestra con la proteina HbpA del parasito de eritrocitos Bartonella quintana (Carroll et al.,
2000). En concreto, la expresion de la proteina Omp31, al menos en B. suis, B. melitensis y B.ovis, parece
inducirse en condiciones de acceso limitado de hierro (Delpino et al., 2006). También se le ha atribuido un papel
inmunomodulador en B. melitensis 16M relacionado con la inhibicién de la apoptosis mediada por la secrecion
de TNFo en macréfagos (Zhang et al., 2016). Pese a la relevancia que supondrian dichas funciones para la
viabilidad de Brucella en el entorno intracelular, la ausencia de Omp31 en B. melitensis Revl y B. ovis PA no
tiene efectos drasticos en la virulencia de la bacteria (Cloeckaert et al., 2004; Caro-Hernandez et al., 2007;
Martin-Martin et al., 2008). Sin embargo, B. melitensis Revl posee niveles inferiores de Omp31 respecto a su
cepa parental (Eschenbrenner et al., 2002), lo cual podria indicar alguna relacién entre esta OMP y la atenuacion
de esta cepa vacunal. Teniendo en cuenta el efecto compensatorio descrito entre proteinas de la familia
Omp25/0mp31 en mutantes de B. suis 1330 y B. ovis PA (Salhi et al., 2003; Caro-Hernandez et al., 2007,
Martin-Martin et al., 2009), otras proteinas de esta familia podrian suplir la pérdida de Omp31.

Otros miembros de la familia Omp25/0mp31

A partir de la secuenciacion de los genomas de varias cepas de Brucella, tales como B. melitensis 16M
(DelVecchio et al., 2002) o B. suis 1330 (Paulsen et al., 2002), se detect6 la existencia de cinco nuevos genes
(omp31b, omp25b, omp25¢c, omp25d, omp22), correspondientes a proteinas que presentan diferente grado de
homologia con Omp25 y Omp31 (Salhi et al., 2003; Vizcaino et al., 2004). En concreto, considerando las
secuencias determinadas en B. suis 1330, las proteinas maduras Omp25b, Omp25¢c y Omp25d comparten un
60% de identidad entre ellas y un 40 % respecto a Omp25 (Salhi et al., 2003), Omp31b comparte un 67 % con
Omp31l y la que presenta menor homologia de la familia es la proteina Omp22, con un 25 % de identidad
aproximado con las seis proteinas restantes (Salhi et al., 2003).

La proteina Omp31b en B. ovis y B. canis posee un codon prematuro de parada de la traduccion que
parece conducir a una proteina truncada (Vizcaino et al., 2004), lo que probablemente explica que y no se haya
detectado su presencia en estas dos especies. En B. melitensis esta proteina tampoco se ha detectado,
posiblemente debido a la delecion existente en la region terminal 5° del gen que la codifica y que involucra el
coddn de inicio de la traduccidn y el sitio de union al ribosoma (Salhi et al., 2003; Vizcaino et al., 2004).

Respecto al gen omp25b, se trata del mas heterogéneo de la familia y se encuentra situado en una isla
gendmica que est4 ausente en B. ovis. Por otro lado, dependiendo de la cepa, posee una delecién o una insercion
de un nucleétido que afecta a la proteina codificada en B. abortus, B. canis, B. pinnipedialis y B. ceti (Vizcaino
et al., 2004). La proteina Omp25b se ha detectado de manera experimental tan s6lo en B. melitensis, B. abortus y
B. suis (Connolly et al., 2006; Al Dahouk et al., 2008). En cambio, Omp25c ha sido detectada en las seis
especies clasicas de Brucella (Wagner et al., 2002; Connolly et al., 2006; Lamontagne et al., 2007; Al Dahouk et
al., 2008; Martin-Martin et al., 2009). Ademas, en B. ovis PA se ha descrito la presencia mayoritaria de esta
OMP en la ME, aunque su ausencia no causa ningln efecto en la virulencia de esta cepa en modelo murino
(Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2009).

En cuanto a la proteina Omp25d, sélo se ha detectado en B. abortus 2308 (Connolly et al., 2006) y en el
mutante Aomp25d de B. ovis PA complementado con el gen silvestre clonado en un plasmido y obtenido en
nuestro laboratorio (Martin-Martin et al., 2009). A pesar de la baja deteccion de esta OMP dentro del género, la
secuencia del gen omp25d esta bastante conservada (Vizcaino et al., 2004) y se transcribe en todas las especies
analizadas (Martin-Martin et al., 2009). La proteina Omp22 se ha evidenciado en B. ovis PA, B. neotomae y B.
abortus 2308 (Martin-Martin et al., 2009; Guzman-Verri et al., 2002; Connolly et al., 2006). Mutantes de B. ovis
PA en los genes omp25d y omp22 poseen una reduccion de su supervivencia en macro6fagos murinos y células
HelLa y también estan fuertemente atenuados en ratdn, por lo que se atribuye a estas proteinas un papel en el
establecimiento del nicho intracelular de la bacteria (Martin-Martin et al., 2008).
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2.3.2. Lipoproteinas

Las lipoproteinas bacterianas constituyen un grupo de proteinas de membrana que se encuentran
modificadas de manera covalente con una parte lipidica en el aminoécido cisteina del extremo N-terminal (Narita
et al., 2004; Goolab et al., 2015). Aquellas que se localizan en la ME o periplasma son sintetizadas en forma de
precursores y son translocadas desde el citoplasma a través de la membrana interna (MI) gracias a un péptido
sefial (Narita et al., 2004). Las lipoproteinas, especialmente las situadas en la ME, suelen estar implicadas en
funciones relacionadas con la fisiologia de la bacteria como la captacion de nutrientes, mantenimiento de la
envoltura celular, transduccion de sefiales o plegamiento de proteinas. También juegan papeles relevantes en el
desarrollo de procesos patogénicos, contribuyendo a la adhesidn celular, colonizacion, invasion y persistencia a
través de la evasion de la respuesta inmune (Kovacs-Simon et al., 2011; Goolab et al., 2015).

En Brucella, las lipoproteinas Omp10, Ompl6 y Ompl9 se localizan en la ME (Tibor et al., 1999),
comparten epitopos comunes con otros miembros de las alfaproteobacterias, especialmente con O. anthropi
(Cloeckaert et al., 1999) y se han detectado mediante inmunotransferencia, en las seis especies clasicas
(Cloeckaert et al., 1990; Tibor et al., 1994, 1996, 1999). Las tres poseen, dentro de la secuencia sefial (extremo
N-terminal), un tetrapéptido muy similar a la secuencia consenso requerida para la modificacion y procesamiento
de precursores de lipoproteinas bacterianas (Tibor et al., 1999) y poseen caracteristicas bioquimicas que las
definen como tales. Se ha propuesto que es a través de la parte lipidica que estas OMPs se asocian a la region
periplasmica de la ME, ancldndose de manera mas fuerte a ésta que otras lipoproteinas de bacterias Gram
negativas (Moriyén & L6pez-Gofii., 1998).

La lipoproteina Omp16, cuya funcion en Brucella es desconocida, presenta elevada homologia con las
lipoproteinas asociadas al peptidoglucano de la pared celular (PALs) del sistema Tol-PAL (Tibor et al., 1994), el
cual consiste en un complejo multiproteico que conecta la ME con el peptidoglucano (PG) y la MI de Gram
negativas (Godlewska et al., 2009). Hasta el momento presente no se han descrito mutantes del género Brucella
defectivos en Omp16 (Sidhu-Mufioz et al., 2016). Asi mismo, se han referido dificultades en la obtencion de
mutantes PAL en otras bacterias Gram negativas (Chen & Henning., 1987; Murphy et al., 2006; Yeh et al.,
2010) y aquellos disponibles muestran importantes alteraciones en la integridad de la envoltura celular, en el
crecimiento y/o la virulencia (Dubuisson et al., 2005; Murphy et al., 2006; Yeh et al., 2010). Por todo ello,
parece probable que la lipoproteina Ompl6 desempefie un papel significativo en el mantenimiento de la
estructura de la pared celular de Brucella. En cuanto a la funcion de Ompl0 y Ompl9 en Brucella, existe
diversidad de resultados sobre su papel en la virulencia. Se ha descrito su implicacion en la virulencia en raton
de B. abortus 544 (Tibor et al., 2002), aunque la proteina Omp10 se no se requiere para la supervivencia
intracelular de esta cepa ni en macréfagos murinos ni en células epiteliales HeLa (Tibor et al., 2002). También se
ha demostrado que la inactivacion del gen omp19 conduce a la atenuacién de la virulencia de B. abortus 2308
(de Souza Filho et al., 2015) e incrementa la atenuacion de la cepa vacunal B. abortus S19 (Campos et al.,
2002). Sin embargo, las proteinas Omp10 y Omp19 no son necesarias para la virulencia de B. ovis PA (Sidhu-
Mufioz et al., 2016) y la ausencia de Omp19 tampoco aumenta la atenuacion dela cepa vacunal B. abortus RB51
(Vemulapalli et al., 2000).

Por otro lado, estudios realizados en monocitos THP-1 y células dendriticas (CDs) humanos han
mostrado que la parte lipidica (pero no la proteica) de las proteinas Ompl6 y Ompl9 tiene propiedades
inmunomoduladoras que podrian jugar un papel en el desarrollo de la infeccion (Giambartolomei et al., 2004;
Zwerdling et al., 2008). Ademas, la parte proteica de las proteinas Omp16 y Omp19 se ha identificado como un
patron molecular asociado a patdgeno (PAMP) capaz de activar CDs murinas in vivo y conferir cierto grado de
proteccion frente a B. abortus 544 en ratones BALB/c (Pasquevich et al., 2010, 2011). Recientemente, se ha
descrito que la coadministracion de la parte no lipidica de la proteina Omp19 (U-Omp19) de B. abortus con
antigenos de Trypanosoma cruzi estimula una respuesta inmune adaptativa que confiere proteccion frente a este
parésito en modelo murino (Coria et al., 2016 a). Asi mismo, U-Omp19 es capaz de inhibir in vitro la actividad
proteolitica de catepsinas humanas (enzimas lisosomales) y mejorar la presentacién de antigenos entre CDs
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humanas y células T CD8+ colaboradoras por lo que se ha propuesto la coadministracion de la U-Omp19 como
coadyuvante (Coria et al., 2016 b).

En los ultimos afios se ha descrito también la presencia de una lipoproteina en B. abortus (n° de acceso al
GenBank: 3339351), cuya ausencia en B. abortus 544 conduce a cambios en la superficie celular relacionados
con una mayor adherencia a células epiteliales y macréfagos, junto con una menor colonizacién esplénica en
ratén (Kim et al., 2013).

2.4. Propiedades relacionadas con la membrana externa de Brucella

La patogenicidad bacteriana suele estar ligada a factores de virulencia como exotoxinas, flagelos, variacion
antigénica, plasmidos y/o bacteriofagos (Cossart et al., 2005). Sin embargo, hay una serie de patégenos
intracelulares, entre ellos Brucella (Moreno & Moriyén., 2002), en los que todos o muchos de estos factores
estan ausentes, con lo cual no es posible definir su virulencia en estos términos. Ademas, Brucella posee otras
diferencias singulares respecto a otras bacterias Gram negativas que sugieren peculiaridades relacionadas con su
ME, como son la incapacidad de crecimiento en muchos de los medios selectivos para bacterias de este tipo y la
resistencia que muestra a los procedimientos clasicos de extraccion de componentes periplasmicos (Moriyon &
Lépez-Goiii., 1998). Estas observaciones, entre otras, han conducido a que muchos de los aspectos de la
virulencia de Brucella se hayan relacionado con las caracteristicas de su ME.

La integridad de muchas bacterias Gram negativas depende de una fuerte carga negativa en su superficie,
gue normalmente se encuentra estabilizada por cationes divalentes y poliaminas, que la convierte en una barrera
selectiva (Nikaido, 2003). Sin embargo, en la superficie de Brucella existe una reduccion de esta carga negativa,
debido, al menos en parte, a las caracteristicas del LPS, el cual posee una baja proporcién de azlcares acidos en
el nicleo y de grupos fosfato en el lipido A, junto con la presencia de residuos libres de ornitina cargados
positivamente (Moriyon & Lopez-Gofii., 1998). Ademas, existen otras caracteristicas destacables de la ME de
Brucella que contribuyen a la mayor estabilidad observada en comparacion con otras bacterias Gram negativas.
Entre ellas destacan: i) la presencia de fosfatidilcolina como PL mas abundante en la ME de B. melitensis y B.
abortus (Thiele & Schwinn., 1973), ii) la existencia de VLCFAs en el lipido A (Moreno et al., 1990; Velasco et
al., 2000), iii) una elevada hidrofobicidad (Martinez de Tejada & Moriyén., 1993; Moriyon & Lopez-Gofii.,
1998; Freer et al., 1999) y iv) la fuerte asociacién de algunas OMPs al LPS y PG (Dubray & Bézard., 1980;
Winter., 1987; Cloeckaert et al., 1992; Vizcaino et al., 1996 b).

Respecto a la mencionada relacion entre el PG y la ME, se ha observado, mediante estudios de microscopia
electrénica realizados en B. melitensis y B. abortus, una interaccién mucho mas estrecha que en otras bacterias
Gram negativas como E. coli (Moriyon & L6pez-Gofii., 1998). Ademas, mientras que la inactivacion por calor
de las células de Brucella conlleva al colapso de la membrana citoplasmica, la ME parece conservar intacta su
apariencia. Todo ello sugiere que la relacion entre PG y ME contribuye a la mayor estabilidad de la misma.

Ademas de las caracteristicas mencionadas, la ME de Brucella presenta propiedades de relevancia a nivel
funcional que se han puesto de manifiesto por su comportamiento en presencia de péptidos catidnicos, agentes
quelantes, detergentes, suero no inmune y compuestos hidrofébicos (Martinez de Tejada et al., 1995; Freer et al.,
1999; Velasco et al., 2000; Barquero-Calvo et al., 2009; Martin-Martin et al., 2011). Algunas de estas
propiedades estan relacionadas con los mecanismos de resistencia a las defensas del hospedador. Asi, mediante
analisis comparativos se han observado diferencias en las propiedades de la ME entre las especies clasicas de
Brucella, las cuales podrian jugar un papel en la preferencia de hospedador y patogenicidad que estas muestran
(Martin-Martin et al., 2011). En concreto, las especies de Brucella presentan una elevada resistencia a la
polimixina B, uno de los péptidos catidnicos mas ampliamente estudiado. Los péptidos cationicos son parte de
los mecanismos oxigeno-independientes desplegados en el interior de los fagocitos, encontrdndose también en
los fluidos y tejidos corporales (Jenssen et al., 2006). Esta resistencia se atribuye presumiblemente a la reducida
carga negativa de la ME y al impedimento estérico causado por las cadenas O y el nicleo del LPS que impiden
el acceso del péptido a los componentes cargados negativamente de la ME (Moriy6n & LO6pez-Gofii., 1998;
Conde-Alvarez et al., 2013). Sin embargo, las especies naturalmente rugosas B. ovis y B. canis, carentes de
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cadenas O, son mas resistentes a polimixina B que cepas lisas de B. abortus y B. neotomae (Martin-Martin et al.,
2011). Asi mismo, tanto la reducida carga negativa como la elevada hidrofobicidad de la ME parecen también
ser las responsables de la resistencia de las especies de este género a la accién de agente quelantes como el
EDTA, en contraste al efecto de estos compuesto en otras bacterias Gram negativas que requieren de cationes
divalentes para estabilizar dicha carga negativa (Moriyon & Berman., 1982; Freer et al., 1996). También
muestran resistencia a los componentes bactericidas presentes en el suero no inmune (como las proteinas del
sistema del complemento), los cuales forman parte de los mecanismos de defensa frente a la localizacién
extracelular de patégenos. Diversos estudios han postulado que las cadenas O del LPS de especies lisas de
Brucella son relevantes en esta resistencia, puesto que mutantes rugosos de B. melitensis y B. abortus son mas
sensibles (Corbeil et al., 1988; Eisenschenk et al., 1999; Fernandez-Prada et al., 2001; Gonzélez et al., 2008).
Sin embargo, de nuevo, las especies naturalmente rugosas B. canis y B. ovis son incluso mas resistentes al suero
que algunas cepas lisas (Eisenschenk et al., 1999; Martin-Martin et al., 2011), lo que sugiere indirectamente la
implicacion de otros componentes en esta resistencia.

Por otro lado, se han observado caracteristicas diferenciales entre cepas naturalmente virulentas y
atenuadas/avirulentas pertenecientes a la misma especie. Asi, la cepa atenuada B. abortus B19 posee una mayor
susceptibilidad a desoxicolato sodico que las cepas virulentas B. abortus 2308 y 544. Asi mismo, la cepa
avirulenta B. ovis Re0l98 y la virulenta B. ovis PA presentan entre otras diferencias, un comportamiento
divergente en condiciones de pH é&cido, al que B. ovis Reo198 muestra una elevada susceptibilidad (Martin-
Martin et al., 2011). Dicho comportamiento podria estar relacionado con la atenuacién de B. ovis Reo 198,
puesto que la acidificacion del fagosoma es requisito para la replicacién de Brucella dentro de los fagocitos
(Porte et al., 1999; Starr et al., 2008).

La heterogeneidad existente en las propiedades de la ME entre las especies de Brucella no recae en
exclusiva en el fenotipo rugoso o liso del LPS, por lo que otras diferencias relacionadas con la ME deben
contribuir a la misma. La diferente distribucion de las proteinas de la familia Omp25/0mp31 entre especies
(Martin-Martin et al., 2009), la composicién de la cadena O del LPS, lipido A y nucleo (Iriarte et al., 2005;
Gonzélez et al., 2008) o diferencias a nivel de aminoacidos en determinadas OMPs (Cloeckaert et al., 2002 b),
entre otras, podrian estar relacionadas con la variabilidad observada en las propiedades de la ME. Asi mismo,
podrian contribuir a explicar las diferencias de patogenicidad y preferencia de hospedador que existen entre las
especies de Brucella.

3. Aspectos mas relevantes para este trabajo del proceso de infeccion y de los mecanismos de
supervivencia de Brucella

El poder patogénico de Brucella se relaciona con su capacidad de sobrevivir y replicarse dentro de una gran
variedad de células hospedadoras, incluyendo tanto fagocitos profesionales como no profesionales. Su elevado
grado de replicacién en trofoblastos de placenta estd asociado con problemas a nivel reproductivo en el ganado
(Carvalho Neta et al., 2008; Salcedo et al., 2013 a) y su persistencia en macréfagos da lugar a la cronificacion de
la infeccion (Xavier et al., 2013 a). Ambos son rasgos caracteristicos de la infeccién por Brucella en los
hospedadores naturales (de Figueiredo et al., 2015).

Para conseguir alcanzar las células diana, las bacterias de este género necesitan atravesar numerosas barreras
del tracto respiratorio, genitourinario o digestivo, donde son internalizadas por distintos tipos celulares, lo cual
resulta en la diseminacion del microorganismo por el sistema linfatico y 6rganos reproductores (Xavier et al.,
2010 a). En estudios realizados en rumiantes (vacas, cabras y ovejas) se ha descrito que, tras la infeccion
experimental con cepas virulentas de Brucella, las bacterias colonizan los ganglios linfaticos regionales,
accediendo desde ahi al torrente sanguineo donde se diseminan por el sistema polimorfonuclear (Poester et al.,
2013). En el caso de hembras gestantes, el microorganismo coloniza la placenta, alcanzando posteriormente al
feto, pudiendo causar aborto especialmente durante el Gltimo tercio del periodo de gestacion. En los machos
Brucella puede causar epididimitis, orquitis y prostatitis en diferentes grados de severidad (Xavier et al., 2010 g;
Poester et al., 2013).
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La interaccién que se establece entre Brucella y las células diana determina normalmente el desenlace de la
infeccion (Kdéhler et al., 2003). La localizacion de Brucella dentro de los macrofagos, especialmente los
presentes en bazo e higado, le permite protegerse de los anticuerpos y proteinas del sistema del complemento
(Roop et al., 2009). Estudios de infeccidn in vitro de macréfagos humanos con B. suis han mostrado la capacidad
de este microorganismo de evitar la apoptosis, evidenciando la importancia de mantenerse dentro de este nicho
protector para la cronificacion de la infeccion (Gross et al., 2000; Cui et al., 2014). Si bien la relacién entre la
persistencia de Brucella en macrofagos y su virulencia esta bien documentada (Celli et al., 2003; Celli., 2006;
Martin-Martin et al., 2012; Copin et al., 2012), el conocimiento sobre la interaccion con células dendriticas
(importantes fagocitos profesionales) es mas limitado, aunque es cada vez més estudiada. Brucella también se
replica en este tipo de células, en contraste con otros patgenos intracelulares, y es capaz de interrumpir su
maduracion, interfiriendo, por tanto, en su funcion presentadora de antigeno (Billard et al., 2007; Salcedo et al.,
2008). Otro punto clave de contacto entre Brucella y el hospedador es el que se da al atravesar las barreras
mucosas, puesto que son la primera linea de entrada de la bacteria en el hospedador en la infeccion natural
(Poester et al., 2013). La eficacia con la que este microorganismo invade células epiteliales es baja, en
comparacion con otras bacterias consideradas eficientemente invasivas (Moreno & Gorvel., 2004 a). En
consecuencia, no esté clara la contribucién efectiva que tiene la colonizacion de las células epiteliales en el inicio
de la infeccidn por Brucella. Sin embargo, se cree que las células M de la mucosa intestinal constituyen una
puerta de entrada al hospedador cuando la infeccion es adquirida por via oral (Paix&o et al., 2009; Rossetti et al.,
2013).

3.1. Mecanismos de adhesién y transporte relacionados con este trabajo

El proceso de adhesién celular bacteriana representa el paso inicial en el ciclo infeccioso de practicamente
todos los patégenos y para llevarlo a cabo, éstos han desarrollado moléculas de superficie que interaccionan con
diferentes receptores celulares. Estas proteinas se denominan adhesinas y poseen dominios extracelulares
implicados en el contacto con moléculas particulares del hospedador. En concreto, muchas de las adhesinas
bacterianas son lectinas, proteinas que tienen afinidad por azlcares. La adherencia bacteriana permite a los
patdgenos interaccionar de manera estrecha con membranas celulares, colonizar tejidos y establecer nichos de
infeccidn, por lo que se considera un rasgo relacionado con la virulencia (Bonazzi & Cossart., 2011). Mientras
que los mecanismos relacionados con la capacidad de penetracidn y replicacion de Brucella en macréfagos han
sido y son ampliamente estudiados, el conocimiento sobre el proceso de adhesion e invasion de este género es
mas limitado.

Otro aspecto clave en el ciclo de vida bacteriano en general es el transporte de moléculas. Este es necesario
para numerosos procesos vitales como la adquisicion de nutrientes o la secrecién de factores de virulencia. En
bacterias patogenas el transporte de moléculas desde el citoplasma es un aspecto clave en la interaccion con el
hospedador. Gracias a la progresiva secuenciacion de genomas de Brucella (DelVecchio et al., 2002; Paulsen et
al., 2002; Chain et al., 2005; Tsolis et al., 2009; Wattam et al., 2009; Audic et al., 2011) y a los analisis
filogenéticos se ha mejorado el conocimiento sobre algunas de las piezas que articulan la patogenicidad de este
género, lo que ha permitido ademas el refinamiento de conceptos clasicos sobre la virulencia. En este contexto,
estudios predictivos han apuntado la presencia en el genoma de Brucella, de elementos transportadores como
bombas de flujo, autotransportadores y canales de ME (Moreno & Moriyon., 2002). Algunos de ellos estan
implicados en la virulencia de determinadas especies de este género, ya sea permitiendo su detoxificacion
(Posadas et al., 2007), asegurando su adherencia a las células hospedadoras (Castafieda-Roldan et al., 2006;
Posadas et al., 2012; Czibener et al., 2015), secretando efectores que modulan la respuesta inmune del
hospedador (Lacerda et al., 2013) o permitiendo la adquisicion de micronutrientes en el interior de la célula
(Elhassanny et al., 2013). A continuacion, se describen factores de virulencia implicados en procesos de
adhesion y transporte de interés para el presente trabajo.
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3.1.1. Proteina de superficie SP41

Estudios centrados en las propiedades de adherencia celular de especies lisas de Brucella, demostraron
que cepas de B. abortus y B. melitensis son capaces de adherirse a diferentes células eucariotas (Castafieda-
Roldan et al., 2004). En concreto, se observo que la adherencia en estas cepas es dependiente de receptores de
residuos de &cido sidlico presentes en la superficie de eritrocitos, macréfagos y células epiteliales humanas
(Rocha-Gracia et al., 2002; Castafieda-Roldan et al., 2004). Ademas, B. abortus es capaz de unirse a algunas
proteinas de la matriz extracelular como fibronectina y vitronectina que podrian actuar como puente en las etapas
de adhesion de esta especie, facilitando su diseminacion en los tejidos (Castafieda-Roldan et al., 2004). En base a
estas observaciones, se sugirio que Brucella podria poseer adhesinas involucradas en el proceso de invasion
intracelular. En el afio 2006 se describié por primera vez la presencia, en B. abortus, B. melitensis y B. suis, de
una proteina de ME denominada SP41 capaz de unirse a células HelLa, asi como de producir anticuerpos
especificos detectables en el suero de pacientes con brucelosis (Castafieda-Roldan et al., 2006). El analisis
bioguimico de dicha proteina mostré un fragmento con una secuencia de aminoacidos que se correspondia con
parte del producto predicho para el gen ugpB presente en los genomas disponibles entonces de B. melitensis
16M, B. abortus biovar 1 y B. suis 1330. El producto de dicho gen presenta similitud con un transportador de
glicerol-3-fosfato de tipo ABC (ATP binding cassette) presente en microorganismos de plantas, patdgenos y
simbiontes, como A. tumefaciens y Sinorhizobium meliloti, y también en patégenos humanos como Salmonella
enterica (Castafieda-Roldan et al., 2006). Pese a la similitud entre el producto del gen ugpB de Brucella con la
familia de transportadores tipo ABC, la proteina SP41 no posee ninguno de los tres dominios conservados del
cassette de union al ATP y no existe evidencia experimental de que funcione como un transportador tipo ABC
en Brucella.

En base al perfil de hidrofobicidad mostrado por la proteina SP41 y a su deteccion mediante
inmunofluorescencia, se trata de una proteina con una region transmembrana localizada en la ME de Brucella
(Castafieda-Roldan et al., 2006). La inactivacion del gen ugpB en B. suis 1330 conduce a una disminucion
significativa de la adhesion e invasién a células Hela, respecto a la cepa parental. Sin embargo, la ausencia de
esta proteina en B. suis 1330 no afect6 a la formacion del fagosoma, ya que, una vez internalizado, el mutante
AugpB desarroll6 una tasa de replicacion intracelular idéntica a la cepa parental. No se ha analizado hasta el
momento el papel de la proteina SP41 en la virulencia in vivo de ninguna de las especies de Brucella. En los
Gltimos afios se han descrito nuevas adhesinas en Brucella, especialmente en especies lisas, junto con moléculas
del hospedador implicadas en procesos de adhesién celular. Entre ellas se encuentran la proteina BmacC,
perteneciente a la familia de autotransportadores tipo |, también conocidos como sistema de secrecion tipo V
(Posadas et al., 2012). Los autotransportadores son sintetizados como una Unica proteina modular que
hipotéticamente contiene todo lo necesario para su secrecion y esta organizada en tres dominios: i) péptido sefial,
ii) dominio translocador (barril B anclado en la membrana externa) en extremo C-terminal y iii) dominio
denominado pasajero, correspondiente al efector secretado, el cual se encuentra situado entre los dos anteriores.
Algunos de los miembros de esta familia presentan funcién adhesina o invasina en patégenos, como la pertactina
en Bordetella spp o la adhesina Ag43 de E. coli (Henderson & Nataro., 2001). La proteina BmaC esta localizada
en la superficie bacteriana de B. suis y su ausencia causa una marcada disminucién en la capacidad de adhesion e
internalizacion de B. suis 1330 en células epiteliales. Sin embargo, la ausencia de BmaC no parece afectar a la
supervivencia dentro de las células epiteliales, ni tampoco parece estarlo en la adhesién e invasion de
macro6fagos murinos (Posadas et al., 2012).

Otras adhesinas descritas en especies lisas de Brucella son las proteinas Btak, BtaF o BigA (Ruiz-Ranwez
et al., 2013 a, 2013 b; Czibener et al., 2015). También se ha descrito otro sistema transportador de tipo ABC
presente en la isla de patogenicidad BOP-1 de B.ovis, el cual es necesario para la virulencia de esta especie y esta
ausente en las especies clasicas de Brucella (Silva et al., 2011 a).
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3.1.2. Proteina BepC

En el genoma de B. suis 1330 se identificé el gen bepC que codifica una proteina de ME denominada
BepC (Brucella efflux protein), perteneciente a la familia TolC (Posadas et al., 2007). La proteina TolC es una
proteina canal de ME que forma parte de los sistemas tripartitos de bombas de expulsion en bacterias Gram
negativas. La perteneciente a E. coli fue cristalizada en el afio 2000 (Koronakis et al., 2000) y present6 una
estructura Unica, trimérica, formada por un barril § de 12 cadenas y un dominio de hélices o que sobresale hacia
el periplasma. La proteina TolC, junto con un transportador y una proteina de fusién de membrana (MFP,
Membrane Fusion Protein), forman un canal que conecta el citoplasma con el exterior de la bacteria (Figura 2).
Este conjunto permite la translocacion, a través del espacio periplasmico en E. coli, de proteinas como a-
hemolisina o compuestos toxicos para la bacteria (Dijun et al., 2014).

La proteina TolC de E. coli es el paradigma de estructura y funcion del componente de ME presente en
los sistemas de bombas de expulsion de tres componentes. Esta OMP puede estar conectada con MFPs que
interaccionan con transportadores de diferentes superfamilias, tales como ABC o RND (Resistance Nodulation
Division) (Misra & Bavro., 2009). Las proteinas ABC son transportadores primarios, mientras que las proteinas
RND son transportadores secundarios que emplean cationes como contraiones para la expulsion de compuestos
de la bacteria. Los genes correspondientes a los componentes ABC/RND y MFP se hallan generalmente
codificados en un oper6n, mientras que el gen que codifica la OMP (TolC) puede transcribirse de forma
independiente. En E. coli, el gen tolC no se encuentra ligado a un operdn de transporte, sino que forma parte de
un regulén que responde a condiciones de estrés, induciendo la expresion de varios genes (Aono et al., 1998). En
la secrecion de a-hemolisina por esta bacteria (Figura 2) intervienen, ademas de TolC, el transportador ABC
HIyB y la proteina periplasmica HlyD (Thanabalu et al., 1998). Para la eliminacién de compuestos toxicos para
la bacteria (antibioticos, sales biliares, etc), la bomba méas efectiva estd compuesta por las traslocasas de Ml
AcrA y AcrB (Dijun et al., 2014). Estudios bioquimicos han demostrado que para que ocurra un transporte
eficiente del sustrato a través del espacio periplasmico, las translocasas de la MI deben en primer lugar unirse al
sustrato antes de reclutar a la proteina TolC (Thanabalu et al., 1998; Touzeé et al., 2004).
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En estudios in vitro del mutante AbepC de B. suis 1330 se observo una mayor una sensibilidad de esta
cepa, con respecto a la cepa parental, a colorantes cationicos, detergentes, diversos antibiéticos y sales biliares
(Posadas et al., 2007). Mediante técnicas de complementacion heterologa, se ha podido comprobar que la
proteina BepC de B. suis es capaz de restaurar, en mutantes tolC-deficientes de E. coli, la excrecion de moléculas
hidrofébicas (ciertos farmacos y detergentes), pero no la de a-hemolisina, poniendo de manifiesto la probable
implicacion de esta proteina en mecanismos de resistencia a agentes antimicrobianos en B. suis (Posadas et al.,
2007). Ademas, Brucella posee una notable permeabilidad a sustancias hidrofdbicas, entre ellas compuestos
nocivos como las sales biliares, que podrian penetrar la ME con facilidad (Moriyéon & L&pez-Gofii., 1998;
Moreno & Moriyon., 2002), por lo tanto, la proteina BepC podria contribuir a la supervivencia de la bacteria en
el hospedador protegiéndola frente a las secreciones intestinales cuando la infeccién es adquirida por via oral
(Posadas et al., 2007). También se ha comprobado que la proteina BepC esta implicada en la virulencia in vivo
de B. suis, ya que la colonizacion esplénica en ratones BALB/c del mutante deficiente en el gen bepC es
notablemente inferior a la obtenida con la cepa parental (Posadas et al., 2007). Sin embargo, la proteina BepC no
es crucial para la supervivencia intracelular en modelos celulares de infeccién, mostrando el mutante AbepC de
B. suis 1330 un comportamiento similar al de la cepa parental tanto en macréfagos J774A.1 como en células
HeLa (Posadas et al., 2007).

En estudios posteriores, se ha descrito la presencia en B. suis de proteinas transportadores de Ml de tipo
RND (BepDE y BepFG) que podrian interaccionar con BepC (Martin et al., 2009). Concretamente, al menos el
sistema BepDE es dependiente de la presencia de BepC en la ME de B. suis para ejercer su funcién de transporte
de compuestos toxicos en esta especie (Martin et al., 2009). Por ultimo, se desconoce la contribucion de la
proteina BepC en la virulencia de especies rugosas de Brucella, si bien se han descrito sistemas de transporte
como los de tipo ABC, que intervienen en la expulsién de compuestos toxicos en B. ovis (Silva et al., 2011 a).

3.2. Internalizacién, tréafico intracelular de Brucella y establecimiento del nicho replicativo

La habilidad de Brucella para introducirse en las distintas células diana y conseguir establecer un nicho
replicativo, es un proceso molecular complejo en el que la bacteria consigue controlar el trafico intracelular de la
célula hospedadora (Figura 3). Una vez en contacto con la membrana celular, las bacterias adheridas se
acumulan, formando microcolonias (Castafieda-Roldan et al., 2004). Posteriormente, Brucella ingresa en la
célula formando un macropinosoma, internalizandose a través de balsas lipidicas (Watarai et al., 2002; Kim et
al., 2004; Celli., 2006). Se ha demostrado que la entrada de Brucella en la célula hospedadora depende de
componentes de las balsas lipidicas (lipids rafts) para establecer la infeccion con éxito (Naroeni & Porte., 2002;
Watarai et al., 2002; Martin-Martin et al., 2010). Las balsas lipidicas son microdominios especializados de las
membranas plasmaticas de células eucariotas ricos en colesterol, esfingomielina, gangliésidos y fosfolipidos.
Presentan a su vez una gran variedad de proteinas, especialmente quinasas (Pike., 2003). Son regiones de
elevado dinamismo de formacion y disgregacién, y ademas, estan implicadas en diferentes procesos celulares
fundamentales, como la transduccion de sefiales o la endocitosis (Kim et al., 2004; Lapaque et al., 2006). En su
entrada en la célula hospedadora, Brucella desencadena mecanismos que implican el reclutamiento de filamentos
de actina y la activacién de proteinas del citoesqueleto, como las GTPasas de la familia Rho (Guzman-Verri et
al., 2001; Chaves-Olarte et al., 2002). Otros de los elementos que también contribuyen a su internalizacion son
mediadores de rutas de sefializacion celular como el GMP ciclico y diversas quinasas como PIP3-K, Tyr-K y
MAP-k (Guzmén-Verri et al., 2001).

Tras la internalizacion de la bacteria en la célula, ya sea en fagocitos profesionales o en no profesionales
(Pizarro-Cerda et al., 2000), Brucella se localiza en unos compartimentos membranosos denominados BCVs
(Brucella-containing vacuoles). Transcurridos pocos minutos, estas vacuolas experimentan un proceso de
maduracion mediante la interaccion con los endosomas tempranos (EEC; Early Endosomal Compartments) de la
ruta endocitica, adquiriendo transitoriamente en su superficie las proteinas Rab5 y EEA-1 (Chaves-Olarte et al.,
2002; Celli et al., 2003).
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Las vacuolas contindan su maduracién produciéndose un desplazamiento de los marcadores hacia la
presencia de Rab7 y LAMP-1 e interaccionando de manera breve con los endosomas tardios y lisosomas.
Gracias a esta interaccion, la BCV adquiere parcialmente propiedades de fagolisosoma, acidificandose (Starr et
al., 2008). Tras el breve contacto con los lisosomas, la vacuola no concluye la ruta fusiondndose con éstos,
siendo imprescindible la disminucién del pH para evitar dicha fusion (Porte et al., 1999; Celli et al., 2003; Celli.,
2006; Starr et al., 2008). La maduracion de la BCV continda con la pérdida progresiva de la glicoproteina de
membrana lisosomal LAMP-1 y su interaccion con los denominados “sitios de salida del reticulo endoplasmico
o EREs” que forman parte de la ruta secretora (Celli et al., 2005; Starr et al., 2008). Se trata de
subcompartimentos del reticulo endoplasmico (RE) dedicados a la formacion de vesiculas secretoras que son
transportadas al Aparato de Golgi (Celli & Tsolis., 2015). La BCV se fusiona con el RE vy, gracias a un
intercambio progresivo de membrana con el mismo, va adquiriendo marcadores de RE, como calnexina,
calreticulina, PDI y sec61p (Figura 3) (Pizarro-Cerda et al., 1998 a; Celli., 2006). La fusion con el RE da lugar a
la formacion de un organulo denominado BCV replicativa, el cual presenta condiciones permisivas para la
replicacién de Brucella (Pizarro-Cerdd et al., 1998 b; Celli et al., 2003). Se ha observado que dicha fusion es
dependiente de la actividad de unas pequefias GTPasas denominadas Sarl y Rab2 (Kuge et al., 1994; Aridor et
al.,, 2001; Celli et al., 2005; Fugier et al., 2009). Sarl interacciona con el complejo COPII de transporte
anterogrado de vesiculas y Rab2 con la proteina efectora RicA (Celli et al., 2005; de Barsy et al., 2011). En este
punto de la ruta, se cree que la replicacién bacteriana se ve favorecida por la fision de la BCV replicativa en dos
BCV hijas, mediada por el aporte membranoso del RE (Celli., 2006). Finalmente, la vacuola replicativa puede
interceptar la ruta autofagica convirtiéndose en un compartimento capaz de propagarse a otras células (Brumell.,
2012; Starr et al., 2012; Miller & Celli., 2016).

La invasién masiva del RE por la bacteria puede llegar a desembocar en una reorganizacion total de este
organulo en vacuolas replicativas (Celli & Tsolis., 2015), todo ello sin producir dafio celular aparente ya que
Brucella es capaz de bloquear los mecanismos de apoptosis (Galdiero et al., 2000; Gross et al., 2000; Fernandez-
Prada et al., 2003; Pei & Ficht., 2004; Scian et al., 2013). Se ha observado que mutantes rugosos de cepas lisas
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de Brucella, tanto espontaneos como obtenidos por manipulacion genética, tienen un efecto citotdxico
(Fernandez-Prada et al., 2003; Pei et al., 2006; Qin et al., 2008). En cambio, las cepas lisas parentales, asi como
las especies naturalmente rugosas B. ovis y B. canis no tienen dicho efecto (Lamontagne et al., 2009; Martin-
Martin et al., 2008). Esto les permite adaptarse a los distintos ambientes intracelulares que se van encontrando,
pasando practicamente inadvertidas a los mecanismos de defensa de las células invadidas.

Aunque Brucella es considerada un patogeno intracelular facultativo, su existencia se mantiene
predominantemente ligada a su localizacion dentro de células de los hospedadores a los que infecta y su
presencia extracelular es accidental (Moreno & Moriyén., 2002). Por ello, su entrada en la célula es un aspecto
determinante en la supervivencia de la bacteria (Celli., 2006). Algunos de los determinantes moleculares de
Brucella relacionados con su internalizacion y las primeras etapas que la acompafian, estan controlados por el
sistema regulador de dos componentes BvrR-BvrS (Lopez-Goiii et al., 2002), el cual esta conservado en las
diferentes especies de Brucella (Lavin et al., 2010). La disrupcion de este sistema en B. abortus 2308 provoca
una profunda alteracion de la homeostasis y estructura de la ME de la bacteria (Guzman-Verri et al., 2002;
Lamontagne et al., 2007). Entre las alteraciones relacionadas con la ME se encuentra una modificacion en el
grado de acilacion del lipido A del LPS, que se ha relacionado con el incremento de la sensibilidad a péptidos
catiénicos, o modificaciones en el patron de expresion de distintos genes de OMPs (Guzman-Verri et al., 2002;
Manterola et al., 2005; Viadas et al., 2010). Los mutantes BvrR/BvrS son pobres invasores celulares y ademas,
una vez internalizados en las células fagociticas profesionales y no profesionales son dirigidos a los lisosomas y
destruidos en los fagolisosomas (Sola-Landa et al., 1998; Guzman-Verri et al., 2002), lo que también explica, al
menos en parte, su atenuacién en modelo murino. (Sola-Landa et al., 1998). También se ha comprobado que, al
contrario de lo que ocurre en las cepas virulentas (Chaves-Olarte et al., 2002), estos mutantes no estimulan la
generacion de las formas activas de las pequefias GTPasas de la familia Rho en el momento del contacto con la
célula eucariota. (Guzman-Verri et al., 2001). Este hecho proporciona una evidencia adicional de la implicacion
del sistema BvrR/BvrS en la interaccién de la bacteria con la célula hospedadora. Ademas, como se ha
comentado, este sistema regulador se requiere para la supervivencia de Brucella dentro de la célula, lo que puede
estar relacionado, al menos en parte, con su papel regulador de la expresién del operén virB (Martinez-NUfez et
al., 2010) que es imprescindible para el establecimiento del nicho replicativo (Celli et al., 2003) y que se
describe en el Apartado 3.3.

3.3. Supervivencia dentro de las células hospedadoras

A pesar del beneficio obvio que le aporta a Brucella la evasion de la ruta endocitica, minimizando la fusion
de la BCV con los lisosomas, ésta debe hacer frente dentro de la célula a un fuerte estrés quimico y nutricional.
De manera similar a otras bacterias, Brucella requiere de varios metales esenciales para su supervivencia tanto in
vitro como in vivo. La adquisicion de niveles suficientes de metales como manganeso, zinc e hierro esta
especialmente limitada dentro de las células hospedadoras (Roop., 2012). En concreto, el hierro es un
micronutriente para Brucella, asi como para la mayoria de las bacterias (Waring et al., 1953), que desempefia un
papel determinante en la respuesta inmune tanto innata como adaptativa (Weiss., 2005). El hierro que no se
encuentra incorporado a los tejidos del hospedador se encuentra secuestrado por proteinas aceptoras como la
transferritina y la lactoferrina (entorno extracelular), o como la ferritina que actua en el interior de la célula
hospedadora. Este sistema de almacenamiento de hierro sirve, entre otras cosas, para limitar su disponibilidad en
caso de invasion microbiana (Weiss., 2005). Se ha observado experimentalmente que el hierro es esencial para
que Brucella lleve a cabo su replicacion dentro del macréfago (Roop et al., 2009) y se ha detectado la
produccion de sider6foros en respuesta a bajas concentraciones de hierro in vitro y también la presencia de
transportadores para este metal (Paulley et al., 2007; Ojeda et al., 2012). Ademas se ha sugerido que el grupo
prostético hemo es una fuente mayoritaria de hierro para la bacteria, ya que la eliminacién en B. abortus del gen
bhuA, que codifica una proteina implicada en el transporte de estos grupos, conduce a una atenuacién de su
virulencia en macréfagos y en raton (Paulley et al., 2007; Anderson et al., 2011). Teniendo en cuenta estos
hechos, se ha sugerido que la interaccion de las BCVs con el RE podria proporcionar una fuente de hierro a la
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bacteria, la cual provendria de la degradacion de grupos hemo realizada en los macréfagos por la enzima hemo
oxidasa (Roop et al., 2009).

La modulacion del metabolismo de Brucella durante la infeccidn en el hospedador es un aspecto crucial
para el desarrollo de su virulencia (Barbier et al., 2011). En concreto, mutantes en genes de rutas metabdlicas
relacionadas con la respuesta a estrés nutricional, como el gen rsh en B. suis y B. melitensis, presentan una fuerte
atenuacién in vitro e in vivo (Dozot et al., 2006). Respecto al catabolismo de la glucosa, se considera que en
Brucella transcurre a través de la via de las pentosas fosfato (en conjuncion con el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, TCA), en vez de por la via de la glucolisis o la ruta de Entner-Doudoroff (Barbier et al., 2014;
Zuhiga-Ripa et al., 2014). Si bien los microorganismos de este género pueden metabolizar las hexosas a través
de las vias mencionadas, éstas no parecen ser una fuente de carbono favorable, al menos para B. abortus, B.
melitensis y B. suis. Dichas especies catabolizan preferentemente el eritritol (polialcohol con cuatro atomos de
carbono) (Barbier et al., 2014). En cambio, B. ovis presenta mutaciones en genes relacionados con el
catabolismo de este polialcohol, relacionandose este hecho con diferencias en la patogenicidad con respecto a
cepas lisas de Brucella (Tsolis et al., 2009). Durante el inicio de la infeccion de macr6fagos murinos por B.
abortus se ha observado una reduccion en la produccion de enzimas del metabolismo central del carbono,
incluidas las de la via de las pentosas fosfato. Este hecho parece sugerir una menor disponibilidad intracelular de
azucares en esta etapa, viéndose favorecido el catabolismo de aminoacidos como fuente de energia alternativa
(Lamontagne et al., 2009). En etapas mas avanzadas de la infeccion, una vez alcanzado el RE, la via de las
pentosas fosfato se activa en Brucella sugiriendo una nueva disponibilidad de azlcares (Lamontagne et al.,
2009). Asi mismo, se ha observado que, durante la infeccion cronica en raton, Brucella invade
predominantemente los denominados “macrofagos alternativamente activados” (MAA) (Xavier et al., 2013 a).
Este tipo de macrofagos, a diferencia de los “clasicamente activados” (MCA) (via IFNy y/o TNFa) cuya funcion
es fundamentalmente proinflamatoria y bactericida, desempefian un papel importante en la resolucién de la
inflamacion y curacion de tejidos (Biswas & Mantovani., 2012). Se ha comprobado que los niveles intracelulares
de glucosa en MAA son superiores a los presentes en MCA y que la replicacion eficiente de la bacteria en MAA
depende de su capacidad de transportar glucosa (presumiblemente para metabolizarla) (Xavier et al., 2013 a). Si
bien, no ha podido establecerse una relacién entre una invasién preferente de este tipo de macréfagos (con
capacidad bactericida reducida) y una mayor replicacion de Brucella. Més bien, la mayor permisividad de estas
células se relaciona con una mayor disponibilidad de glucosa como fuente de carbono para Brucella (Roop &
Caswell., 2013).

Ademaés del estrés nutricional, la bacteria todavia debe hacer frente a otro tipo de amenazas dentro del
macr6fago como son la exposicidn a especies reactivas de oxigeno, la produccion de oxido nitrico y péptidos
antibacterianos o al pH &cido, entre otros. Brucella se encuentra bien equipada, fisiolégica y metab6licamente,
para hacer frente a este medio hostil. Varios han sido los genes relacionados con la proteccién de Brucella frente
a las condiciones de pH éacido del fagosoma, cuyos productos incluyen desde chaperonas hasta proteinas con
funciones tamponantes. Algunos de ellos son cydB (Endley et al., 2001), hfq (Roop et al., 2002), hdeA (Valderas
et al., 2005) o asp24 (Kahl-McDonagh & Ficht., 2006; Kahl-McDonagh et al., 2006). Ademas, la mayoria de las
especies de Brucella producen ureasa, la cual favorece la supervivencia de la bacteria en las condiciones de pH
extremadamente 4cido que se encuentra durante su paso por el tracto gastrointestinal en la infeccion oral. Sin
embargo, parece que esta enzima no interviene en la proteccion de la bacteria dentro de las células hospedadoras
(Bandara et al., 2007; Sangari et al., 2007; Paixdo et al., 2009). También el sistema dependiente de glutamato
descarboxilasa (GAD), componente relevante en la resistencia al &cido en enterobacterias (Castanie-Cornet et
al., 1999; De Biase & Pennacchietti., 2012), esta presente en Brucella (Roop et al., 2009). Estudios recientes de
secuenciacion masiva de genomas de Brucella han evidenciado que, en las especies clasicas de este género, el
sistema multiproteico GAD se encuentra degradado y no es funcional, en cambio en las especies “atipicas”
(incluidas las aisladas de anfibios y babuinos), este sistema se encuentra genéticamente conservado y funcional,
contribuyendo a la supervivencia in vitro a pH extremadamente bajos (Damiano et al., 2015).

Aungue todavia se desconoce el mecanismo de actuacion de muchos de los productos relacionados con el
estrés acido en Brucella, parece que alcanzar valores bajos de pH es un estimulo necesario para la induccién de
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los genes del operon virB que codifican componentes del sistema de secrecion Tipo IV (T4SS) necesario para la
virulencia de la bacteria (Boschiroli et al., 2002; Rouot et al., 2003). El sistema VirB de Brucella, conservado en
todas las cepas secuenciadas del género, esta formado por 12 proteinas (VirB1-VirB12) que poseen similitud con
las proteinas VirB de Agrobacterium tumefaciens (O’Callaghan et al., 1999). En esta especie el sistema est4
formado por 11 proteinas codificadas en el operon VirB (VirB1-VirB11) y la proteina VirD4 codificada en el
operdn VirD, las cuales se distribuyen formando un canal que atraviesa las dos membranas de la envuelta celular
y en cuyo extremo apical posee una estructura que entra en contacto con la célula hospedadora, mientras que en
el extremo citoplasmico se sitan proteinas con actividad NTPasa (VirB4 y VirD4) que aportan energia para la
traslocacion de moléculas efectoras (Figura 4) (Christie & Cascales., 2005; Chandran., 2013). ElI T4SS de
Brucella, aunque no esta completamente caracterizado, presenta dos principales diferencias respecto al de A.
tumefaciens; un gen extra en el operén VirB (virB12), que codifica una proteina de ME (Sun et al., 2005) y la
ausencia de un gen homologo a virD4 (Boschiroli et al., 2002). Recientemente se ha identificado una nueva
proteina periplasmica, VirJ, que parece estar asociada al dominio secretor del T4SS en Brucella (Del Giudice et
al., 2016).

Entre los efectores del T4SS descritos en Brucella se encuentran VceA 'y VceC (de Jong et al., 2008), RicA
(de Barsy et al., 2011; Marchesini et al., 2011) y las proteinas BspA, BspB, BspC, BspE y BspF (Myeni et al.,
2013). Ademas de los efectores secretados a través del sistema T4SS, se han identificado otros secretados a
través de una via independiente del mismo (Salcedo et al., 2008; Radhakrishnan et al., 2009; de Barsy et al.,
2012), lo cual sugiere la existencia en el género Brucella de un sistema alternativo al T4SS para la secrecion de
sustancias (Lacerda et al., 2013). Muchos de los sustratos del sistema T4SS poseen dominios eucariotas,
sugiriendo una interaccion directa con proteinas del hospedador, pero se desconoce la funcién de muchos de
ellos. Se ha observado que el T4SS desempefia un papel esencial en el desarrollo de la vacuola replicativa en
Brucella, modulando el trafico intracelular (Celli et al., 2003; Myeni et al., 2013; Ahmed et al., 2016) y es
necesario para el establecimiento de la infeccion (O’Callaghan et al., 1999; Sieira et al., 2000; Celli et al., 2003;
Martin-Martin et al., 2012; S4 et al., 2012; Macedo et al., 2015; Del Giudice et al., 2016). Mutantes de Brucella
en el operdn virB, tanto de especies lisas como rugosas, no interactian con el RE y se fusionan con los
lisosomas, lo que conduce a la
degradacion de la bacteria
(Comerci et al., 2001; Delrue et
al., 2001; Celli et al.,, 2003;
Starr et al., 2008; Macedo et al.,
2015). En consecuencia, estos
mutantes muestran una marcada
atenuacion tanto en cultivos de
fagocitos profesionales y no
profesionales (O’Callaghan et
al.,, 1999; Sieira et al., 2000;
Celli et al., 2003; Martin-Martin
et al., 2012; Macedo et al.,
2015; Del Giudice et al., 2016),
como en modelo murino (Sieira
et al., 2000; Kahl-McDonagh &
Ficht., 2006; Martin-Martin et VirB4 Virg11

al, 2012 Sa et al, 2012 Figura 4. Modelo estructural del sistema de secrecion tipo IV de 4grobacterium
M-ace-do et al, 2015; Del tumefuciens. Esquema tomado y modificado de Chandran, 2013. Este sistema esta
Giudice et al., 2016) y en el compuesto por 11 proteinas (VirB1-VirB11) codificadas por el operon virB y por la proteina
hospedador  natural ~ (Kahl-  ViD4 codificada en el operén virD. En flechas se indica la interaccion propuesta entre los
McDonagh & Ficht., 2006; diferentes miembros para la traslocacion de sustratos efectores al medio extracelular. ME;
Zygmunt et al., 2006). Membrana extema, PG; Peptidoglicano, EP; Espacio petiplasmico, MI; Membrana intema.
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Otros factores relacionados con el establecimiento del nicho replicativo en Brucella, son los glucanos ciclicos
(Arellano-Reynoso et al., 2005), una familia de polimeros cicliclos de moléculas de D-glucosa unidas por
enlaces 1,2 (CBG) y que estan presentes en el espacio periplasmico tanto de Brucella, como de otras especies
relacionadas de patogenos de plantas (Bohin., 2000). Estos son sintetizados por la proteina periplasmica Cgs
(Cyclic Glucan Synthase) (Figura 5) codificada en el gen cgs (lannino et al., 1998). Un transportador de tipo
ABC especifico de Brucella denominado Cgt (Cyclic Glucan Transporter) transloca los CBG al espacio
periplasmico donde son modificados, mediante la adicion de grupos succinicos, por la enzima Cgm (Cyclic
Glucan Modifier) (Roset et al., 2004, 2006). La sintesis de CBG por la enzima Cgs en Brucella, al contrario de lo
que ocurre en las bacterias patogenas de plantas, no se encuentra osmoregulada (Briones et al., 1997; de lannino
et al., 2000). Se han realizado estudios de la ruta sintética de los CBG con mutantes simples de B. abortus en los
genes cgs, cgm y cgt (Roset et al., 2006, 2014), observandose, por un lado, que los residuos succinicos confieren
un caracter anionico a la envuelta bacteriana (Roset et al., 2006). Por otro lado, no se detect6 la presencia de
CBG en el mutante Acgs, los polimeros presentes en los mutantes restantes mostraron carga neutra y su
localizacion difirié en funcion de la mutacion; citoplasmica (Acgt) o periplasmica (Acgm) (Roset et al., 2014).
Ademas, se comprobd que la presencia de CBG anidnicos interviene en la adaptacién de la bacteria a
condiciones hipo-osmoticas y que la carga de los CBG no es determinante en la supervivencia intracelular de la
bacteria, sugiriéndose que en el trafico intracelular de la misma no se dan condiciones hipo-osméticas (Roset et
al., 2006, 2014).

La funcién de los CBG en la supervivencia intracelular de la bacteria recae en su capacidad para secuestrar
colesterol presente en las membranas de células eucariotas, sugiriendo que estos polimeros son capaces de
desorganizar las balsas lipidicas ricas en colesterol presentes en las membranas de los fagosomas fagosomas
(Arellano-Reynoso et al., 2005). En estos microdominios también se localiza la proteina flotilina-1, la cual es
reclutada en la membrana de los fagosomas durante su maduracion mediante la fusién con los endosomas tardios
(Dermine et al., 2001). En este contexto, se cree los CBG podrian intervenir en la maduracion de la BCV. Se ha
detectado un enriquecimiento en flotilina-1 en las membranas de BCVs que albergan B. abortus 2308 y una
menor presencia de esta proteina en las vacuolas que contienen un mutante Acgs de esta cepa (Arellano-Reynoso
et al., 2005). Ademas, las BCVs infectadas con dicho mutante reclutan catepsina D y se fusionan con los
lisosomas, mientras que las que
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Figura 5. Modelo de Ia sintesis de los CBG en Bruceila. Esquema tomado y modificado de
han  mostrado un  papel Roset ef al, 2014. Los CPG de carga neufra se sintetizan en el citoplasma (CP) por la proteina
activador de los CBG sobre Cgs (10jo) localizada en la membrana intema (MI) a partir de UDP-glucosa Después se
estas células, permitiéndoles ~ transportan al peripiasma (PE) por el transportador tipo ABC denominado Cgt (azu), un vez alli
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(Martirosyan et al., 2012). proteina de ME.



22 Introduccion

Brucella requiere de la interaccion con las balsas lipidicas presentes en la membrana plasmatica de la célula
hospedadora para establecer la infeccidon con éxito (Kim et al., 2004; Lapaque et al., 2006; Martin-Martin et al.,
2010). Debido a que el colesterol es componente mayoritario de las balsas lipidicas, los CBG podrian estar
también involucrados en la interaccion inicial entre la bacteria y la célula (Arellano-Reynoso et al., 2005). En
este contexto, se ha observado que la inactivacidn del gen cgs en B. abortus 2308 y B. abortus S19 produce un
aumento de la sensibilidad bacteriana a agentes surfactantes, lo que sugiere la introduccién de alteraciones en la
ME que podrian afectar a su penetracion en las células (Briones et al., 2001). Dichas alteraciones no parecen
incluir diferencias en la exposicidn de elementos de la ME como Omps (Omp16, Omp19) y LPS, puesto que su
expresién en mutantes Acgs y Acgt de B. abortus fue similar a la detectada en la cepa parental (Roset et al.,
2014). Ademas, los mutantes Acgs de B. abortus 2308 y B. abortus S19 no mostraron diferencias en la
internalizacion en células HeLa o macréfagos murinos, pero fueron incapaces de replicarse intracelularmente
(Briones et al., 2001).

También se ha descrito un papel de los CBG determinante en el desarrollo de inflamacion en el bazo de los
ratones infectados con cepas lisas de Brucella (Roset et al., 2014; Degos et al., 2015). Los ratones infectados con
1x10° UFC del mutante Acgs tanto de B. abortus S19, como de B. abortus 2308 mostraron bazos de tamafio
notablemente menores a los obtenidos en la infeccién con las cepas respectivas cepas parentales, a pesar de
detectarse recuentos esplénicos bacterianos elevados (Briones et al., 2001; Roset et al., 2014). Ademas, para
alcanzar niveles de esplenomegalia similares entre la cepa parental y el mutante Acgs de B. abortus S19 fue
necesario una dosis 10° veces superior del mutante, respecto a la dosis inicial de B. abortus (Roset et al., 2014).

Respecto al papel del gen cgs en la virulencia de Brucella, se han obtenido distintos resultados dependiendo
de la cepa analizada. Por un lado, se ha observado que su inactivacién en B. abortus 2308 provoca una ligera
atenuacion de la colonizacion esplénica de la bacteria y ésta es més acusada en el mutante Acgs de la cepa
vacunal B. abortus S19 (Briones et al., 2001). Por otro lado, en ratones infectados con 1x10° UFC del mutante
Acgs de B. ovis PA se ha detectado una drastica reduccion en la colonizacién esplénica, mientras que en cultivos
de macr6fagos murinos no se observaron diferencias en la tasa de multiplicacion intracelular del mutante Acgs y
la cepa parental (Martin-Martin et al., 2012). Sin embargo, el incremento de la dosis de inoculacién (1x10® UFC)
del mutante Acgs de B. ovis PA conduce a una colonizacion esplénica similar a la de la cepa parental (Sancho.,
2014). En estas ultimas condiciones, en concordancia con el papel inflamatorio descrito para los CBG (Roset et
al., 2014), el mutante Acgs de B. ovis PA mostrd una marcada reduccion del tamafio del bazo en comparacién
con la cepa parental, la cual se detecté en presencia de grados de infeccion elevados del mutante (Sancho.,
2014).

4. Respuesta inmune inducida por Brucella

La inmunidad innata se articula en torno a una serie de mecanismos de respuesta no especificos en las etapas
tempranas de la infeccidn, antes de que la inmunidad adaptativa, mediada por la seleccién clonal de linfocitos
especificos, se haya establecido. Los efectores principales de la inmunidad innata en mamiferos (entre ellos
macrofagos, CDs y neutr6filos) detectan la presencia de patégenos invasores a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) y promueven tanto mecanismos de inmunidad innata, como adaptativa para
erradicar o controlar la infeccién (Hajishengallis & Lambris., 2016). Una de las principales familias de PRR est4
representada por los receptores de tipo Toll (TLR). Cada miembro de los TLRs reconoce distintas estructuras
microbioldgicas conservadas (patrones) (PAMPs), dotando asi a la respuesta innata de un cierto grado de
especificidad. Ademas de los efectores celulares, la inmunidad innata posee componentes humorales que
incluyen moléculas de reconocimiento de patrones, como las colectinas (entre ellas la lectina de unién a manosa)
o las proteinas del sistema del complemento (Hajishengallis & Lambris., 2016).

La sefializacion de los TLRs en las células presentadoras de antigeno (CPASs) juega un papel crucial en el
vinculo entre respuesta innata y adaptativa. Todos los TLRs comparten un dominio citoplasméatico denominado
Toll/IL1-Receptor (TIR), en el cual se inicia la via de sefializacion desencadenada por la unién del TLR a su
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ligando. El dominio TIR tiene como adaptadores, entre otros, MyD88, TRIF, TRAM y TIRAP. Su interaccion
con éstos permite que la sefial se transmita al nlcleo con la translocacion del factor NF-xB y produccién de
citocinas proinflamatorias (Hajishengallis & Lambris., 2010). Aunque la delimitacion total entre inmunidad
innata y adaptativa no es posible, las citocinas estan involucradas en el inicio de la respuesta inflamatoria y
sirven para definir la magnitud y naturaleza de la respuesta inmune especifica. En este contexto, las células
fagociticas realizan una labor de gran importancia en el establecimiento de una respuesta inmune adaptativa que
elimine el patdgeno, ya que son los principales productores de citocinas, especialmente de IL1, IL6, IL8, IL12 y
TNFa (Figura 6) (Baldwin & Goenka., 2006). El reconocimiento de endotoxinas como el LPS bacteriano es una
potente sefial que activa los macréfagos murinos, induciendo en éstos la produccion de TNFa. Este a su vez
provoca una potenciacion de las capacidades antimicrobianas de los macr6fagos al activarse la ruta dependiente
del 6xido nitrico y de oxigeno (Raetz et al., 2007). Ademads, tanto macréfagos como CDs una vez activados por
la deteccidn del patégeno van a producir I1L12, la cual estimula la produccion de IFNy por las células citotoxicas
NK (Baldwin & Goenka., 2006).
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Figura 6. Principales citocinas secretadas en respuesta a la infeccion por Brucella. Esquema tomado y
modificado de Martirosyan ef al., 2011. Tras penetrar en el organismo hospedador, Brucella es fagocitada (flechas
verdes) por céhilas del sistema mmune innato, principalmente macrofagos (M®P), céhulas dendriticas (CD) y
polimorfonucleares (PMN). No se produce la desgranulacion de PMNs y liberacion extracehilar de mediadores de la
nflamacién y los mecanismos de apoptosis se encuentran inhibidos. La infeccion desencadena una débil respuesta
innata que se pone de manifiesto por una débil produccion de citocinas proinflamatorias (flechas rojas) y baja
activacion/maduracion de las células de la respuesta innata. Esto conduce al desarrollo de una pobre respuesta inmune
adaptativa. En concreto, tanto la baja produccion de IL12, citocina central en la coordinacion de la respuesta innata hacia
una respuesta inmune adaptativa, principalmente celular Th1, como de TNFoy, fallan al estimular la produccion de IFNy
por los linfocitos CD4+. Esto reduce la fimcion potenciadora del IFNy sobre la actividad citotdxica de los linfocitos
CD8+ para eliminar todas aquellas céhulas infectadas por Brucella

Una respuesta inmune adaptativa eficaz permite eliminar el patégeno que ha escapado a los mecanismos de la
respuesta innata y protege al hospedador frente a la re-infeccién con este mismo patogeno. En este contexto, la
seleccion de linfocitos es determinante para el establecimiento de la memoria inmunolégica, la cual es un
aspecto fundamental de la vacunacion. En concreto, los linfocitos T colaboradores (Th) CD4+ son especialmente
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importantes. Estos determinan qué tipo de respuesta adaptativa se dispara, la celular/Thl (actividad citotoxica) o
la humoral/Th2 (produccion de anticuerpos). Esta decisién depende en gran parte del patrén de citocinas
producido. Las repuestas inmunolégicas eficaces frente a patdgenos que persisten intracelularmente estan
fundamentalmente mediadas por la inmunidad celular. Los componentes claves de la inmunidad celular en ratn
incluyen citocinas proinflamatorias como el IFNy, producido por linfocitos T CD4+ y CD8+, asi como por
células del sistema innato (NK) y la fagocitosis favorecida por la opsonizaciéon del patdgeno con
inmunoglobulinas de tipo 1gG2 (Baldwin & Goenka., 2006). En concreto, el IFNy es un factor crucial en la
activacion de la maquinaria antimicrobiana de los macréfagos para una destruccién eficiente del patdgeno.
Ademas, la produccion de IL12 por macréfagos activados potencia la polarizacidn hacia una respuesta de tipo
Th1l. Asi mismo, ésta citocina induce la produccion de las subclases de inmunglobulinas 1gG,,, 19G2, € 1gG; por
linfocitos B (Finkelman et al., 1990; Snapper & Paul., 1987; Snapper et al., 1992). Por Gltimo, los linfocitos Th2
en ratdn producen principalmente las citocinas IL4, IL5 e IL10 y controlan la respuesta inmune humoral
asociada a la produccién de 1gG; (Finkelman et al., 1990; Mosmann et al., 2005) (Figura 6). El papel de la
respuesta de tipo Th2 en el control de la brucelosis murina ha sido, por lo general, considerado de menor
relevancia respecto al ejercido por la respuesta tipo Thl (Baldwin & Goenka., 2006; Goenka et al., 2011; Vitry
et al., 2012). Sin embargo, se estdn sumando evidencias que muestran un papel fundamental de la inmunidad
humoral en la proteccion frente a la reinfeccion de Brucella (Vitry et al., 2014).

Los microorganismos pertenecientes al género Brucella manifiestan un marcado caracter evasivo a los
mecanismos del sistema inmune del hospedador. Este se ejemplifica, entre otros, con la ausencia de signos de
endotoxicidad como sepsis 0 coagulacién en el torrente sanguineo, y una baja actividad del sistema del
complemento (Barquero-Calvo et al., 2007). Transcurridas las primeras horas tras la entrada de Brucella en la
célula hospedadora, el 90% de los organismos son destruidos por ésta, mientras que el 10% es capaz de alcanzar
un nicho replicativo, estableciendo con éxito la infeccién (Pei et al., 2008). Asi, aun con un pequefio nimero de
bacterias, Brucella es capaz de producir una infeccion crénica, lo cual pone de manifiesto su elevado poder
patogénico (de Figueiredo et al., 2015).

Como bacteria Gram negativa, Brucella es detectada por los TLR2, TLR4 y TLR9, los cuales reconocen
lipoproteinas, el LPS y el ADN bacteriano, respectivamente (Oliveira et al., 2008). Sin embargo, se ha propuesto
que las bacterias de este género han desarrollado una estrategia sigilosa de entrada en el hospedador mediante la
reduccion de PAMPs, asegurandose una baja actividad estimuladora y toxicidad en las células hospedadoras
(Lapaque et al., 2005; Barquero-Calvo et al., 2007, 2009; Palacios-Chaves et al., 2011). En concreto, el LPS de
Brucella, al contrario que el de otras bacterias Gram negativas como Salmonella o E. coli, es un débil inductor
de la respuesta innata y las rutas de sefializacion mediadas por el reconocimiento de TLRs en macréfagos
murinos desencadenan una pobre produccién temprana de citocinas proinflamatorias (Barquero-Calvo et al.,
2007). El LPS de Brucella presenta particularidades estructurales, tanto a nivel de la cadena O como del nicleo y
del lipido A, respecto LPS de otras bacterias Gram negativas, que parecen actuar como un escudo escondiendo
PAMPs (Lapaque et al., 2005; Conde-Alvarez et al., 2012; Kubler-Kielb & Vinogradov., 2013 a). Ademas, se
han identificado dos proteinas producidas en algunas especies de Brucella, BtpA (Salcedo et al., 2008) y BtpB
(Salcedo et al., 2013 b) relacionadas con una supresion de la respuesta innata del hospedador mediada por TLRs.
Ambas proteinas contienen dominios TIR que interaccionan con el adaptador TIRAP, acelerando su degradacion
y reduciendo la produccién de citocinas proinflamatorias por las células infectadas (Radhakrishnan et al., 2009;
Sengupta et al., 2010; Snyder et al., 2014). El papel de los TLR2 y TLR4 en la inmunidad frente a Brucella ha
sido discutido. Algunos estudios in vitro han descrito a las lipoproteinas como potentes activadores de la
produccion de citocinas proinflamatorias mediada por el receptor TLR2 (Giambartolomei et al., 2004). También
se ha descrito una mayor proliferacién de B. abortus en ratones knock out (KO) para el receptor TLR4, (Campos
et al., 2004; Copin et al., 2007). En cambio, en otros estudios no se ha observado una contribucion de los
receptores TLR2 y TLR4 en el curso de la infeccidn por B. abortus en ratones KO, respecto a los ratones wild
type (Weiss., 2005). En cuanto a la infeccion por B. ovis en modelo murino, los receptores TLR2 y TLR4 no son
necesarios para el control de la infeccion (Vieira et al., 2013). En cambio, se ha demostrado que el receptor



Introduccion 25

TLR9 desempefia un papel fundamental en el control de la infeccién por B. ovis en la fase aguda (dia 7 p.i.)
(Vieiraet al., 2013).

Por otro lado, tras la infeccién ex vivo de CDs y macr6fagos murinos con Brucella también se observa una
débil produccion de citocinas proinflamatorias (Weiss., 2005; Martin-Martin et al., 2010). En la infeccion por
Brucella las CDs son rapidamente invadidas y no son capaces de concluir su maduracion (Salcedo et al., 2008;
Archambaud et al., 2010), lo cual se cree que contribuye a un fracaso en el establecimiento de una respuesta
inmune adaptativa efectiva, representando uno de los reservorios en los que la infeccion permanece latente
(Billard et al., 2007). Estudios con CBG de B. abortus han mostrado que estos parecen ser reconocidos por los
receptores TLR4 y de lectina tipo C presentes en CDs, promoviendo una importante expresién de citocinas
proinflamatorias en estas células (Martirosyan et al., 2012; Degos et al., 2015). En este contexto, al contrario que
lo observado para otros factores de virulencia de Brucella que suelen poseer propiedades inmunosupresoras, los
CPBG parecen ser potentes activadores de las CDs (Martirosyan et al., 2012). La estimulacién in vitro de cultivos
CDs de ratdn y humanas con CBG provoca la secrecion de un patrén de citocinas dual, pro y antiinflamatorias,
que parecen facilitar un reclutamiento transitorio de neutrofilos en el lugar de la inyeccién de CBG en ratones
(Degos et al., 2015). Sin embargo, el papel de los neutréfilos, nicho de replicacion secundario para Brucella por
su breve ciclo de vida, parece estar relacionado con un control negativo en la activacién de la respuesta de tipo
Thi, en vez de ejercer como primera linea de defensa en la infeccion murina (Barquero-Calvo et al., 2013). En
concreto, se ha observado que la ausencia de PMNs en ratones KO infectados con B. abortus 2308 incrementa la
activacion de poblaciones de linfocitos T CD4+, CD8+ y linfocitos B, mejorando la eliminacién de la infeccion
en bazo (Barquero-Calvo et al., 2013).

En las etapas tempranas de la infeccion Brucella también es capaz de retrasar e incluso inhibir los
mecanismos de apoptosis. Este hecho se ha comprobado en linfocitos y monocitos de animales infectados de
manera natural por Brucella, no asi en las mismas células de controles negativos o en animales vacunados con B.
abortus S19 (Galdiero et al., 2000). También se ha comprobado la capacidad de B. suis de prolongar la vida de
macrdfagos, inhibiendo la apoptosis sin activar estas células de manera significativa (Gross et al., 2000). El
mecanismo por el que Brucella inhibe la apoptosis no esté claro, aunque parece estar mediado por el ligando Fas
y la activacion de la via de las caspasas o por el IFNy (He et al., 2006). La capacidad de Brucella para producir
sefiales antiapoptéticas en las células hospedadoras le permite alcanzar elevados niveles de parasitemia, sin
alterar, en general, la viabilidad de la célula (Baldwin & Goenka., 2006). En consecuencia, existe una pobre
liberacion al medio extracelular de cuerpos apoptéticos y mediadores de la inflamacion. Todo ello se traduce en
una débil activacion de la respuesta innata, conduciendo a una baja expresion de moléculas presentadoras de
antigenos, tanto en CDs como en macrdfagos (Salcedo et al., 2008). La deficiente presentacion de antigenos y la
consecuente articulacion de una respuesta adaptativa ineficaz, favorecen el establecimiento y cronificacién de la
infeccion (Billard et al., 2007; Salcedo et al., 2008; Xavier et al., 2010 a).

El papel del IFNyen la defensa frente a la infeccion por Brucella, mediante la polarizacién hacia una
respuesta inmune de tipo Thl y activacion de las células CD8+, estd bien establecido (Murphy et al., 2001;
Paranavitana et al., 2005; Durward et al., 2012). Como también lo esta el papel de los linfocitos CD4+ en la
estimulacién de la produccion de IFNy en raton, tras la infeccién por Brucella (Jiménez de Baglés et al., 1994;
Zhan et al., 1995; Hort et al., 2003; Vitry et al., 2014). Estudios con ratones que poseen una produccién
defectiva de IFNy han mostrado una mayor replicacion de B. abortus (Murphy et al., 2001). También se ha
observado una mayor invasion de esta especie en ratones KO para el factor F-1 regulador de la produccion de
IFNy (IRF-1) (Ko et al., 2002). Ademas, la administracion de 1L18 e 1L12 recombinantes en ratones BALB/c
infectados con B. abortus induce proteccion frente a la infeccion, debido a un aumento en la produccién de IFNy
(regulada por estas dos citocinas) (Pasquali et al., 2002). En cuanto a la evolucion de los niveles de IFNy e 1L12
a lo largo del tiempo, se ha observado que, tras una primera infeccion de ratones con B. abortus, la presencia de
ambas citocinas se detecta en suero durante la primera semana en la fase aguda (Sathiyaseelan et al., 2006;
Watanabe et al., 2008; Cha et al., 2010). Durante esta fase, la produccion de IL18 enddgena, la cual actda en
sinergia con IL12 para inducir la produccion de IFNy, esta regulada negativamente en los esplenocitos de los
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animales infectados con B. abortus (Fernandez-Lago et al., 1996). Sin embargo, se ha observado que la represién
de la produccién de IL18 una vez Brucella establece la infeccion, no afecta a la produccion de IFNy (Fernandez-
Lago et al., 1999). A partir de la fase aguda, los niveles maximos de IFNy e IL12 en suero van disminuyendo
hasta alcanzar niveles basales al inicio de la fase cronica (Fernandez-Lago et al., 1996; Hort et al., 2003;
Watanabe et al., 2008; Cha et al., 2010). Sin embargo, la produccion enddgena de IFNy se detecta hasta finales
de la fase crénica (Pasquali et al., 2001; Hort et al., 2003). Estas diferencias entre los niveles en séricos y
esplénicos de IFNy han sugerido que éste podria permanecer como reservorio en el bazo, liberandose en menor
medida a la circulacidn (Sathiyaseelan et al., 2006). Ademas, en ratones BALB/c se ha observado un paréntesis
en la produccion de IFNy por esplenocitos murinos entre las dos primeras semanas de la fase aguda y el inicio de
la fase crénica. Esto se ha relacionado, por un lado, con lesiones esplénicas derivadas de la importante
colonizacién de Brucella en la fase aguda conducentes a una deplecién de linfocitos CD4+ y CD8+ (Hort et al.,
2003). Sin embargo, los esplenocitos de estos animales son capaces de producir IFNy tras la reestimulacién ex
vivo con antigenos de Brucella (Hort et al., 2003). Por otro lado, se ha relacionado con la disminucion en la
expresion del receptor-2 de IL12 observada en esplenocitos de los animales durante ese periodo de tiempo
(Sathiyaseelan et al., 2006). Ademas, se ha observado que, tras una segunda infeccién con B. abortus, una
produccion enddgena temprana de IFNy juega un papel determinante en prevenir la infeccién en raton (Pasquali
et al., 2001).

Por otro lado, se ha comprobado una influencia en el patrén de citocinas inducido, dependiendo de la
naturaleza del antigeno con el que se inmunicen los ratones. Asi, durante la fase aguda de la infeccién de los
ratones con B. abortus viva, no se detecta la produccion de IL2, ni IL4 por las células esplénicas, pero si una
predominante produccion de IFNy (respuesta Thl). En cambio, los esplenocitos de los animales inoculados in
vivo con B. abortus inactivada por calor o con extractos solubles, se detectan cantidades significativas de 1L4,
pequefias cantidades de IL2 y baja frecuencia de precursores CD4+ productores de IFNy (respuesta Th2) (Zhan
et al., 1995; Zhan & Cheers., 1995). Por Ultimo, en los animales no se detecta la presencia de IL 2 e IL4 en bazo
durante la fase aguda de la infeccidén (semana 4 p.i.) (Zhan et al., 1995). Este aspecto relevante a la hora del
disefio de vacunas, puesto que las bacterias vivas inducen una respuesta Thl dependiente de células T, la cual es
fundamental para el control de la infeccién (Martirosyan et al., 2011). Estudios en ratones inmunizados con
diferentes antigenos de B. ovis muestran una produccion de citocinas de respuesta inmune tipo Thl durante los
primeros dias posteriores a una segunda estimulacion ex vivo. Asi, en respuesta a la reestimulacién con OMPs de
B. ovis se detecta un pico maximo en los niveles de IL2 en el dia 1 post estimulacion, que posteriormente
desciende notablemente a las 48 horas, pudiendo mantenerse los niveles de IL2 elevados durante 5 dias en el
caso de reestimulacién con proteinas de Ml y los niveles de 1L4 en respuesta a OMPs se mantiene basales a lo
largo del tiempo (Salas-Téllez et al., 2005).

La naturaleza de la respuesta inmune generada en ratén puede analizarse por la presencia de las distintas
subclases de 1gG frente al LPS de Brucella (Elzer et al., 1994 a; Fernandez-Lago et al., 1996; Hort et al., 2003).
En la respuesta de tipo Thl frente a especies lisas de Brucella hay una predominancia de anticuerpos 19G,, e
1gG; frente al S-LPS que se detectan durante las dos primeras semanas p.i., mientras que los de tipo 1gG; se
detectan a partir del final de la fase aguda (Fernandez-Lago et al., 1996). Si bien, mediante el empleo de un
panel de ratones con fenotipos deficientes en varias vias activacion de la respuesta adaptativa (linfocitos T
CD4+, adaptador MyD88, entre otras), que mostraban varias subclases de IgG alteradas, se ha demostrado que el
predominio de estas no es un factor critico en conferir proteccién, al menos frente a B. melitensis en una segunda
infeccion (Vitry et al., 2014).

Otra de las citocinas de interés en el curso de la brucelosis murina es la IL10. Su produccion por las células
CD4+ Th2, macréfagos activados y algunas poblaciones de células B, parece ejercer un efecto regulador sobre la
produccion de IFNy y la respuesta Thl en ratén y en humano (Fernandes & Baldwin., 1995; Fernandez-Lago et
al., 1996). Se ha observado que, tras la inhibicion de la sefializacion de la IL10, los ratones son capaces de
controlar mejor la infeccion por Brucella (Xavier et al., 2013 b). También se relaciona la produccion de 1L10 por
el hospedador con una limitacidn de la inflamacién (Saraiva & O’Garra., 2010).
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Por altimo, la basqueda de parametros relacionados con la inmunidad protectora es un aspecto importante en
el desarrollo de vacunas. En este aspecto, las citocinas que juegan un papel fundamental en la inmunidad
adaptativa frente a Brucella en modelo murino son 1L12, IFNy y TNFa (Ko & Splitter., 2003). Aunque se
considera que una inmunidad protectora depende mas del momento en el que se produce la respuesta de citocinas
que del nivel absoluto de la expresion de una citocina concreta (Pasquali et al., 2001), no se han identificado
marcadores que puedan correlacionar inequivocamente con una proteccién inmunolégica en el ganado (de
Figueiredo et al., 2015).

5. Modelo murino en el estudio de la brucelosis.

La investigacion de la infeccion por Brucella en los hospedadores naturales es descartada con frecuencia
debido a motivos éticos, econdmicos y practicos, por lo que se emplean modelos experimentales. Numerosos
aspectos de la virulencia de Brucella se investigan en cultivos celulares y en modelos animales. Entre los
empleados en el estudio de la brucelosis se encuentran los ratones, ratas y cobayas. El raton (Mus musculus),
aunque no es el hospedador natural de Brucella, es el modelo experimental empleado con més frecuencia
(Vemulapalli et al., 2000; Baldwin & Parent., 2002; Ko & Splitter., 2003; Grill6 et al., 2012). Este tipo de
modelo se utiliza para investigar, entre otros aspectos, factores de virulencia de Brucella, caracterizar la
respuesta inmune del hospedador o evaluar tratamientos farmacol6gicos y vacunas (Baldwin & Parent., 2002;
Grill6 et al., 2006 b; Martin-Martin et al., 2012; Sancho et al., 2014; Clausse et al., 2014; Soler-Lloréns et al.,
2014; Czibener et al., 2016). El curso de la brucelosis murina depende, entre otros, de la virulencia de la cepa
bacteriana, la dosis y via de inoculacion, asi como del fondo genético, la edad y el sexo de los animales (Grill6 et
al., 2012).

Se ha demostrado experimentalmente que todas las especies de ratones empleadas son susceptibles a la
infeccion por Brucella (Cheers & Ho., 1983; Phillips et al., 1989). Sin embargo, existen lineas mas susceptibles
que otras. En concreto, los ratones BALB/c son susceptibles a la infeccion por Brucella, mientras que la linea
C57BL/10 es relativamente resistente (Baldwin & Parent., 2002). Ambas lineas de ratones poseen un genotipo
“sensible” a la infeccion respecto al alelo Nrampl (natural resistance-associated macrophage protein) (Grill6 et
al., 2012). El gen murino Nramp1 codifica una glicoproteina de membrana implicada en la limitacién del acceso
microbiano a micronutrientes esenciales como hierro y manganeso dentro de los fagosomas, lo cual esta
implicado en la activacién temprana de los macréfagos (Cellier et al., 2007). La secuenciacion del gen Nrampl
de 20 lineas de ratones resistentes (Bcg') y 7 sensibles (Bcg®) a la infeccidn por micobacterias mostraron que la
susceptibilidad a la infeccién esta asociada con la sustitucion de un aminoacido en este transportador (Malo et
al., 1994). En concreto, la presencia de un residuo de Asp en vez de Gly en el segundo dominio transmembrana
causa la susceptibilidad a la infeccion en ratones (Malo et al., 1994; Vidal et al., 1995). Mientras que la
presencia de mutaciones en este alelo esta ligada a la resistencia murina a la infeccién por diferentes patégenos
como Leishmania, Salmonella y Mycobacterium (Ko & Splitter., 2003), Nrampl no parece jugar un papel
fundamental en la susceptibilidad de las cepas de ratones a Brucella (Guilloteau et al., 2003). Las bases de la
diferencia entre el fenotipo “resistente” y “susceptible” de raton frente a la infeccion por Brucella parecen recaer
en la incapacidad de este Gltimo, en el mantenimiento de la produccion de IFNy a partir de la fase aguda de la
infeccién (Hort et al., 2003).

Las vias de inoculacion comunmente empleadas para la infeccion en raton son la intraperitoneal (IP) y la
intravenosa (IV), con dosis de Brucella que pueden ir desde 10* UFC/ratén a 10° UFC/rat6n en volGmenes de
0,05 a 0,2 mL (Grill6 et al., 2012). El bazo y el higado son los principales 6rganos diana, aunque la mayoria de
los 6rganos del sistema reticuloendotelial del ratén pueden ser infectados por Brucella. Ambas vias infectan al
100% de los ratones de manera similar, sin embargo, la via IP es la mas ampliamente utilizada pues es
técnicamente mas sencilla de realizar y admite mayores volimenes. Ademas, mediante la inoculacion IP se
obtienen niveles bacterianos mas elevados y una colonizacion del bazo mas rapida que de otros 6rganos diana en
el raton (Jiménez de Bagués et al., 1993; Hort et al., 2003). Por otro lado, la via IV promueve una colonizacion
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del higado ligeramente més rapida y con niveles de infeccidn superiores a los obtenidos por la administracién IP
durante los primeros 10 dias (Pardon & Marly., 1976).

Las cepas de Brucella pueden diferenciarse en relacion a su habilidad de multiplicarse y persistir en ratén, en
virulentas, atenuadas y no virulentas. El recuento de bacterias en bazo proporciona perfiles de colonizacién
altamente reproducibles que permiten evaluar la virulencia de las distintas cepas. Asi, en el curso de la infeccion
murina por cepas virulentas, pueden diferenciarse cuatro etapas: i) el inicio de la infeccidn que se corresponde
con la colonizacion del bazo durante los primeros 2-3 dias p.i.; ii) la fase aguda que abarca desde el tercer dia
hasta que se alcanzan los recuentos esplénicos maximos (2-3 semanas p.i.); iii) la fase cronica constante en la
gue se produce una meseta en los recuentos esplénicos (hasta las semanas 8-11 p.i.) y iv) la fase cronica de
declive en la que los recuentos esplénicos comienzan a disminuir y que puede extenderse mas alla de las 36
semanas p.i. (Plommet & Plommet., 1988). Este patrdn es sensible a pequefias variaciones de virulencia y
permite evaluar la atenuacién de mutantes frente a cepas parentales virulentas (Grill6 et al., 2012). Las cepas no
virulentas de Brucella no son capaces de multiplicarse o persistir en el ratdn, independientemente de la dosis de
infeccién. En cambio, las cepas atenuadas pueden multiplicarse y alcanzar niveles de recuentos, en las etapas
tempranas de la infeccién, similares a los de la cepa parental virulenta, pero persisten durante un menor periodo
de tiempo, incluso al ser inoculadas en dosis mas elevadas (por ejemplo de 10® UFC/ratén) (Grill6 et al., 2012).
Al mismo tiempo que la bacteria se multiplica en el bazo, se produce una esplenomegalia que se caracteriza por
un aumento del peso del 6rgano y es consecuencia de la inflamacion. Esta depende de la dosis y la virulencia de
la cepa de Brucella y también del estado inmunologico del ratén (Bosseray et al., 1982).

Respecto a la influencia del sexo del animal en el curso de la brucelosis, y mas concretamente en la
colonizacién esplénica, no parece haber diferencias relevantes entre machos y hembras. Asi, en estudios
comparativos con B. ovis se observé que, la evolucion de los recuentos de UFC/bazo eran independientes del
sexo del raton (Jiménez de Bagués et al., 1993). EI empleo de ratones de un sexo u otro cobra relevancia en los
estudios de patogenicidad (evaluacién de las alteraciones producidas por Brucella en el aparato reproductor). Por
ejemplo, se ha comprobado en ratones gestantes la colonizacion de las células de placenta por B. abortus y la
existencia de abortos, aunque los ratones son mas resistentes a esto Ultimo que los hospedadores naturales
(Tobias et al., 1993; Kim et al., 2005). También existen modelos que emplean ratones macho para el estudio de
la orquitis y epidimitis causadas por B. ovis (Silva et al., 2011 b). Sin embargo, los animales empleados con
mayor frecuencia en estudios de virulencia de cepas de Brucella son ratones hembras BALB/c de 4-9 semanas de
edad (Grilld et al., 2012).

Un aspecto importante tanto en la evaluacién de la virulencia de cepas de Brucella, como en la evaluacién de
vacunas atenuadas, es la dosis de infeccion. Brucella desarrolla un perfil de infeccion inconsistente, con amplias
desviaciones en los recuentos esplénicos, cuando se administran dosis infectivas bajas (< 10° UFC/ratén), lo cual
dificulta la interpretacion de resultados (Grill6 et al., 2012). La dosis 6ptima se define como el nimero minimo
de bacterias necesarias para infectar el bazo en niveles de manera significativa y consistente, en todos los ratones
(Plommet & Bosseray., 1984).

Otras variables de la evaluacién en raton de la eficacia (proteccion) de vacunas atenuadas de Brucella son los
intervalos post-vacunacion empleados para la infeccion experimental. Diferentes estudios han sefialado que
transcurridos treinta dias desde la vacunacion, se considera establecida la inmunidad en el ratén (Zhan et al.,
1991; Jiménez de Bagués et al., 1993). Este intervalo puede ser corto respecto a la persistencia de algunas
vacunas atenuadas de referencia. Por ejemplo, la vacuna atenuada B. melitensis Revl, puede persistir hasta 15
semanas, permaneciendo durante mas tiempo que las cepas virulentas empleadas para realizar la infeccion
experimental (Grillo et al., 2000). Para la evaluacion de eficacia de vacunas frente a Brucella, es requisito poder
diferenciar, en intervalos concretos, las cepas vacunales de la cepa empleada en la infeccidn experimental (OIE.,
2008). Para este fin se han empleado marcadores como la sensibilidad a eritritol (B. abortus S19), la resistencia a
estreptomicina (B. melitensis Rev1l), o la sensibilidad a &cido nalidixico (B. abortus 2308) (Grill6 et al., 2012).
Otra estrategia es prolongar el intervalo de tiempo entre la vacunacién y la infeccién experimental hasta el
tiempo en el que se ha producido la eliminacién de la vacuna del bazo (Plommet & Plommet., 1988). En cuanto
al momento de determinar la eficacia de vacunacion, se considera adecuado un intervalo 2-3 semanas desde la
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infeccion experimental, en el cual existen las mayores diferencias entre el grupo control de referencia y el
control no vacunado (Jiménez de Bagiés et al., 1993; Grilld et al., 2012) y coincide con la fase aguda de la
infeccién experimental en ratén donde se alcanzan los recuentos esplénicos maximos.

Por altimo, el modelo murino presenta similitudes, pero también diferencias respecto a la infeccién de
Brucella en el hospedador natural. Solo un nimero limitado de vacunas atenuadas son eficaces frente a la
infeccién natural en rumiantes, lo cual contrasta con el elevado nimero de vacunas eficaces en raton. Sin
embargo, el hecho contrario no se ha observado y las vacunas que presentan un bajo nivel de proteccién en raton,
no presentan eficacia alguna en el hospedador natural (Verger et al., 1995; Barrio et al., 2009).

6. B. ovisy epididimitis contagiosa del carnero
6.1. Caracteristicas de la enfermedad

B. ovis es una especie naturalmente rugosa y virulenta en su hospedador natural; ovejas y carneros. Aunque
se ha comprobado que el ganado bovino, las cabras y los ciervos son susceptibles a B. ovis en experimentos de
transmision artificial, solo se han descrito casos naturales en ciervos criados en contacto directo con carneros
infectados (Ridler et al., 2006, 2012).

Este microorganismo fue aislado por primera vez a finales de los afios 50 del siglo XX en Australia y
Nueva Zelanda (Buddle., 1956) a partir de carneros con epididimitis y de un caso de aborto en oveja,
respectivamente. Hasta la fecha no se conocen casos de infeccion por B. ovis en humanos, por lo que esta especie
no se considera zoon6tica (Godfroid et al., 2011). B. ovis es uno de los agentes etioldgicos responsable de causar
epididimitis contagiosa en el ganado ovino (Burgess, 1982). Esta tiene una amplia distribucion mundial,
encontrandose extendida en el continente americano, Europa, Sudéafrica, Australia y Asia, aunque probablemente
esté presente en la mayoria de paises que crian ganado ovino (OIE, 2015).

La epididimitis contagiosa del carnero ocasionada por B. ovis es una enfermedad clinica o subclinica que se
caracteriza por lesiones genitales en los carneros que han alcanzado la madurez sexual (Burgess, 1982; Walker et
al., 1986). Los sintomas clinicos iniciales (fiebre, alteraciones en la respiracion, o inflamacion del escroto) son
notablemente inespecificos y generalmente pasan desapercibidos. En etapas posteriores pueden aparecer lesiones
palpables, siendo la mé&s comln un aumento del tamafio del epididimo, que puede ser uni o bilateral, junto con
orquitis y atrofia testicular (Robles, 2008). No esta claro el tiempo que tardan en aparecer las lesiones palpables
en la infeccion natural, si bien, en condiciones experimentales de infeccion de carneros con B. ovis por via
conjuntival, la primera lesion palpable en epididimos se observa transcurridos 45 dias desde la inoculacion
(Bulgin, 1990). La infeccion por B. ovis produce baja calidad del semen en los carneros, caracterizada por un
namero bajo de espermatozoides y anomalias morfoldgicas en estos (Picard-Hagen et al., 2015). En las ovejas se
puede observar repeticion del celo y abortos ocasionales asociados a placentitis (Blasco., 1990; Grill6 et al.,
1999; Paolicchi et al., 2013). Respecto a las lesiones microscopicas, estas incluyen infiltrados de macréfagos,
linfocitos y células plasmaticas en las vesiculas seminales y en el epididimo (Robles., 2008; Poester et al., 2013).
En el caso ocasional de aborto, se ha observado perivasculitis y presencia de neutrdfilos en la placenta (Paolicchi
et al., 2013).

La transmision venérea entre ovejas y carneros es la forma més comun, aunque también puede darse entre
carneros (Blasco, 1990). EI macho es el diseminador activo de la infeccién a través del semen, mientras que las
ovejas transmiten la infeccion de forma pasiva, al excretar B. ovis en los flujos vaginales y la leche. Por ello, es
posible la transmisién tanto oveja-carnero, como oveja-lactante y las hembras deben considerarse relevantes en
la epidemiologia de esta infeccién, siendo también importante su inclusion en las correspondientes
intervenciones de control y prevencidon de la enfermedad (Garin-Bastuji & Blasco., 2013). La presencia de esta
enfermedad en un rebafio provoca grandes pérdidas econémicas (Carpenter et al., 1987), debido, entre otras
causas, al aumento del descarte de carneros infectados, la caida de la fertilidad del rebafio, el aumento de la
mortalidad perinatal, el acortamiento del periodo de vida reproductor de los machos y las restricciones en el
comercio (Blasco, 1990). Al contrario que en otras especies como B. suis, B. abortus y B. melitensis, la
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transmision de B. ovis por via oral no parece ser relevante (Blasco, 1990), lo que podria estar relacionado con la
ausencia de actividad ureasa de B. ovis, fruto probablemente de una delecidn encontrada en el genoma de esta
especie y que afecta a los genes ureG2 y ureT (Tsolis et al., 2009). La presencia de estos genes es necesaria para
la supervivencia de B. suis, B. abortus y B. melitensis a las condiciones de pH acido que se encuentra la bacteria
durante su paso por el tracto gastrointestinal cuando son ingeridas oralmente (Bandara et al., 2007; Sangari et al.,
2007, 2010; Paixdo et al., 2009).

Ademas, en el genoma secuenciado de B. ovis se han encontrado numerosos pseudogenes relacionados con
otras caracteristicas metabdlicas como incapacidad para utilizar piruvato, aminoacidos o glicerol como fuentes
de carbono, mecanismo oxidativo defectuoso de la arabinosa, galactosa, ribosa, xilosa, glucosa y eritritol o
fenotipo oxidasa negativo. El genoma de B. ovis también contiene una regién en el cromosoma Il de 26,5 Kb que
esta ausente al menos en B. suis, B. abortus y B. melitensis (Tsolis et al., 2009). Dicha regién (BOPI-1, B. ovis
pathogenicity island), necesaria para la virulencia de B. ovis, posee transposasas, transportadores de tipo ABC y
varias proteinas hipotéticas. Todo ello podria estar relacionado con el tropismo de tejido y la marcada
preferencia de hospedador de esta especie rugosa (Tsolis et al., 2009).

6.2. Diagnostico

Para realizar el diagndstico se emplea informacion procedente de exploraciones clinicas de los carneros,
test serolégicos y andlisis bacterioldgicos de los fluidos seminales. La palpacién de los genitales de los carneros
permite detectar la epididimitis, lo cual puede ser un indicio de esta infeccion en el rebafio. Sin embargo, este
diagndstico nunca es definitivo debido a que pueden existir carneros que, pese a estar infectados con B. ovis, no
presentan lesiones clinicas (Poester et al., 2013). Ademas, existen otros microorganismos que pueden producir
epididimitis palpables, entre ellos Histophilus somni, Actinobacillus seminis, B. melitensis, Pasteurella
multocida y Yesinia pesudotuberculosis (Gouletsou., 2015).

B. ovis se puede aislar de muestras de leche, semen e hisopados vaginales o prepuciales (Blasco., 1990). En
las necropsias de carneros, el 6rgano predominantemente infectado es el epididimo, junto con vesiculas
seminales y los ganglios linfaticos inguinales, y en las ovejas, los ganglios linfaticos supramamarios e iliacos del
Utero (Garin-Bastuji & Blasco., 2013). El diagndstico definitivo es el aislamiento directo del patdgeno en
muestras biolégicas, pero es laborioso y requiere de varios dias, por lo que generalmente se recurre a pruebas
serolégicas (Alton et al., 1998).

Las pruebas inmunolégicas mas eficaces y utilizadas para detectar B. ovis son la de Fijaciéon de
complemento (FC), la prueba de doble inmunodifusion en gel de agarosa (AGID) y el enzimoinmunoanalisis
indirecto (I-ELISA) (OIE., 2015). Para las pruebas inmunoldgicas se recomienda usar como antigeno el extracto
salino caliente (HS) de la cepa B. ovis REO 198 (OIE., 2015). La caracterizacién quimica de los extractos HS de
B. ovis ha puesto de manifiesto que estos se encuentran enriquecidos en lipopolisacarido rugoso (R-LPS), en
proteinas de la ME del grupo 3, y en otros componentes de la ME (Riezu-Boj et al., 1986). Por lo tanto, los HS
contienen componentes especificos de la envuelta celular de B. ovis, pero también determinantes compartidos
con especies de Brucella lisas y rugosas (Santos et al., 1984).

Actualmente, la Unica prueba recomendada por la OIE y la Unién Europea para el comercio internacional
es la prueba de FC (Garin-Bastuji & Blasco., 2013). A pesar de ello, y aunque se carece de una estandarizacion a
nivel internacional, diferentes estudios comparativos han comprobado que el I-ELISA tiene una mejor
sensibilidad que la AGID o la FC (Gall et al., 2003; Praud et al., 2012; OIE., 2015). Sin embargo, las pruebas de
diagnostico seroldgico actuales no permiten la diferenciacion entre animales vacunados y animales infectados,
por lo que el desarrollo de nuevas vacunas asociadas a un test de diagnéstico DIVA es un campo de estudio de
gran interés (Blasco et al., 2015).

Los métodos moleculares constituyen otro importante medio de deteccion e identificacion de Brucella y en
los dltimos afios han experimentado un desarrollo notable. Existen métodos basados en la deteccion de B. ovis
mediante PCR en muestras de semen, en los que se amplifica la secuencia de insercién 1S6051 especifica del
género Brucella y que en B. ovis presenta un gran nimero de copias (Manterola et al., 2003). Otros métodos,
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también en muestras de orina y semen, detectan secuencias genéticas especificas de B. ovis, permitiendo la
diferenciacion con las infecciones causadas por B. melitensis (Xavier et al., 2010 b). Asi mismo, algunas técnicas
permiten un diagnoéstico diferencial de los microorganismos que mas frecuentemente se encuentran implicados
en la epididimitis del carnero (B. ovis, A. seminis y H. somni), aunque la combinacién de cebadores empleados
para la PCR solo permite diferenciar a nivel de género en el caso de Brucella (Saunders et al., 2007).
Posteriormente, se han desarrollado mejoras encaminadas a conseguir discriminar a nivel de especie la presencia
de B. ovis, A. seminis e H. somni, mediante el disefio de nuevas combinaciones en los cebadores empleados
(Moustacas et al., 2013).

Por ultimo, los ensayos de PCR para la tipificacion de aislados de Brucella se estdn empezando a utilizar de
forma sistematica en muchos laboratorios de diagnéstico. En concreto, se han desarrollado ensayos de PCR
multiple faciles y eficaces que consiguen diferenciar un elevado nimero especies de Brucella y también las
vacunas B. melitensis Revl, B. abortus S19, B. abortus RB51 y B. abortus A19 (Garcia-Yoldi et al., 2006;
Lopez-Goiii et al., 2008; Nan et al., 2016). Asi como el Bruce-ladder que permite una identificacion de la
mayoria de especies de Brucella, incluida B. ovis e incluso hasta el nivel de biovar (Lépez-Gofii et al., 2011).

6.3. Control de la enfermedad

Aungue no existen campafias nivel nacional de erradicacion de la brucelosis causada por B. ovis, existe un
consenso generalizado acerca del papel esencial de la vacunacién en el control de la brucelosis en el ganado,
incluida la producida por B. ovis (Moriyén et al., 2004). Sin embargo, el abordaje del problema esta sujeto a
particularidades de los diferentes paises y areas afectadas y que estan relacionadas con las caracteristicas de los
rebafios y factores econdémicos. Los programas de erradicacion basados en el diagnéstico seroldgico y sacrifico
de los animales infectados se recomiendan Unicamente cuando la prevalencia en la unidad epidemioldgica es
muy baja (<1-4%). Cuando la prevalencia es baja-moderada (5-10%) se aconseja un programa combinado de
medidas para el control a medio-corto plazo: la vacunacién de los individuos mas jovenes y el sacrificio de
adultos seropositivos. Para unidades epidemiologicas con una prevalencia elevada (>10%) la vacunacion
representa la Unica medida eficaz (Ridler & West., 2011; Blasco et al., 2015). Sin embargo, en la actualidad no
existe una vacuna especifica frente a la infeccion por B. ovis en carneros.

Los requisitos de la vacuna ideal para la prevencion de cualquier tipo de brucelosis en ganado, administrada
tanto en machos como en hembras, son: i) la inocuidad para el ganado y eficacia en una Unica dosis; ii) la no
estimulacién de la produccion de anticuerpos que puedan interferir en el serodiagndstico; iii) la imposibilidad de
transmision al hombre o a otros animales, lo cual incluye su ausencia en productos derivados para el consumo
(leche, carne, etc); iv) la estabilidad in vitro e in vivo; v) la facilidad de cultivo a gran escala y vi) la posesion de
marcadores que permitan su facil diferenciacién en condiciones de campo (Cosivi & Corbel., 1998). Sin
embargo, las vacunas actuales frente a la brucelosis en ganado (B. melitensis Revl, B. abortus S19, B. abortus
RB51 y algunas otras menos empleadas) no cumplen todos estos requisitos, especialmente los relacionados con
la inocuidad, la estabilidad y la diferenciacion serodiagnoéstica (Blasco et al., 2015).

La vacuna viva atenuada Revl de B. melitensis, empleada en la prevencion de la brucelosis causada por B.
melitensis en ganado ovino y caprino, confiere proteccion heteréloga frente a B. ovis (Fensterbank et al., 1982;
Blasco et al., 1987) y es considerada la mejor vacuna disponible para la profilaxis de la brucelosis causada por B.
ovis (Blasco., 1997; Marin et al., 1990). B. melitensis Rev1 es una cepa atenuada, resistente a estreptomicina, lo
gue se ha relacionado con la presencia de un defecto en la proteina ribosomal S12, y que presenta otra serie de
diferencias a nivel genético con cepas virulentas de B. melitensis (Cloeckaert et al., 2002 a; Eschenbrenner et al.,
2002; Mancilla et al., 2013). En otras bacterias como por ejemplo Salmonella, la mutacion en la proteina S12
provoca resistencia a estreptomicina, una disminucion de la tasa de sintesis de proteinas y del crecimiento
bacteriano y conduce a una atenuacidn de la virulencia (Maisnier-Patin et al., 2002). Dicha mutacién en B.
melitensis Rev1 parece estar igualmente relacionada con un su atenuacion y con el fendmeno de disociacion del
S-LPS hacia mutantes R-LPS espontaneos que puede ocurrir bajo determinadas condiciones (Mancilla et al.,
2013). Se ha demostrado que los mutantes rugosos de B. melitensis Revl son eliminados rapidamente de los
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bazos de ratones vacunados e inducen una menor inmunogenicidad, lo cual provoca una variabilidad en la
eficacia de esta vacuna (Blasco & Molina-Flores., 2011; Grill6 et al., 2000). Pese a la proteccién conferida por
B. melitensis Revl frente a infecciones ocasionadas por B. ovis, otras de las limitaciones/inconvenientes que
hacen que no sea una vacuna totalmente iddnea son: i) el elevado riesgo de aborto cuando se administra a
hembras gestantes, lo cual puede ser necesario en campafias de vacunacién masiva en contextos de elevada
prevalencia (Schurig et al., 2002; Blasco et al., 2015); ii) cierto riesgo de infeccion para el hombre, agravado por
la resistencia a estreptomicina que es frecuentemente empleada en combinacién con tetraciclina en el tratamiento
de la brucelosis humana (Blasco & Diaz., 1993; Skalsky et al., 2008); iii) interferencia en el diagndstico de
animales infectados por cepas lisas del género Brucella debido a que en los animales vacunados induce la
produccion de anticuerpos indistinguibles de los generados por la infeccion activa (Blasco., 1997). Debido a esta
interferencia, se prohibe el uso de B. melitensis Rev1 en paises y regiones libres de infecciones por B. melitensis
(Cassataro et al., 2005; Blasco et al., 2015).

Las vacunas vivas atenuadas (VVA) han demostrado un mayor poder protector que las vacunas inactivadas
y subcelulares, frente a las infecciones causadas por otras especies de Brucella como B. abortus, B. melitensis y
B. suis (Schurig et al., 2002; Ficht et al., 2009; Godfroid et al., 2011). Esto es principalmente debido a su mayor
poder de estimulacion de una respuesta inmune protectora (Godfroid et al., 2011; Avila-Calderén et al., 2013;
Pandey et al., 2016). Sin embargo, en el contexto del desarrollo de vacunas que sean eficaces frente a B. ovis, se
han estudiado también diversas vacunas de subcelulares entre las que se encuentran: el HS obtenido a partir de la
cepa B. ovis REO 198 (Blasco et al., 1993), proteinas recombinantes como Omp31 de B. melitensis (Cassataro et
al., 2005) o la quimera BLSOmp31 (BLS; Brucella Lumacine Synthase) (Cassataro et al., 2007 a; Estein et al.,
2009), una vacuna de ADN que codifica dicha quimera (Cassataro et al., 2007 b) u otras basadas en la
administracion de nano/microparticulas como sistema de liberacion de antigenos de la ME de B. ovis (Da Costa
Martins et al., 2010). Si bien estas vacunas subcelulares confieren proteccion frente a la infeccion por B. ovis,
requieren de dosis de recuerdo y normalmente, del empleo de formulaciones que estimulen una respuesta Thl
adecuada (Da Costa Martins et al., 2010; Martins et al., 2012), con el correspondiente incremento de los costes y
dificultades de aplicacion de forma extensiva en el ganado ovino. Sin embargo, las vacunas subcelulares
constituyen una alternativa completamente segura en contraposicion a las VVVA, las cuales pueden desarrollar
una virulencia residual. Por ello, un aspecto importante del desarrollo de VVVA es garantizar la estabilidad del
fenotipo de la cepa vacunal (Grillé et al., 2000).

Por otro lado, se ha demostrado que en el ganado las especies homdlogas de Brucella confieren una
proteccion superior a las heterélogas (Adams., 1990). Se ha observado que la vacunacién de carneros con las
cepas B. abortus S19 y B. abortus RB51 no protege a éstos frente a una infeccién experimental con B. ovis
(Jiménez de Bagués et al., 1995; Moriyén et al., 2004), B. abortus RB51 no evita la infeccion por B. melitensis
en ovejas (el Idrissi et al., 2001) y la eficacia de la vacuna B. melitensis Revl en la infeccién por B. abortus en
bovidos es limitada (Garcia-Carrillo., 1980). Respecto a la proteccion homdloga conferida por VVA de B. ovis,
no existen demasiados estudios. En concreto, se ha mostrado que la inactivacion de genes de un transportador
ABC situado en la isla BOPI-1 de B. ovis conduce a la atenuacion de la bacteria en modelo murino y carneros
(Silva et al., 2011 a, 2013 b). Si bien este mutante confiere proteccion frente a la infeccion experimental frente a
B. ovis en ambos modelos (Silva et al., 2015 a, 2015 b), muestra una baja persistencia en ratén y se propone su
administracion encapsulada en los carneros. También se han analizado en modelo murino mutantes de B. ovis
portadores de inactivaciones en genes de las proteinas Omp25d y Omp22 (Caro-Hernandez et al., 2007; Sancho
et al., 2014) y del ndcleo del R-LPS (Soler-Lloréns et al., 2014). Todos ellos protegen frente a la infeccion
experimental por B. ovis, siendo la capacidad protectora similar a la de la vacuna de referencia B. melitensis
Revl (Soler-Lloréns et al., 2014; Sancho et al., 2014). Sin embargo, estas vacunas experimentales no permiten la
diferenciacion seroldgica entre animales vacunados e infectados por B. ovis.

En base a los aspectos previamente expuestos, el desarrollo de vacunas especificas frente a B. ovis, como
alternativa a B. melitensis Revl, presenta gran interés ya que una vacuna homéloga aportaria todos los
componentes inmunogénicos que pueden estar involucrados en la proteccion (Schurig et al., 2002; Ko &
Splitter., 2003; Pandey et al., 2016). Para el desarrollo de este tipo de vacunas, un aspecto fundamental es el
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estudio de los factores de virulencia de B. ovis que hasta el momento han sido poco analizados. Ademas,
teniendo en cuenta el complejo contexto en el que tiene lugar la vacunacion, es muy importante tener en cuenta
su efecto, como hemos descrito, en el diagndéstico de la enfermedad. Asi, el empleo de una vacuna basada en B.
ovis, carente cadenas O en el LPS, principal antigeno empleado en el diagnostico de la brucelosis causada por
especies lisas de Brucella (Nicoletti, 1990; Blasco, 1997), evitaria la interferencia con el diagnéstico de este tipo
de infecciones (Moriyon et al., 2004). Ademads, una vacuna homdloga de B. ovis carente de un antigeno de
interés para un diagndstico serolégico DIVA aportaria una ventaja adicional en las campafias de control y
erradicacion de la enfermedad.
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Brucella ovis produce epididimitis contagiosa en ganado ovino, una enfermedad infecciosa no zoonética pero
gue ocasiona considerables pérdidas econdmicas en el sector ganadero, debidas fundamentalmente al descenso
en la fertilidad de los animales. B. ovis posee lipopolisacarido rugoso (R-LPS), caracterizado por la ausencia de
cadenas polisacaridicas O, mientras que las cepas virulentas de las especies zoon6ticas del género Brucella mas
relevantes, como B. melitensis, B. abortus o B. suis, tienen LPS liso (S-LPS) con cadenas O. Esta caracteristica
supone un primer rasgo diferencial entre las cepas lisas de Brucella y B. ovis, ya que las cadenas O son
esenciales para la virulencia de las primeras, mientras que B. ovis es virulenta tanto en su hospedador preferente
como en modelos animales. Otro rasgo particular de B. ovis, que también viene determinado por la ausencia de
cadenas O, es que los demas componentes de la ME se encuentran mas expuestos en la superficie de la bacteria y
mas accesibles a la interaccion con las células del hospedador, por lo que podrian ser relevantes en su virulencia.

En la actualidad no existe ninguna vacuna comercializada especifica para la prevencién de las infecciones
causadas por B. ovis, siendo la vacuna atenuada heter6loga B. melitensis Revl la considerada mas eficaz. Sin
embargo, esta vacuna, que se ha disefiado para la prevencidn de la brucelosis ovina y caprina causada por B.
melitensis, presenta varios inconvenientes entre los que se encuentran la capacidad de producir infecciones en
humanos y abortos en animales o poseer resistencia a estreptomicina. Ademas, al ser una cepa lisa, induce una
importante respuesta de anticuerpos frente a las cadenas O del S-LPS, que son los detectados mayoritariamente
en las pruebas de diagndstico serolégico de las infecciones ocasionadas por cepas lisas de Brucella. Debido a
esto, la vacunacion con B. melitensis Revl dificulta la diferenciacion seroldgica entre animales vacunados y
animales infectados por cepas lisas de Brucella, por lo que esta prohibida en paises o regiones en los que las
infecciones causadas por B. melitensis se consideran erradicadas. Por todo ello, el desarrollo de una cepa
atenuada de B. ovis que pueda ser utilizada como vacuna presenta gran interés, ya que, por una parte, aportaria
componentes inmunogénicos similares a los de la cepa infecciosa y, por otra parte, evitaria la interferencia
diagndstica con infecciones ocasionadas por cepas lisas de Brucella. La eliminacion de un gen que codifique una
proteina inmunodominante en el curso de una infeccion activa (como es la proteina Omp31) proporcionaria una
ventaja adicional a esta vacuna homoéloga, ya que facilitaria, ademas, un diagnoéstico serolégico diferencial entre
animales vacunados y animales infectados por B. ovis.

Considerando que el desarrollo de una vacuna atenuada especifica y marcada seroldgicamente presenta gran
interés para la prevencion de infecciones ocasionadas por B. ovis, que para el desarrollo de vacunas atenuadas es
importante conocer los factores de virulencia del microorganismo, que los componentes de la superficie de B.
ovis pueden tener una funcion relevante en la interaccion con el hospedador y que no se ha analizado el papel en
la virulencia de B. ovis de algunas OMPs relacionadas con la virulencia de cepas lisas de Brucella, los objetivos
planteados para este trabajo han sido los siguientes:

1.- Construccion, caracterizacién y evaluacion de la virulencia de los mutantes AbepC y AugpB de B. ovis PA.

2.- Construccién, caracterizacion y evaluacion preliminar de la virulencia de un panel de mutantes multiples
en genes relacionados con la membrana externa de B. ovis entre los que se incluye omp31.

3.- Estudio de las propiedades de la membrana externa y de la virulencia en modelos celulares y en raton de
los mutantes seleccionados tras la caracterizacion preliminar.

4.- Analisis en modelo murino del interés como vacuna del mutante atenuado mas relevante.
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1. Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento
1.1. Género Brucella

Las cepas del género Brucella empleadas en el presente trabajo y que no fueron obtenidas en el transcurso
del mismo se recogen en la Tabla I. La cepa parental virulenta B. ovis PA, empleada tanto en la obtencién de
mutantes como en el modelo de infeccion in vitro e in vivo, y la cepa vacunal atenuada B. melitensis Rev 1,
proceden de la coleccion de Cultivos de Brucella del Institut National de la Recherche Agronomique de Nouzilly
(BCCN), Francia. El resto de cepas de B. ovis proceden de estudios anteriores o se han obtenido en el transcurso
de este trabajo (Apartado 4).

Los medios empleados para el cultivo y mantenimiento de las cepas de Brucella fueron agar tripticaseina de
soja (TSA, Pronadisa) o el caldo tripticaseina de soja (TSB, Pronadisa). Ambos medios se suplementaron con
extracto de levadura al 0,3 % (p/v) (YE, yeast extract, Pronadisa) y suero de caballo al 5% (v/v) (HS, horse
serum, Gibco-BRL), descomplementado por calentamiento durante 1 hora a 56 ° C (medios TSA-YE-HS o TSB-
YE-HS, respectivamente).

En funcidn del perfil de resistencia presentado por las diferentes cepas de Brucella empleadas, estos medios
fueron suplementados con kanamicina (Kan, Sigma-Aldrich), estreptomicina (Estrep, Sigma-Aldrich) o sacarosa
(Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 50 pg/ml, 2,5 U.1./ml o al 5% (p/v), respectivamente.

Las cepas de Brucella se cultivaron a 37° C, en atmésfera himeda y con 5% de CO,. El crecimiento se controld
midiendo la densidad éptica de los cultivos a una longitud de onda de 600 nm (DOgq), empleando para ello el
espectrofotémetro CD8000 Biowave, Cell Density Meter (WPA, Biochrom).

Todas las cepas empleadas en el presente estudio se almacenaron a -80°C en crioviales con dimetilsulfoxido
(DMSO) al 7% (v/v), como agente criopreservador, con la finalidad de mantener su viabilidad durante largos
periodos de tiempo.

Tabla I. Cepas del género Brucella empleadas en este trabajo.

Tipo de LPS y otras caracteristicas

Especies y cepas Abreviatura . Origen 7 o referencia
relevantes para este trabajo

B. melitensis

B. melitensis Revl Revl S-LPS. Cepavacunal. Estrep ' BCCN V4a

B. ovis

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

B. ovis -pNV100VLO02 ompl0-M PA con omp10inactivado Sidhu-Mufioz et al., 2016
B. ovis -pNV190VL02 omp19-M PA con omp19inactivado Sidhu-Mufioz et al., 2016
B. ovis -pNV310VLO02 omp31-M PA con omp31 inactivado Sancho, 2014

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

4BCCN, Brucella Collection of Nouzilly, Francia.

1.2. Escherichia coli.

En los trabajos de clonacién molecular para el estudio de la region promotora del gen bepC (Apartado 3)
se utilizé la cepa TG1 de E. coli y para la obtencion de cepas mutantes de B. ovis PA se utilizaron las cepas
JM109 y CC1184pir de E. coli (Apartado 4). Las caracteristicas mas relevantes de todas ellas se recogen en la
Tabla Il.

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio Luria Bertani (LB), sélido o liquido, compuesto por YE al
0,5%, (p/v) (Pronadisa), triptona al 1% (p/v) (Pronadisa) y cloruro sédico al 0,5 % (p/v) (Panreac). EI medio
solido LB se suplement6 con agar bacteriolégico al 1,5 % (p/v) (Pronadisa). Para el proceso de transformacion
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de la cepa TG1 (Apartado 2.9.1) se empled el medio liquido rico en nutrientes SOC (triptona 2%, YE 0,5 %,
NaCl 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM y glucosa 20 mM).

Cuando fue necesario seleccionar clones bacterianos en funcion de su perfil de resistencia a antibi6ticos
(Apartado 4), el medio de cultivo se suplementd con Kan y/o ampicilina (Amp, Sigma-Aldrich) a una
concentracion final de 50 pg/ml.

Para diferenciar entre clones con o sin actividad pB-galactosidasa, el medio LB solido se suplement6 15
minutos antes de la siembra con X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) e IPTG (isopropil-B-
D-1-tiogalactopiran6sido) (ambos de Promega) segun instrucciones del fabricante.

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

Tabla I1. Cepas de la especie E. coli empleadas en este trabajo.

Cepas Genotipo relevante Origen o referencia

. endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r,", m*), relAl, supE44,
E. coli IM109 . Promega Corp.
A(lac-proAB), [F" traD36, proAB, laqliZAM15]
Afara leu), araD, AlacX74, galE, galK, thi-1, phoAZ20, rpsE,
rpoB, argE(Am), recA1, Apir
F' [traD36 proAB* laclf lacZAM15]supkE thi-1 A(lac-proAB)

A(mcrB-hsdSM)5, (remy)

E. coli CC118 A pir Herreroet al., 1990

E. coliTG1

Olliver et al., 2005

2. Técnicas generales de manipulacion de &cidos nucleicos
2.1. Vectores de clonacion

pGEM®-T Easy

Es un vector bacteriano linealizado de 3017 pb (Figura 7A) comercializado por Progema Corp. Procede del
vector pGEM®-5Zf (+) digerido con ECORV en la posicién 51 y al que se la ha afiadido un residuo de timina en
cada extremo 3” generado. La presencia de estas bases favorece la clonacién de productos de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) evitando la recircularizacion del vector y generando extremos compatibles con
los productos de amplificacion de la mayoria de las ADN polimerasa que afiaden una desoxiadenosina en los
extremos 3°de dichos productos.

pGEM®-T Easy es un vector de alto nimero de copias que posee en su secuencia el origen de replicacion
ColE1 de E. coli, el gen bla que codifica una p-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina (Amp "), el origen
de replicacion del fago f1, los promotores y sitios de inicio de la transcripcion de las RNA polimerasas T7 y SP6,
gue permiten la sintesis de ARN in vitro y un sitio de clonacion multiple insertado en la fase de lectura abierta
del gen lacZ. Este gen codifica el péptido a de la enzima B-galactosidasa y es inducible por IPTG. Esta enzima
transforma el sustrato sintético X-Gal en un producto de color azul, por lo que es posible diferenciar los clones
que han incorporado el vector recombinante de los que han incorporado el vector recircularizado sin inserto. La
insercion del fragmento de PCR dentro del sitio de clonacion multiple interrumpe la secuencia codificante de
lacZ inactivandolo y las colonias poseeran un color blanco en presencia del sustrato X-Gal, frente a aquellas que
portan el plasmido sin inserto que poseen un color azul (seleccién blanco-azul).

pCVDKan-D

El plasmido pCVDKan-D (Figura 7B) posee un tamafio de 5850 pb y procede del plasmido pCVD442
(Donnenberg & Kaper., 1991), el cual porta en su esqueleto un gen de resistencia a Amp y el gen sacB de
Bacillus subtilis proveniente a su vez del plasmido pUM21 (Ried & Collmer., 1987). El gen sacB confiere
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sensibilidad a la sacarosa (Sac) ya que codifica una levansacarasa que cataliza la hidrélisis de sacarosa en
levanos (polimeros de fructosa de alto peso molecular), los cuales son téxicos para bacterias Gram negativas
(Gay et al., 1985). El vector pCVDKan-D posee en orientacion directa a sacB, un gen que le confiere resistencia
a Kanamicina (Kan"). Dicho gen procede del plasmido pUC4K y sustituye al gen de resistencia a Amp de
pCVD442 (Martin-Martin et al., 2012). Ademas, pCVDKan-D porta el origen de transferencia mobRP4 para
procesos de conjugacion y el de replicacion ori6RK, procedentes ambos del plasmido pCVD442. A la hora de
replicarse, pCVDKan-D requiere una cepa Apir, como lo es E. coli CC118 (Herrero et al., 1990), que aporte la
proteina 7 (proteina iniciadora de la replicacion) codificada por el gen pir.

pRS415

Este plasmido (Figura 7C) posee el origen de replicacion pMB1, el gen bla (Amp") y la porcion distal de
tet (zet’), inductor de la transcripcidn. Dichos elementos provienen del plasmido pBBR322. El plasmido pRS415
esta disefiado especialmente para el estudio de la fuerza de promotores (Simons et al., 1987) debido a los
elementos que posee situados entre el gen bla y zet’, los cuales son: cuatro copias en tdndem del terminador de la
transcripcion T1, una zona con sitios Unicos de restriccién para la insercion de regiones promotoras objeto de
estudio, un fragmento del gen lacZ, seguido del gen lacA, lacY y el terminador de transcripcion del operon lac.
El gen lacZ presente en pRS415 carece de regidn promotora, pero preserva el sitio de unién al ribosoma.

T7 N
pGEM-T Easy A pCVDKan-D B! Xbal
3017 pb Spel 5850 pb - Pstl
EcoRI Sall
y/\,’_ BstZI <y Xbal
4 oS -

4 f1ori Pstl ﬁ) r Kpnl
/ Amp’* Sacl sacBy, Sphi
| > Nsil { | EcoRV

lac &
Apal 8 : Sacl
z Sphl § oriRGI’ Smal
BstZI \\ mobRP4 ; EcoRI
ori Sacll \
Notl \\\\\&\“§§$
EcoRI
(4SP6
[ G
ici| pRs41s "\5\ E
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tet’
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Figura 7. Esquema de los vectores de clonacion pGEM T-Easy, pCVDKan-D y pRS415.

2.2. Digestiones enziméticas y ligaciones

La digestién 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 realizo
siguiendo las instrucciones de temperatura y concentracion de sales Optimas suministradas por los proveedores
(Roche y Promega Corp.).
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La ligacion de moléculas de ADN se realiz6 con la ADN ligasa del fago T4 (Promega Corp.). Esta enzima
cataliza la unién covalente de extremos cohesivos o romos de ADN mediante la formaciéon de un enlace
fosfodiéster entre los grupos 3’-hidroxilo y 5°-fosfato libres.

2.3. Oligonucleotidos y reaccion en cadena de la polimerasa convencional (PCR)

Esta técnica permite la amplificacidn exponencial de &cidos nucleicos (Mullis et al., 1986) y se empled en
el presente trabajo tanto para la amplificacion de ADN cromosémico, como plasmidico. Para la obtencién de
productos de ADN de alta fidelidad se llevaron a cabo reacciones que contenian 10-50 ng de ADN plasmidico o
100 ng para el ADN cromosomico, 1 pl de una concentracion 100 uM de cada uno de los oligonucle6tidos
empleados, 1,75 pl de una mezcla de desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 25 mM (VWR) y 1 ul de ADN
polimerasa AccuPOL de Thermophilic Rhodohermus (AccuPol DNA Pomymerase, 2,5U/ ul, VWR) en un
volumen final de 50 pl. Cuando el fin del producto de PCR fue la clonacion en los plasmidos empleados en la
obtencién de cepas mutantes de B. ovis PA o su secuenciacion, se empleé el kit Expand Long Template PCR
System (Roche), conteniendo cada reaccion 1 ul de una concentracion 100 uM de cada uno de los
oligonucledtidos empleados, 1,75 ul de una mezcla 10 mM de los cuatro dNTPs y 0,75 ul de una mezcla de
ADN polimerasas Taq y Tgo (5 U/ul, Roche), en un volumen final de 50pl.

Cuando no fue necesario la obtencién de productos de PCR de alta fidelidad, se empled el kit Red Tag DNA
Polymerase Master Mix (VWR) el cual proporciona una mezcla de dNTPs, MgCl, y ADN polimerasa Taq en
unas concentraciones Optimas para la amplificacion 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 realizaron en el termociclador My Cycler ™ (BioRad). El tiempo de
amplificacién varié en funcion del tamafio del fragmento a amplificar (aproximadamente 1 minuto por cada 1000
pares de bases). Las

condiciones generales  Tabla III. Oligonucledtidos empleados en la obtencion de cepas mutantes de B. ovis PA y en la
de PCR utilizadas construccion de fusiones lacZ.

fueron las siguientes: Oligonucleétidos empleados para la construccion de las cepas mutantes de B. ovis PA

Gen diana (posicién

un ciclo de Nombre Secuencia nucleotidica 5’-3’ 7 desde codén de inicio)
desnaturalizacion BepCMUT-F  TCAGCTTCTGGAAAGCGA bepC (-660)
inicial (5 minutos a 94 BepCOVL-R  GCCAGACAACAATACTGC bepC (+50)
°C), seguido de 30 |BepCOVL-F  GCAGTATTGTTGTCTGGCGGCCTGCGTACACCTGATITG bepC(+1331)
ciclos de i) |BePCMUT-R _TTGCAACCGGAGCAACTT bepC (+1980)
desnaturalizacién, 1 |SPAIMUT-F  TCCAATGCCCATGTGCTT ugpB (-673)
minuto a 94 °C: i) SP410VL-R  GTTTCCTCCTCGGATGTA ugpB (+32)
o SP410VL-F2 TACATCCGAGGAGGAAACCTCGACAACGCCGTCAAG  ugpB (+1283)

anillamiento _ de  |spa1MUTR2 CAGTGACTTGGGAATTG ugpB (+1964)
cebadores, 1 minuto a  [55MUTZF  CGACCTTATCCTCCTGAA omp25(-690)
58 °C; iii) extension, |250vLR GACGATTACGAGAGACTT omp25 (+29)
entre 1-2 minutos a  |250VL-F AAGTCTCTCGTAATCGTCAAGCTGGACACGCAGGAT — omp25(+557)
72°C y para finalizar, |25MUTZ-R  CCAGCAAAACGTCGCAAA omp25 (+1003)
un ciclo de extensién | 25cdMUT-F  TGCGTGGTTCAGATTTCG omp25c¢(-737)
final de 15 minutos a | 25€OVLR AGCCTTGAGCTTCATGAT omp25¢(+14)

25cOVL-F ATCATGAAGCTCAAGGCTGCTTACAAGTTCTGATAG  omp25c (+671)
72 °C. En las Tablas

25cMUT-R ~ AGCCGTAACCAACCTGAC omp25¢(+1115)

I1-1V se recogen los
cebadores empleados

Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de la regién promotora del gen bepC

EcoRIpbru-F  CTAGGAATTCGCACCCTATGATGTTATTTT bepC(-378)
a lo largo de este |BamHIpbru-R CTAGGGATCCAACGAATCCATCATCGAACC bepC|(-21)

trabajo. 4 Las secuencias en negrita son complementarias a los cebadores -R OVL




24.

Materiales y métodos 45

Tabla IV. Oligonucledtidos empleados en reacciones de secuenciacion, PCR de comprobacion y RT-PCR.

Oligonucleétidos adicionales empleados en la verificacion de las cepas y plasmidos obtenidos y para RT-PCR

Nombre Secuencia nucleotidica 5’-3’ Gen,e"plasn‘lldo dl_ar_1a_ (posicicn
desde coddn de inicio)
Universal-F GTTTTCCCAGTCACAC PGEM-T Easy
Universal-R CAGGAAACAGCTATGAC PGEM-T Easy
BepC-Sec CGAGTGTGAAGAGCAGTT bepC(-177)
BepC-Sec? GCTGAAACGCAAGTCTTC bepC (+332)
BepC-Sec3 ACTATCGCAGGGACGGAT bepC (+839)
BepC-F2 ATAACCAGATCCGCACGA bepC(-778)
BepC-R2 CGTTTGTGGACATTTCGC bepC(+2112)
BepC-R4 GCGGCAACATTGTTCCTG bepC(+331)
BepC-R5 CGACCAGGCTGAACTGAT bepC (+1028)
SP41-Sec TGCCCGCATATTATTCAC ugpB (-195)
SP41-Sec2 TTCCGCAAGCATGGCTAT ugpB(-388)
SP41-Sec3 GTGATGATGGCAGCCGAA ugpB (+318)
SP41-Secd GAGGCAAAGCAGCTCTTC ugpB (+800)
SP41-F2 ACCATGGCAAGGCCCTTA ugpB(-798)
SP41-R2 TGCCGAACGTGTCGAAGA ugpB (+2097)
SP41-R4 GGCTGCTTGGAACGGAAT ugpB (+280)
SP41-R6 TITGTACTGGTCGTCGCT ugpB (+998)
omp25-Sec GGACCGCGCAAAACGTAATT omp25 (-36)
omp25-MAT GCCGACGCCATCCAGGAA omp25 (+68)
25cd-F2 CGCTCCTGGGCTCGTATT omp25c(-936)
25c-R2 GATTGCCGCTGGTGATG omp25c(+1302)
25CcMAT GCTGACGCCGTCATTGAA omp25c (+16)
OmplOMUT-F CGCTTGGCGCGCAATATG ompl0(-706)
Omp10-F3 AATGCCCCGATCATAGCC omp10(+98)
Ompl0MUT-R AGCCAGCGCAAGCGACAT omp10(+1095)
Ompl19MUT-F AATGTCCTGCCAGTCGAA omp19(-722)
Omp19-F3 TCCCGGCTTGGTAATCTC omp19 (+95)
Ompl19MUT-R CAGGAAAAGCTGACGGTT omp19(+1264)
31MUT-F AGAATAAAACACATGCCC omp31(-396)
31MUT-R GCTGAATGCGGAGATGGT omp31 (+1008)
31-MAT GCCGACGTGGTTGTTTCT omp31 (+56)
cgsMUTF-F CGTGTGCTTTTGCTGGAT cgs (-999)
cgsMUT-R CACGATCAGAAGATTGCC cgs (+9513)
cgs-F4 GTAAAAGTGGTTGCGGGT cgs (+8470)
IF1-F Real CTCGAATTTCCGGGTGT IF-1 (+106)
IF1-R3 Real TTGGTCAGGTCATAAGG IF-1 (+243)

Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) es una variante de la PCR
convencional que permite la amplificacion de ARN mediante la modificacion de la técnica consistente en la
inclusion de una etapa previa de retrotranscripcion del ARN a ADN complementario (ADNCc), catalizada por una
transcriptasa inversa. Esta técnica se llevé a cabo para verificar la transcripcion de los genes bepC (BOV_0938)
y ugpB (BOV_A0617) de B. ovis PA. En primer lugar se realizd la extraccion del ARN total empleando el kit
RNAeasy Midi (Qiagen), a partir de 1 ml de suspension bacteriana ajustada a una DOggy 13 en agua (Martin-
Martin et al., 2009). Para la sintesis del ADN complementario (ADNCc) se empleo el Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche), realizdndose dos reacciones en paralelo (con y sin retrotranscriptasa) que contenian
1 pg de ARN, previamente tratado con RQ1 RNAsa-Free DNAse (Promega corp.) y hexameros aleatorios. Todos
los elementos se emplearon en las concentraciones indicadas por el proveedor. A continuacion, se llevé a cabo la
amplificacién del transcrito de los genes de interés mediante PCR convencional (Apartado 2.3.) con los
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cebadores BepC-Sec3 + BepC-R5 y SP41-Sec4 + SP41-R6, para los genes bepC y ugpB, respectivamente. El
transcrito del gen if-1 (BOV_0267) que se expresa constitutivamente, fue utilizado como control de transcripcion
(Eskra et al., 2001) y se amplifico con los cebadores IF1-F Real + IF1-R3 Real.

2.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La técnica fue utilizada en el analisis cualitativo y semicuantitativo de moléculas de ADN obtenidas, bien
por digestion enzimatica de plasmidos con endonucleasas de restriccion o mediante PCR. Los geles se
prepararon al 0,8% (p/v) o al 2% (p/v) de agarosa (Agarose D-1 Low EEO-GQT, Pronadisa) en tampon TAE
(Tris 40 mM, &cido acético 20 mM y EDTA-Na** 1 mM) y contenian 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]. El voltaje aplicado en las electroforesis fue de 100-110
V. Para la deteccion del ADN tras su separacion electroforética se irradi6 el gel con luz ultravioleta de onda
corta (~310 nm) en el transiluminador U.V. Gel Doc 2000 (Bio Rad). Los fragmentos se identificaron mediante
el empleo de los marcadores de peso molecular DNA Molecular Weight Marker VI (Roche) y ExcACTgene 1 kb
DNA ladder (Fisher).

2.6. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa

Para recuperar fragmentos de ADN se empled el kit Wizard ® SV Gel (Promega Corp.), siguiendo el
procedimiento descrito por la casa comercial. Este método permite la extraccion de fragmentos de 100 pb a 10
kb de la matriz de agarosa, gracias a la presencia de altas concentraciones de sales (isotiocianato de guanidina)
gue generan un entorno hidrofébico, favoreciendo la unién reversible y especifica del ADN a la resina de silice.

2.7. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Para la extraccion de ADN plasmidico de E. coli con alto grado de pureza, se empled el kit PureYield TM
Plasmid Miniprep System (Promega), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Cuando fue necesario
obtener mayores cantidades de ADN plasmidico, se utilizaron las columnas de intercambio i6nico Qiagen®
Plasmid Midi Kit y Qiagen® Plasmid Maxi Kit (Qiagen Inc.).

2.8. Secuenciacién de ADN

La secuenciacién de los fragmentos de ADN descritos en este trabajo y correspondientes a los
experimentos realizados en la Universidad de Salamanca, fue llevada a cabo por el Servicio de Secuenciacion de
ADN de esta Universidad (secuenciador automéatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).
La secuenciacion se realizo segin el método de terminacion de cadena descrito por Sanger (Sanger et al., 1977),
utilizando un sistema de marcaje por fluorescencia. La secuenciacion de los fragmentos de ADN
correspondientes a los experimentos realizados en el Institut National de la Recherche Agronomique en Nouzilly
(Francia) (Apartado 3), fue llevada a cabo por Beckman Coulter Genomics (Reino Unido).

El analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas se realizd empleando los programas Lasergene
®SeqMan (DNAstar) y FinchTV (Geospiza). Para el alineamiento de secuencias se utilizo el servidor del
Laboratorio Europeo de Biologia Molecular e Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI), del cual se
empled la herramienta Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) para el alineamiento maltiple
de secuencias nucleotidicas y para el alineamiento de secuencias dos a dos de nucleotidos o de aminoacidos se
empled la herramienta Needle (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html). Para el analisis
de homologias de ADN entre diferentes especies se utilizé la herramienta Basic Local Alignment Sequence Tool
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(BLAST) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica de los
Estados Unidos (NCBI) y para la prediccion de regiones promotoras de genes bacterianos (Apartado 3) se
empled la herramienta Softberry
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb).

2.9. Meétodos de transformacién de bacterias
2.9.1. Transformacion de E. coli

Para la transformacion de las cepas de E. coli IM109 y CC118 (Apartado 4) se siguié el método
disefiado por Hanahan en 1983 (Hanahan., 1983), basado en la aplicacion de un choque térmico a células
competentes obtenidas mediante tratamiento con CaCl, (Cohen et al., 1972) Para llevar a cabo la
transformacion, se mezclaron las células competentes de E. coli con el ADN plasmidico que se queria introducir
en la bacteria. La mezcla se mantuvo en hielo durante 30 minutos y, transcurrido este tiempo, las células se
sometieron a un choque térmico exponiéndolas durante 1 minuto a 42° C y después manteniéndolas 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 la expresion del gen de resistencia a antibiotico. Finalmente, las células se sembraron en placas de
LB suplementadas con el antibi6tico adecuado, X-Gal e IPTG y se incubaron durante 24 horas a 37°C, tiempo
tras el cual se analizaron las colonias blancas como posibles clones transformantes.

Para la transformacion de la cepa TGl de E. coli (Apartado 3.1.) se obtuvieron células
electrocompetentes, partiendo de un cultivo de esta cepa en caldo LB (16 horas de incubacion a 37°C). Cuando el
cultivo alcanzé un valor de DOgy de 0,4-0,45, se enfrié en hielo durante 20 minutos. A continuacion, se lavaron
las células 4 veces con glicerol al 10% (v/v) (centrifugando en cada lavado a 5000 rpm durante 20 minutos a
4°C). Después, se mezclaron 40 pl de estas células con 5 pl (aproximadamente 1pg) del ADN plasmidico que se
queria introducir en la célula. La mezcla se deposit6 en una cubeta estéril de electroporacion (Bio Rad) de 1 mm
de separacion entre electrodos y se sometio a una descarga eléctrica de 1 pulso (2,5 Kv-4, ms) programa Ec3 en
electroporador Micropulser ™ (Bio Rad). Seguidamente, las células se resuspendieron en 1 ml de medio SOC y
se incubaron durante 3 horas a 372 C con el fin de permitir que se expresara el gen de resistencia a antibiotico.
Finalmente, las células se sembraron en medio sélido LB suplementado con ampicilina. Las placas se incubaron
a 37°C hasta la visualizacion de colonias que se analizaron como posibles transformantes.

2.9.2. Transformacion de B. ovis

Para la introduccion de los plasmidos de interés en las diferentes cepas derivadas de B. ovis PA, se utilizd
como método de transformacion la electroporacion de membrana. En primer lugar, se obtuvieron células
electrocompetentes de las cepas de B. ovis empleadas en este trabajo. Para ello, se recogi6 la biomasa de células
de B. ovis crecidas en TSA-HS-YE durante 44 h, se lavo 4 veces con agua estéril (centrifugando en cada lavado
a 3000 x g durante 5 minutos) y se ajusté a una DOgyy de 10. A continuacion, se mezclaron 55 ul de células
electrocompetentes con 5 ul del ADN plasmidico de interés (aproximadamente 3 pg). La mezcla se depositd en
una cubeta estéril de electroporacion (VWR) de 1 mm de separacién entre electrodos y se sometié a una
descarga eléctrica de 1 pulso con el programa Ec3 (2,5 Kv-4 ms) en electroporador Micropulser ™ (Bio Rad).
Seguidamente, las células se resuspendieron en 1 ml de medio liquido TSB-YE-HS, se depositaron en placas de
cultivo celular de 24 pocillos y se incubaron durante 44 h a 37°C en atmoésfera con CO, al 5%. Transcurrido este
tiempo de incubacidn, las células se centrifugaron a 3000 x g durante 5 min y se resuspendieron en TSB-YE-HS
para sembrarlas en placas de TSA-YE-HS suplementadas con kanamicina. Las placas se incubaron en a 37°C y
5% CO, hasta la visualizacion de colonias que se analizaron seguidamente como posibles transformantes.
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3. Estudio de la fuerza de la region promotora del gen bepC de B. ovis

Los experimentos que tuvieron por objeto el estudio de la regién promotora del gen bepC se llevaron a cabo
en el Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) de Nouzilly (Francia). Para ello se realizaron las
etapas descritas a continuacion.

3.1. Obtencidén de cepas recombinantes de E. coli portadoras de plasmidos con la region promotora del
gen bepC fusionada al gen lacZ

En primer lugar, se llevd a cabo la construccién de las fusiones lacZ. Para ello se amplificaron mediante
PCR (Apartado 2.3.) las regiones promotoras del gen bepC (BOV_0938 y BR_0945), en base a las secuencias
publicadas de los genomas de B. ovis 63/290 (ATCC 25840; n° acceso al cromosoma I: NC_009505) y B. suis
1330 (ATCC 23444; n° acceso al del cromosoma I: NC_017251). Para ello se emple6 como molde el ADN
cromosdmico de B. ovis PA (BCCN 76-250) y de B. suis 1330 (BCCN R12) y los cebadores EcoRIpBru-F y
BamHIpbru-R (Tabla 111). Cada reaccion de PCR contenia 200 ng de ADN cromosomico de la cepa
correspondiente, 2,5 uM de cada uno de los oligonucleétidos empleados, 0,2 mM de los dNTPs, 1mM de MgCl,,
y 0,25 ul de ADN polimerasa (Gotaq®Flexi DNA polymerase, 5U/ul, Promega Corp.), en un volumen final de
50 pl.

Los productos de PCR correspondientes, que poseian los sitios de restriccién EcoRl y BamHI flagqueando
las regiones promotoras a fusionar (Figura 8A), fueron digeridos y clonados de manera dirigida en el vector
pRS415, previamente digerido con las mismas enzimas (Figura 8B). Cada mezcla de ligacion se introdujo en la
cepa TG1l de E. coli por electroporacion para seleccionar los plasmidos pRSpbepCPA y pRSbepC1330,
portadores de las regiones promotoras fusionadas a lacZ. Las colonias crecidas tras la electroporacién en placas
de LB suplementadas con Amp se analizaron como posibles transformantes. El inserto de ADN de cada
plasmido se secuencid con el cebador universal Fy con el cebador EcoRIpBru-F (Tablas 111-1V) para verificar
gue no se habian introducido mutaciones no deseadas en la secuencia clonada. Las caracteristicas de ambos
plasmidos se recogen en la Tabla V.

942578 942936 942956 944314
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Figura 8. Representacion esquematica de la fusion de la region promotora del
gen bepC con el gen lacZ y clonacion en el vector pRS415. A. Las posiciones
numéricas son relativas al n® de acceso al cromosoma I de la secuencia publicada de
B. ovis ATCC 25840 en el GenBank (NC_009505). Se indican las regiones -35 (caja
marrén), -10 (caja rosa) determinadas con Softberry y sitio de union al ribosoma
(RBS morado) de la region promotora del gen bepC. B. La region promotora del gen
bepC se clond delante (extremo 5°) del sitio de union al ribosoma de lacZ (RBS
azul). Tras la transformacion de la cepa TGl de E. coli con los plasmidos
recombinantes portadores de las fusiones, se seleccionaron los posibles
transformantes crecidos en presencia de ampicilina (Amp®).
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3.2. Determinacion de la actividad B-galactosidasa de fusiones lacZ

Una vez verificada la secuencia de los insertos y siguiendo el método descrito por Miller (Miller., 1972), se
midié la hidrolisis del sustrato cromogénico ONPG (o-nitrofenol) por parte la enzima B-galactosidasa regulada
por los promotores fusionados en los plasmidos pRSbepCPA y pRSbhepC1330. Para ello, se preparé un cultivo
de cada cepa recombinante de E. coli TG1, portadora de sendas fusiones (Tabla V1) en caldo LB suplementado
con ampicilina y se incubd a 37°C h durante 16 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se tomd 1 ml de
cada cultivo y tras centrifugarlo a 13000 rpm durante 5 minutos, se resuspendié en 1 ml de tampén PM2
(NaH,PO, 100mM, MgSO, 1 mM, MnSQ, 0,2 mM, 2-mercaptoetanol 50 mM, pH 7). A continuacion, se midi6
la DOgyo de cada suspension, se ajustd a un valor de 0,6 y se enfrié en hielo durante 20 minutos. Transcurrido
ese tiempo, las células se permeabilizaron con 50 pl de cloroformo y 25 pl de dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,1
% (p/v) y se equilibraron durante 10 minutos a 28 °C. Seguidamente, en placas de 96 pocillos de fondo plano
(Maxisorp Nunc Immunoplate, Thermo Scientific), se depositaron 100 pl por pocillo de diferentes diluciones de
las suspensiones bacterianas permeabilizadas (factor “F” en la formula a continuacion expuesta) y se afiadieron
25 ul de ONPG al 0,4 % (p/v) (Sigma) (tiempo= 0 minutos). Se midio el tiempo hasta la aparicion de una
coloracion amarilla, momento en el cual la reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 pl de solucion de parada
(Na,CO3; 1M) y se calcul6 el intervalo de tiempo transcurrido hasta ese momento (AT). Finalmente, se midi6 la
DO de cada pocillo a 420 nm y a 550nm. La actividad p-galactosidasa se expresd en unidades de Miller,
empleando para ello la siguiente férmula:

Unidades = [DO 430 — (1,75 X DO 550)/DO 499 X AT] X F x1000

Los datos se representaron como la media de Unidades Miller de actividad -galactosidasa + la D.E. de tres
ensayos independientes.

4. Obtencién de mutantes de B. ovis PA por inactivacion de los genes de interés por PCR de solapamiento

Para la obtencion de cepas mutantes simples, en primer lugar, se inactivaron los genes diana mediante la
denominada PCR de solapamiento (Ho et al., 1989), empleando como molde el ADN cromosomico de la cepa
parental B. ovis PA. Posteriormente, se construyeron plasmidos portadores de los genes inactivados y finalmente,
se sustituyeron los genes silvestres por los genes inactivados.

4.1. Obtencion de mutantes simples
4.1.1. Inactivacién de genes mediante PCR de solapamiento

En primer lugar se llevd a cabo la inactivacién de los genes bepC (BOV_0938), ugpB (BOV_A0617),
omp25 (BOV_0692) y omp25c (BOV_0116) mediante PCR de solapamiento (Figura 9, paneles 1-3). Los
cebadores para la obtencion de cepas mutantes se disefiaron con el programa Amplifx (Nicolas Jullien, CNRS,
Marseille), segun la secuencia del genoma de B. ovis ATCC 25840 disponible en la base de datos del NCBI. (n°
acceso GenBank al cromosoma 1y 11: NC_009505 y NC_009504, respectivamente).

Para la inactivacion de los genes diana se llevaron a cabo, en primer lugar, dos reacciones de PCR
independientes (Figura 9, paneles 1 y 2). En cada reaccion se obtuvo un producto de amplificacién
correspondiente a los extremos 5’ y 3’ del gen a inactivar. Para ello se empled, en cada una de ellas, un
oligonucledtido externo al ORF (marco de lectura abierto) del gen (MUT-F/MUT-R) y otro que hibrida dentro
del ORF delimitando la zona a delecionar (OVL-F/OVL-R). El cebador interno al gen empleado en la
amplificacion del extremo 3°(OVL-F), poseia una regién complementaria a la secuencia del otro cebador interno
utilizado para amplificar el extremo 5’ (OVL-R) (regiones complementarias sefialadas en rojo en la Figura 9,
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paneles 1 y 2). Posteriormente, en una tercera reaccion de PCR (Figura 9, panel 3), empleando los cebadores
externos, los productos amplificados en las reacciones anteriores (5 y 3”) se unieron a través de las regiones de
solapamiento presentes derivadas de los cebadores internos empleados. De este modo, la tercera reaccion de
PCR permitié obtener el gen delecionado (producto MUT-F+MUT-R). Los cebadores empleados se recogen la
Tabla IlI.

A continuacién se indican el gen a inactivar, las parejas de cebadores empleadas en las reacciones de PCR
para amplificar los extremos 5’ y 3, junto con los empleados para la reaccion de PCR solapamiento: bepC
(extremo 5’: BepCMUT-F + BepCOVL-R; extremo 3’: BepCOVL-F + BepCMUT-R; solapamiento:
BepCMUT-F + BepCMUT-R), ugpB (extremo 5’: SP41MUT-F + SP410VL-R; extremo 3’: SP410VL-F2 +
SP41MUT-R2; solapamiento: SPAIMUT-F + SP41MUT-R2); omp25 (extremo 5’: 25MUTZ-F + 250VL-R;
extremo 3’: 250VL-F + 25MUTZ-R; solapamiento: 25MUTZ-F + 25MUTZ-R) y para la inactivacion del gen
omp25¢ (extremo 5’: 25¢cdMUT-F + 25cOVL-R; extremo 3’: 25cOVL-F + 25cMUT-R; solapamiento:
25cdMUT-F + 25cMUT-R). Como resultado de las PCRs de solapamiento, se obtuvieron fragmentos de ADN
correspondientes a los genes inactivados AbepC, AugpB, Aomp25 y Aomp25c.

4.1.2. Construccion de pldsmidos portadores de los genes inactivados

Los productos finales de PCR de solapamiento AbepC, AugpB, Aomp25 y Aomp25c, se clonaron en el
vector pGEM T-Easy (Figura 9, panel 4). A continuacion, cada mezcla de ligacion fue introducida por
transformacion en células competentes de E. coli JIM109, para la seleccion de los plasmidos pNVBepCOVLO1,
PNVSP410VL1, pNV250VL1 y pNV25cOVL1. Los insertos presentes en los pldsmidos se secuenciaron
empledndose los cebadores universales (Tabla 1V), una reaccion de secuenciacion con cada uno de ellos, y una
tercera con un cebador que hibrida en el inserto amplificado (Tabla IV) para comprobar que no se habian
introducido mutaciones adicionales no deseadas.

Una vez verificadas las secuencias de los insertos, éstos se subclonaron en las zonas de restriccion Sacl y
Sphl del vector suicida en Brucella pCVD-KanD (Figura 9, panel 5) y la mezcla de ligacién fue introducida en
E. coli CC118, para la seleccion de los plasmidos pNVBepCOVL02, pNVSP410VL2, pNV250VL2 y
pNV25cOVL2. Estos plasmidos, que confieren a la bacteria resistencia a kanamicina y sensibilidad a sacarosa,
se emplearon para la insercién de los genes inactivados en el cromosoma de B. ovis PA. Los plasmidos y sus
caracteristicas se recogen en la Tabla V. El esquema general de la inactivacién de los genes por PCR de
solapamiento y su clonacién en los diferentes pldsmidos para la obtencién de cepas mutantes, se recoge en
Figura 9.

4.1.3. Sustitucion de los genes silvestres por los inactivados en B. ovis PA

Tras la obtencion de los plasmidos recombinantes pNVBepCOVL02, pNVSP410VL2, pNV250VL2 y
pNV25c0VL2, estos se introdujeron en B. ovis PA por electroporacién (Apartado 2.9.2.). Las bacterias en las
gue ocurrié un entrecruzamiento simple entre la secuencia cromosémica y el plasmido a través de una de las dos
regiones de ADN adyacentes al gen diana (Figura 9, panel 6a), integraron el plasmido en el cromosoma
bacteriano. De este modo, los clones recombinantes se seleccionaron mediante su siembra en TSA-YE-HS-Kan
y se caracterizaron genotipicamente como se describe en el Apartado 5. Las cepas seleccionadas se recogen en
la Tabla VI.

Tras la integracion del plasmido recombinante en el cromosoma, puede ocurrir un segundo proceso de
entrecruzamiento simple entre las zonas homologas proximas existentes en la copia del gen silvestre y la copia
del gen inactivado que poseen estas cepas (Figura 9, panel 6b). La seleccion de las bacterias en las que se
produjo una segunda recombinacion homologa (Figura 9, panel 7) se realizé tras la siembra en placas de TSA-
YE-HS suplementadas con sacarosa. Las cepas sensibles a kanamicina y resistentes a sacarosa se seleccionaron
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como posibles cepas mutantes o revertientes y se caracterizaron genotipicamente para su diferenciacion
(Apartado 5).

4.2. Obtencién de mutantes multiples

Una vez obtenidos y caracterizados genotipicamente los mutantes simples (Apartado 5), éstos y los
mutantes de B. ovis PA omp10-M, omp19-M y omp31-M obtenidos previamente (Sancho., 2014; Sidhu-Mufioz
et al., 2016) se emplearon como base para obtencién de mutantes dobles y triples. Para ello, los plasmidos
obtenidos en este trabajo (Tabla 1V) y los plasmidos pNV100VL2, pNV190VL2, pPS310VL02 y
pNVcgsOVL03 (Sidhu-Mufioz et al., 2016; Sancho., 2014; Martin-Martin et al., 2012) se introdujeron por
electroporacién, en distintas combinaciones, en los mutantes mencionados.

La seleccidn de cada cepa con el correspondiente plasmido integrado en el cromosoma, de la cepa mutante
y de la cepa revertiente al genotipo empleado como base, se realizé como se describe en el apartado anterior. Las
caracteristicas mas relevantes de todas las cepas obtenidas en este trabajo se recogen en la Tabla VI.

5. Caracterizacion genotipica de las cepas obtenidas

Para la caracterizacion genotipica de las cepas obtenidas se amplificé mediante PCR (Apartado 2.3.) el gen
diana en proceso de mutagénesis empleando los cebadores recogidos en las Tablas Il y IV. Se realizé una
reaccion con oligonucleétidos que hibridan en las regiones externas al gen a eliminar (fragmento amplificado de
mayor tamafio en el gen silvestre y de menor tamafio en el mutado) y una segunda reaccién con uno de los
cebadores externos y otro que hibrida en el interior de la regién a eliminar (imposibilidad de anillamiento en el
caso del gen mutado). El gen diana y las parejas de cebadores empleadas en cada reaccion fueron los siguientes:
bepC (externos: BepCMUT-F + BepCMUT-R; externo/interno: BepCMUT-F + BepC-R4), ugpB (externos:
SP41Sec + SP41MUT-R2; externo/interno: SP41Sec + MUT-R4); ompl9 (externos: 19MUT-F+19MUT-R;
interno/externo: OMP19-F3 + OMP19MUT-R), omp25 (externos: 25MUTZ-F + 25MUTZ-R; interno/externo:
25MAT + 25MUTZ-R), omp25c (externos: 25cdMUT-F + 25cMUT-R; 25cMAT + 25cMUT-R), cgs (externos:
cgSMUT-F + cgsMUT-R; interno/externo: cgs-F4 + MUT-R) y omp31 (externos: 31MUT-F + 31MUT-R;
interno/externo: 31IMAT + 31MUT-R).
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Figura 9. Esquema de la mutagénesis de B. ovis PA mediante introduccion de un plismido portador de un gen de interés inactivado
porPCR de solapamiento. Para la nactivacion del gen de inferés serealizaron dos reacciones de PCR independientes (paneles 1-2) enlas que se
amplificaron el extremo 5° y 3° del gen a inactivar, empleando en cada um de ellas un eebador extemo (panel 1: MUT-F; panel 2: MUT-R) al
gen de inferes y oo infermo  (panel 1: OVL-F; panel 2: OVL-R) que hibridan delimitando Ia zoma delecionar. Debido a la existencia de regiones
compkementarias enfre el cebador intemo OVL-F (panel 2: zona de OVLF marcada en 10jo) y €l cebador OVL-R (panel 1: flecha roja), tras
mezclar los producios 57 y 37 en una tercera reaccion de PCR. oon los eebadores MUT-F v MUT-R (panel 3), se obfuvo el gen delecionado
amplificado. El producto de la PCR de solpamiento se dond en el vector pGEM-TEzsy v se infrodujo en £ coli IM109 (panel 4). Tras
sebecionar el phsmido OVLO1 (Amp?, seleccion blanco/azil), el inserto se subclond en el vector suicida en Brucella pCVD-KanD (panel 5).
Este producto se infrodujo en £ coli CC18 v tras seleccionar el plasmido OVL02 (Kan?, Sac ®), se infrodujo finalmente en B, ovis PA (0en cepas
mutantes para la obtencion de mutantes miiltiples) (panel 6). El plismido OVL02 infegrado en el cromosoma de B, ovis (panel 6a) por
recormbmacion homdloga (posee copi del gen silvestre y del gen nmutado) puede escindirse en una seginda recombinacion enfre bs regiones de
homologia presentes en €] (panel 6b), dando hgar a la pérdida del gen mutante (cepa revertiente, panel 7: lineas punteadas negras) o
del gen silvestre (cepa mutante, panel 7: lineas punteadas rosas).
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Tabla V. Plasmidos construidos para la obtencion de mutantes de B. ovis PA y para la obtencion de cepas
portadoras de fusiones de la region promotoradel gen bepCconel gen lacZ.

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

Nombre Genotipo relevante | Descripcion

Gen bepCde B.ovis PA inactivado por PCR de solapamiento y
r

PNVBepCOVLO1 AbepC, Amp clonado en pGEM-T Easy

pPNVBepCOVLO2 AbepC, sacB, Kan ' Inserto SphI-Sacl de pNVBepCOVLO1, clonado en pCVDKan-D.
Gen ugpB de B.ovis PAinactivado por PCR de solapamiento y

r

PNVSP410VLOL AugpB, Amp clonado en pGEM-T Easy

pPNVSP410VL02 AugpB, sacB, Kan " Inserto SphI-Saclde pNVSP410VL01, clonado en pCVDKan-D.
Gen omp25 de B.ovis PA inactivado por PCR de solapamiento

NV250VL01 A 25, Amp "’

P omp£2, AMPp y clonado en pGEM-T Easy

pNV250VL02 Aomp25, sacB, Kan" | Inserto Sphl-Sacl de pNV250VLO01, clonado en pCVDKan-D.
Gen omp25c de B.ovis PA inactivado por PCR de solapamiento

r
pPNV25cOVL01 Aomp25¢, Amp y clonado en pGEM-T Easy
pNV25cOVL02 Aomp25¢c, sacB, Kan'| Inserto Sphl-Sacl de pNV25cOVLO01, clonado en pCVDKan-D
Plasmidos generados para el estudio de la region promotora del gen bepC (fusiones lacZ)

Inserto EcoRI-BamHI de la region promotora del gen bepCde

pRSpbepCPA Amp ' B. ovis PA amplificado por PCRy clonada en pRS415 en fusion
con el gen lacZ
Inserto EcoRI-BamHI de la region promotora del gen bepCde

pRSpbepC1330 Amp ' B.suis 1330 amplificado por PCR y clonada en pRS415 en fusion
con el gen lacZ
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Tabla V1. Cepas modificadas genéticamente generadas en la obtencidén de cepas mutantes de B. ovis PA @
v en la obtencion de cepas portadoras de fusiones de la region promotora del gen bepC con el gen lacZ.

Cepas de B. ovis PA con el plasmido integrado en el cromosoma®

Cepa Abreviatura Genotipo respecto al/los gen/es de interés
B. ovis-pNVBepCOVLO2-1 bepC-l bepC::pNVBepCOVLO2
B. ovis-pNVSP410VLOZ- ugpB-1 ugpB::pNVSP410VLO2
B. ovis-pNWV250VL02-1 omp25-1 omp25::pNV250VL02
B. ovis-pNV25cOVLO2- omp25c-| omp25c::pNV25c0VL02
Cepas mutantes simples con el gen de interés inactivado y cepas revertientes al genotipo silvestre

B. ovis-pNVBepCOVL02-M bepC-M AbepC
B. ovis-pNVSP410VLO2-M ugpB-M AugpB
B. ovis-pNWV250VL02-M omp25-M Aomp25
B. ovis-pNW25cOVLO2-M omp25c-M Aomp25c
B. ovis-pNVBepCOVLO2-R bepC-R bepC
B. ovis-pNVSP410VLOZ-R ugpB-R ugpB
B. ovis-pNWV250VL02-R omp25-R omp25
B. ovis-pNV25cOVLO2-R omp25c-R omp25¢c

Cepas mutantes simples de B. ovis PA con el pldsmido integrado en el cromosoma 24
B. ovis AbepC-pNVSP410VLO2-I bepC/ugpB-I AbepC, ugpB::pNVSP410VL02
B. ovis Aomp25-pNW25cOVL02-1 omp25/ugpB-1 Aomp25, omp25c::pNV25cOVL02
B. ovis Aomp10-pNVSP410VL02- ompl10/ugpB-1 Aomp10, ugpB::pNVSP410VLO2
B. ovis Aomp10-pP5310VL2- omp10/omp31-l Aompl10, omp31::pPS5310VL2
B. ovis Aomp10-pNV190VL02- ompl10/omp19-1 Aomp10, ompl9::pNV190VLO2
B. ovis Aomp19-pNVI100VLO2- om19/ompl0- Aomp19, ompl0::pNV100VLO2
B. ovis Aomp19-pNVSP410VLO2- omp19/ugpB-l Aomp19, ugpB::pNVSP410VLO2
B. ovis Aomp25-pPS310VL2-1 omp25/omp31-1 Aomp25, omp31::pPS310VL2
B. ovis Aomp25-pMNVecgsOVLO3-I omp25/cgs-1 Aomp25, cgs::pNVcgsOVLO3
B. ovis Aomp31-pNVcgsOVLO3- omp31/cgs-l Aomp31, cgs::pNVcgsOVLO3
B. ovis Aomp31-pNV100VLO2- omp31/omp10-1 Aomp31, ompl0::pNV100OVLO2
B. ovis Aomp31-pNV190VL02- omp31/omp19-1 Aomp31, ompl9::pNV190VLO2
B. ovis AbepC-pNVSP410VLO2-M bepC/ugpB-M AbepC AugpB
B. ovis Aomp25-pNV25cOVL02-M omp25/omp25c-M  Aomp25 Aomp25¢
B. ovis Aomp10-pNVSP410VL02-M omp10/ugpB-M Aompl10 AugpB
B. ovis Aomp10-pP5310VL2-M omp10/omp31-M Aomp10 Aomp31
B. ovis Aomp19-pNVSP410VL02-M omp19/ugpB-M Aomp19 AugpB
B. ovis Aomp25-pNVcgsOVLO3-M omp25/cgs-M Aomp25 Acgs
B. ovis Aomp31-pNVcgsOVLO3-M omp31/cgs-M Aomp31 Acgs
B. ovis Aomp31-pNV100VL02-M omp31/ompl0-M Aomp31 Aomp10
B. ovis Aomp31-pNV190VL02-M omp31/ompl9-M Aomp31 Aompl9

Cepas mutantes dobles con el plasmidos integrado en el cromosoma 24
B. ovis Aomp10 Aomp31-pNV25cOVLO2-1 10/31/25c-1 Aomp10 Aomp31, omp25c::pNV25c0VL02
B. ovis Aomp31 Aomp10-pNV25cOVLO2-1 31/10/25¢- Aomp31, Aompl0, omp25c:pNV25cOVLD2
B. ovis Aomp10 AugpB-pPS310VL2-| 10/ugpB/31-1 Aomp10, AugpB, omp31::pPS310VL2
B. ovis Aomp10 Aomp31-pNV25cOVLO2-M  10/31/25c-M Aomp10 Aomp31 Aomp25c
B. ovis Aomp10 AugpB-pPS310VL2-M 31/10/25c-M Aomp31 Aompl10 Aomp25¢c
B. ovis Aomp31 Aomp10-pNV25cOVL02-M  10/ugpB/31-M Aomp10 AugpB Aomp31
Cepas de E. coliTG1 con plasmidos portadores de fusiones lacZ

Cepa Descripcion Fenotipo
E. coli TG1- pRS5pbepCPA region promotora del gen bepC de B.ovis PA fusionada con lacZ Amp "
E. coli TG1- pRS5pbepC1330 region promotora del gen bepC de B.swis 1330 fusionada confacZ  Amp”

@ Las cepas B. ovis Aompl 0, B. ovis Aowp19, B. ovis Aomp31 y los pismidos pNV100VL02, pNVI90OVL02, pPS310VL02,
PNVegsOVL03, proceden de trabajos anteriores (Martin-Martin ef al., 2012; Sancho, 2014; Sidhu-Mufioz ef al., 2016).

b Las cepas de B. ovis con el plasmido integrado en el cromosoma poseen un fenotipo Kary, Sacs.

¢ Las cepasmutantes de B. ovis poseenun fenotipo Kan®, Sac”.

4 Las cepas obtenidas como revertientes al fenotipo empleado como base en la obtencion de mutantes miiltiples no se mchiyeron
en la tabla para facilitar la comprension de lamisma.
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6. Analisis del crecimiento

A partir de las cepas conservadas en DMSO a -80 °C se realizaron precultivos en placas de TSA-YE-HS que
se incubaron durante 44 horas a 37°C en una atmosfera con el 5% de CO,. Posteriormente, de estos precultivos
se obtuvieron otros nuevos en las mismas condiciones, a partir de los cuales se prepararon las suspensiones
bacterianas empleadas en los diferentes ensayos que se describen a continuacion.

A partir de cultivos frescos en TSA-YE-HS obtenidos de la manera expuesta anteriormente, se prepararon
suspensiones bacterianas en 3 ml de tampon fosfato salino estéril (PBS: Na,HPO, 8 mM, KH,PO,4 1,5 mM, KCI
2,7 mM, y NaCl 137 mM) y se ajustd la DO ¢y a un valor de 0,2, el cual, en la cepa parental B. ovis PA
corresponde aproximadamente a 1x10° UFC/ml. Una vez preparadas las suspensiones de cada una de las cepas,
se realizaron seis diluciones decimales seriadas, sembrandose por triplicado 100 pl de cada dilucién en medio
TSA-YE-HS. Las placas se incubaron durante 7 dias a 37°C y con 5% de CO,y, una vez transcurrido el tiempo,
se realizaron los recuentos de las colonias obtenidas. Los resultados se expresaron como la media £ D.E. (n=3)
del log UFC/ml en una suspension de cada cepa con un valor de DO gy 0,2.

7. Estudio de las propiedades de la membrana externa
7.1. Autoaglutinacion en medio liquido

Se prepararon suspensiones de las células en caldo TSB-YE-HS, ajustando a una DO ¢y de 0,8.
Posteriormente, se depositd 1 ml de cada muestra en una cubeta de espectrofotometria, manteniéndose
estaticamente a temperatura ambiente durante 48 h, tiempo durante el cual se registrd la evolucion de la DO g
de cada una. Se utilizé como control la cepa parental y los resultados se expresaron como la media £ D.E (n=3)
de los porcentajes de DO g9, tomando como referencia el valor de la DO inicial de cada cepa (valor del 100%).

7.2. Sensibilidad a polimixina B y desoxicolato sédico

Para evaluar la sensibilidad de las distintas cepas al péptido catiénico polimixina B, se siguid el protocolo
descrito previamente (Martinez de Tejada et al., 1995) con algunas modificaciones (Caro-Herndndez et al.,
2007). A partir de cultivos de 44 h de crecimiento en medio sélido TSA-YE-HS se prepararon suspensiones en
PBS de DO 49 0,2. La suspension se diluyé adecuadamente en PBS hasta una concentracion bacteriana de 1x10*
UFC/ml. En microplacas estériles de 96 pocillos (VWR) se mezclaron por triplicado 100 pl de cada muestra con
100 ul de PBS (control negativo) o con 100 pl de sulfato de polimixina B (Sigma-Aldrich) 2 mg/ml. De este
modo, la concentracién final de polimixina B y de células qued6 reducida a la mitad (1 mg/ml para la polimixina
B y 0,5x10* UFC/ml para las bacterias). Las placas se incubaron durante 90 minutos a 37°C y en atmésfera con
5% CO,. Transcurrido ese tiempo, 50 pl de cada uno de los pocillos se sembraron por triplicado en placas de
TSA-YE-HS, que se incubaron durante 7 dias a 37°C y 5% CO,. Por Ultimo, se realizaron los recuentos de las
UFC/placa obtenidas después de este tiempo. Considerando como 100% de supervivencia el namero de UFC
obtenidas tras la exposicidon a PBS, se calculé el porcentaje de supervivencia de cada cepa tras la exposicién a
polimixina B. Los resultados se expresaron como media del porcentaje de supervivencia + D.E. (n=3).

La evaluacion de la sensibilidad de las distintas cepas al detergente anidnico desoxicolato de sodio (Sigma-
Aldrich) se llevd a cabo siguiendo la misma metodologia descrita para el ensayo de sensibilidad a polimixina B.
En este caso, la concentracion final del desoxicolato de sodio por pocillo fue de 0,1 mg/ml.

7.3. Sensibilidad a peroxido de hidrogeno

Para evaluar la sensibilidad a peroxido de hidrogeno se sigui6 el protocolo descrito por Elzer et al. en 1994
(Elzer et al., 1994), con pequefias modificaciones (Caro-Herndndez et al., 2007). Para ello, se prepararon
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suspensiones bacterianas en PBS a una DO 4y de 0,2, se sembraron 100 pl de cada una de ellas por triplicado, en
placas de TSA-YE-HS y se depositaron 10 ul de H,0, al 30% (Sigma Aldrich) sobre un disco de papel Whatman
3MMChr (9 milimetros de diametro) colocado previamente en el centro de cada placa. Tras 72 horas de
incubacién, se analizaron los halos de inhibicion aparecidos, realizando cuatro medidas de cada placa empleada.
Tras calcular el diametro medio de cada placa, los resultaros obtenidos se expresaron como la media + D.E.
(n=3) del didmetro (en cm) del halo de inhibicion.

7.4. Sensibilidad a suero humano no inmune

En la realizacion de este estudio se empled sangre de un individuo sin exposicion previa a Brucella spp.
Tras producirse la coagulacion de la sangre, las muestras se centrifugaron a 10000 x g durante 10 minutos e,
inmediatamente, el suero se procesd como se describe a continuacion, siguiendo el protocolo descrito por
Corbeil et al. en 1988 (Corbeil et al., 1988) con algunas modificaciones (Caro-Hernandez et al., 2007).

A partir de cultivos en placa de las cepas mutantes correspondientes, se prepararon suspensiones en PBS de
valores de DO ¢ 0,2 y se realizaron diluciones decimales seriadas con el objeto de obtener una concentracion
bacteriana de 2 x 10 * UFC/ml. Seguidamente, en pocillos de microplacas estériles de 96 pocillos (VWR), se
mezclaron por triplicado 50 pl de cada suspension, con 150 pl de suero o con 150 pl del mismo suero pero
descomplementado a 56 °C durante 30 minutos. Tras 4 horas de exposicion a 37°C y atmdsfera con 5% CO,, se
sembraron por duplicado 50 pl de cada mezcla en placas de TSA-HS-YE, que se incubaron hasta obtener
colonias visibles. Por Gltimo, se realizaron los recuentos de las UFC/placa obtenidas y se calcularon los
porcentajes de supervivencia observados, tomando como control del 100% de supervivencia el crecimiento
observado para cada cepa tras la exposicion al suero descomplementado. Los resultados se expresaron como %
supervivencia = D.E. (n=3).

7.5. Sensibilidad a otros compuestos toxicos

Como parte de la caracterizacion de los mutantes simples AbepC y AugpB de B. ovis PA se evalud su
sensibilidad a diferentes compuestos. Para ello, se siguié la metodologia descrita para la evaluacién de la
sensibilidad a peroxido de hidrogeno, depositando sobre los discos de papel Whatman 10 pl de dodecilsulfato
sodico (SDS) (10 mg/ml), bromuro de etidio (BrEt) (5 mg/ml), cristal violeta (CV) (2 mg/ml), acriflavina (2
mg/ml), ampicilina (Amp) (1 mg/ml) y kanamicina (0,1 mg/ml). Tras 72 horas de incubacion, se analizaron los
halos de inhibicion aparecidos, realizando cuatro medidas de cada placa empleada. Tras calcular el didmetro
medio de cada placa, los resultados obtenidos se expresaron como la media + D.E. (n=3) del didmetro (en cm)
del halo de inhibicion.

8. Estudio de la topologia de la superficie bacteriana

El estudio de la topologia de la superficie celular de las diferentes cepas analizadas se realiz6 en el Institut
National de la Recherche Agronomique de Nouzilly, Francia. Dicho estudio se realiz6 mediante la técnica de
Elisa indirecto (i-ELISA) con anticuerpos monoclonales (MADbs) frente a diferentes epitopos de antigenos de la
envoltura bacteriana: peptidoglucano, lipopolisacarido rugoso, lipoproteinas de ME, proteinas mayoritarias de
ME y proteina peripldsmica BP26. Para ello se emplearon los procedimientos descritos por Cloeckaert et al. en
1993 (Cloeckaert et al., 1993).

Como antigenos se emplearon células de la cepa parental B. ovis PA (control) y de las cepas mutantes
obtenidas en este trabajo, junto con los mutantes Acgs, Aomp10, Aompl9 y Aomp31l obtenidos en trabajos
anteriores (Martin-Martin et al., 2012; Sancho., 2014; Sidhu-Mufioz et al., 2016). La obtencion de antigenos se
realiz6 a partir de cultivos en placa de cada cepa, los cuales se recogieron en 1 ml de agua estéril y se inactivaron
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durante 1 h a 65°C. Posteriormente, se realizaron dos lavados de las células con agua estéril, centrifugando 5
minutos a 8000 x g cada vez. A continuacion, las suspensiones se ajustaron a una DO g de 1 en PBS y se
homogenizaron mediante una breve sonicacion (10 segundos y 40% amplitud en sonicador Modelo 120, Sonic
Dismembrator , Fisher). Posteriormente y en placas de 96 pocillos de fondo plano (Maxisorp Nunc
Immunoplate, Thermo Scientific), se depositaron 100 ul de cada suspensioén por pocillo y por triplicado. Las
placas se incubaron durante la noche a temperatura ambiente para tapizar el fondo del pocillo. Al dia siguiente,
los pocillos se lavaron cinco veces con PBS-Tween 20 (Sigma) al 0,05% (v/v) y se saturaron con una solucién de
leche desnatada en polvo (Regilait) al 5 % (p/v) en PBS incubando a temperatura ambiente durante 1 h y 30
minutos. Tras este tiempo, los pocillos se lavaron cinco veces con PBS-Tween, se afiadieron 100 pl del
correspondiente MAb (Tabla VII) (sobrenadante del hibridoma diluido 1:2 en PBS-Tween) y se incub6 a 37°C
durante 1 hora. Los anticuerpos que reaccionaron frente al correspondiente antigeno fueron detectados con
anticuerpos secundarios de cabra tipo 1gG frente a anticuerpos de raton, conjugados con peroxidasa de rabano
(Bio Rad) (dilucion 1:9000). Transcurrida 1 hora de incubacion a temperatura ambiente, se realizaron cinco
lavados en PBS-Tween y se reveld la actividad enzimatica mediante la adicion de sustrato TMB-ELISA
(Interchim). La reaccion se detuvo con una solucion de parada basada en HCl 1M (Uptima), después de 20
minutos de incubacion a temperatura ambiente en oscuridad. Los resultados se registraron a una longitud de onda
de 450 nmen un lector de microplacas (Thermo Scientific) y se expresaron como la media + D.E. (n=3) del valor
de DO 45, obtenido para cada cepa y MAb una vez eliminado el valor registrado para el blanco (tampén de
dilucion).

Tabla VII. Anticuerpos monoclonales empleados en el estudio de la topologia de la superficie de mutantes

de B. ovis.
Especificidad ¢ Nombre Subclase IgG  Abreviatura Referencia
Anti PG A76/03D06/A09 | 1gG, A09 Cloeckaert et al., 1992
. Cloeckaert et al., 1990, 1992;
Anti R-LPS A68/03F03/D05 | 1gG,y D05 Zygmunt et al,, 1994
Anti Omp2b A68/15B06/C08 | 1gG,, cos Cloeckaert et al., 1990, 1991
. Cloeckaert et al., 1990, 1991,
Anti Omp10 A68/07G11/C10 | 18G,, C10 1992 Zygmuntetol., 1994
. Cloeckaert et al., 1990;
Anti Omp16 A76/08C03/G03 | 1gG,, GO3 Zygmunt et al,, 1994
. Cloeckaert et al., 1990;
Anti Omp19 A76/18B02/D06 | 18G,, D06 Zygmunt et al,, 1994
. Cloeckaert et al., 1990, 1991,
Anti Omp25 A59/05F01/C09 | IgG Cco9 ’ ! !
nt&mp /05FO1/ €522 1992, 1996; Zygmunt et al,, 1994
Cloeckaert et al., 1990, 1991,
A18/13D02/F05 | 18G, FO5 1992, 1996
Cloeckaert et al., 1990, 1991,
A76/08H09/A02 | 158G, A02 1992, 199
Anti BP26 V78/09/B12/B02| 1gG, BO2 Seco-Mediavilla et al., 1996
Cloeckaert et al., 1996;
V78/02E08/F03 | IgG FO3 L !
/ / €522 Seco-Mediavilla et al., 1996
V78/04D01/A10 | 18G, A10 Debbarh et al., 1996
V78B04GO7HOS5 | 18G4, HO5 Debbarh et al., 1996
Anti Omp31 A59/10F09/G10 | 1gG,, G10 Cloeckaert et al., 1990, 1992

4 Epitopos analizados: PG (peptidoglucano); R-LPS (lipopolisacarido rugoso); Omp2b (proteina minoritaria
de ME); Omp10, Ompl6, Ompl9 (lipoproteinas de ME); Omp25, Omp31 (proteinas mayoritarias de ME)
y BP26 (proteina periplasmica).
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9. Estudio del comportamiento en lineas celulares de cepas mutantes de B. ovis PA

En este trabajo se llevaron a cabo ensayos de penetracion y supervivencia de cepas mutantes en dos tipos de
lineas celulares fagociticas: i) profesionales: macréfagos J774A.1 (DSMZ ACC170) provenientes de un sarcoma
reticular murino (hembra BALB/c) y ii) no profesionales: células epiteliales HeLa (ATCC CCL-2™)
procedentes de un adenocarcinoma cervical humano.

9.1. Mediosy condiciones de cultivo

Las lineas celulares empleadas en este trabajo fueron cultivadas de manera rutinaria a 37°C, en atmdsfera
con elevada humedad y al 5% de CO,, en placas de cultivo celular individuales de 20 mm de altura 100 mm de
diametro (VWR). El medio de cultivo empleado fue el Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco-
Life Technologies), suplementado con suero bovino fetal (FBS, Gibco-Life Technologies) al 10% (DMEM-
FBS). Para el mantenimiento de los cultivos, las células se diluyeron en medio fresco cuando la densidad celular
alcanzaba el 75 % de la placa. Para realizar los subcultivos, en primer lugar, las células se lavaron una vez con
PBS, para la linea HeLa, o TEN (Tris-HCI 40 mM, EDTA-Na ?* 1 mM y NaCl 150 mM, a pH 7,5) para los
macro6fagos. A continuacion, las células se desprendieron de la placa mediante la aplicacion de 1 ml una solucién
de tripsina-EDTA al 25% (Gibco-BRL) para las primeras (incubacion durante 5 minutos a 37°C) o mediante
raspado (Cell Scrapper, Nunc), en el caso de los macréfagos. Posteriormente, tras ser resuspendidas, se
diluyeron adecuadamente en el medio de cultivo, para ser distribuidas en nuevas placas de cultivo celular. El
seguimiento de los cultivos se realiz6 con un microscopio invertido CK2 OLYMPUS vy el control de viabilidad
de los mismos se llevd a cabo mediante tincién de con azul tripano (Merck) al 0,4% (p/v) en PBS y recuento en
camara Neubauer.

9.2. Macrofagos J774.A1

Para el andlisis de la penetracion y supervivencia de los mutantes en los macr6fagos murinos, éstos se
incubaron durante 24 horas a 37°C y 5% de CO, en microplacas estériles de 96 pocillos (VWR), a una
concentracion de 2 x 10* células/pocillo. Posteriormente, se llevé a cabo la preparacion de inéculos de la cepa
parental B. ovis PA y de los mutantes, ajustando las bacterias a 4 x 10° UFC/pocillo. Para ello, se prepararon
suspensiones con una DO 4y de 0,2 en PBS de cada cepa, las cuales se diluyeron a la concentracion deseada en
DMEM-FBS, considerando los resultados obtenidos en el estudio del crecimiento en medio sélido de cada cepa
(Apartados 1.1. y 2.1. de Resultados). La concentracion de los inéculos bacterianos se verificé de forma
retrospectiva, mediante la dilucién adecuada de los mismos en PBS y siembra por triplicado en placas de TSA-
YE-HS.

Los macrdfagos se infectaron con 100 ul de los indculos y se incubaron durante 2 horas (tiempo de
penetracion) a 37°C y atmdsfera con 5% de CO,. Transcurrido este tiempo y para eliminar las bacterias
extracelulares, los macréfagos se lavaron dos veces con 300 ul medio de cultivo y se incubaron de nuevo con
300 pl de medio suplementado con gentamicina (Sigma-Aldrich) (50 pg/ml). Transcurrida una hora de
incubacién en presencia del antibidtico (t=0), tres pocillos de cada cepa se lavaron tres veces con 400 pl con
medio de cultivo para eliminar los restos de gentamicina. A continuacion, los macrofagos se lisaron mediante
incubacion con 200 pl agua estéril durante 20 minutos. Posteriormente, se sembraron, en placas de TSA-YE-HS,
diluciones decimales en PBS de los lisados obtenidos. Las placas se incubaron a 37°C, en atmésfera con 5% de
CO, durante 7 dias para realizar el recuento de bacterias intracelulares. Para los pocillos restantes, el medio de
cultivo se reemplaz6 por medio suplementado con gentamicina a una concentracion de 20 pg/ml y los recuentos
de UFC intracelulares se realizaron de la manera previamente descrita, a los tiempos de 20 y 44 horas post
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infeccion (p.i.). Los resultados se expresaron como media + D.E. del logaritmo de las UFC/pacillo de los tres
pocillos empleados para cada cepa y tiempo de analisis.

9.3. Células epiteliales HeLa

Los ensayos de penetracion y supervivencia de los mutantes en células HeLa fueron llevados a cabo como
se describen en el apartado anterior, empleando en este caso una densidad de 1,5 x 10* células/pocillo que fueron
infectadas con 8 x 10° UFC /pocillo de cada cepa de B. ovis analizada.

9.4. Microscopia de fluorescencia

Las lineas celulares empleadas para analizar por microscopia fueron cultivadas en placas de 24 pocillos de
cultivo celular (VWR) conteniendo un cubreobjetos circular de 12 mm (Fisher). Los ensayos de infeccion se
realizaron empleando las mismas condiciones y metodologia que lo previamente descrito para los ensayos de
infeccion de cultivos de macréfagos J774A.1 y células epiteliales Hela. Para estos ensayos se mantuvo la misma
proporcion de células y bacterias que en los realizados en placas de 96 pocillos. Para ello se realiz6 la conversion
correspondiente del namero de células y bacterias, teniendo en cuenta para el célculo la superficie del pocillo en
los tipos de placas de cultivo celular. En el protocolo de inmunofluorescencia, tras la infeccién de las células,
todas las incubaciones se llevaron a temperatura ambiente, segin se describe seguidamente.

A los tiempos p.i. establecidos, se retiré el medio de cultivo con gentamicina, los cubreobjetos se pasaron a
una nueva placa de 24 pocillos y tras tres lavados con 1 ml de PBS, las células se fijaron durante 10 minutos con
300 pl de paraformaldehido al 5 % (p/v) en PBS (Fisher). Posteriormente, se realizaron otros tres lavados con
PBS en frio y las células se permeabilizaron con saponina al 0,5 % (p/v) en PBS durante 10 minutos. Se elimin6
el exceso de saponina lavando con PBS en las mismas condiciones y se saturé con 500 ul de HS (Gibco-BRL) al
10% (v/v) durante 30 minutos. A continuacion, se incub6 1 hora con los anticuerpos primarios correspondientes
diluidos en HS al 5% (v/v) en PBS. Los anticuerpos empleados fueron 1gG de conejo con especificidad frente a
la proteina a la proteina 1 asociada a la membrana de lisosomas (Lamp-1) (rabbit 1gG anti-LAMP1, Sigma)
(diluciéon 1:200). También se emple6 como anticuerpo primario, el MAb A68/03F03/D05 (IgG de ratén)
especifico frente al R-LPS de Brucella (dilucion 1:5000) (Cloeckaert et al., 1990). Tras ese tiempo, los pocillos
se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios diluidos 1:500 en HS al 5%
durante 1 hora. Los anticuerpos secundarios tipo 1gG conjugados con fluor6foro empleados fueron: de cabra
frente 1gG de conejo (rojo) (Goat anti-rabbit 1gG Alexa Fluor® 594, Invitrogen) y de cabra frente a IgG de raton
(verde) (Goat anti-mouse Alexa Fluor® 488, Invitrogen). Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron 3
lavados con PBS y se montaron los cubreobjetos sobre portaobjetos utilizando ProLong ®Diamond Antifade
Mountant with DAPI como protector de la fluorescencia.

Las imagenes han sido adquiridas empleando un Microscopio Confocal mediante escaneo por laser modelo
TCS SP5, fabricado por la empresa Leica Microsystems CMS GmbH. Para la adquisicion y posterior tratamiento
de las imagenes se ha empleado el software LAS AF.

10. Estudios in vivo en modelo murino
10.1. Procedimientos generales de experimentacion animal

Los ensayos que se llevaron a cabo con las diferentes cepas de Brucella en modelo animal fueron disefiados
de acuerdo con la normativa nacional y europea referente al uso de animales para experimentacion y otros fines
cientificos (RD 53/2013 y UE 2010/63). En los procedimientos de experimentacion animal se emplearon ratones
hembra de la raza BALB/c (Charles River, Francia) de 6-7 semanas de vida, que fueron adquiridos con una
semana de antelacién al inicio de los experimentos. Los animales fueron acomodados en las instalaciones del
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Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca (n° de registro PAE SA-001) y
distribuidos en jaulas adecuadas, con agua y alimento ad libitum.

Las inoculaciones se llevaron a cabo por via intraperitoneal (IP), en un volumen de 0,2 ml y utilizando
como vehiculo PBS. Las preparaciones de los indculos se realizaron partiendo de cultivos en placa de cada cepa,
tras 44 horas de incubacion, y realizando suspensiones bacterianas que se ajustaron a una DO gy de 0,2. Estas
suspensiones se diluyeron adecuadamente en PBS estéril hasta la dosis deseada. La determinacién de las dosis
exactas inoculadas se realizé de forma retrospectiva, mediante siembra, por triplicado, de 100 pl de una dilucion
adecuada con la que esperar entre 30-300 UFC en placas de TSA-YE-HS.

La extraccion de muestras de sangre se realiz6 mediante puncion del seno venoso submandibular y los
bazos de los animales se extrajeron en una cabina de seguridad biol6gica. Cada 6rgano se pesé y homogenizé
individualmente en una bolsa de Stomacher ® 80 BIOMASTER (Seward), con un volumen de PBS 9 veces el
peso del bazo (dilucién 1:10 (p/v)). A partir de esa dilucion inicial, se realizaron diluciones decimales y se
sembraron por triplicado de 100 pl de cada una de ellas en placas de TSA-YE-HS. Tras su incubacion a 37°C
con 5% CO,, se seleccionaron las placas con 30-300 UFC. La identidad de los aislamientos del bazo se confirmé
en cada intervalo analizado, mediante andlisis por PCR de los aislados. Los resultados se expresaron como media
+ D.E. del log UFC/bazo de los animales analizados en cada grupo y tiempo de muestreo.

10.2. Anélisis de la virulencia

Dentro del estudio de la implicacion en la virulencia de B. ovis PA de los genes bepC y ugpB, se realizé un
analisis de la capacidad de colonizacion esplénica de los mutantes AbepC y AugpB a las semanas 3 y 7
posteriores a la inoculacién de los ratones con una dosis de 2 x 10° UFC/ratén (n=5). Para el analisis preliminar
de la virulencia del panel de mutantes de B. ovis PA obtenidos, se evaluo su colonizacion esplénica a las semanas
3y 7 posteriores a la inoculacién de los ratones (n=2) con una dosis de 10° UFC/ratén en base a estudios previos
realizados con mutantes en genes de proteinas mayoritarias de la ME de B. ovis PA (Caro-Hernandez et al.,
2007).

La preparacion de los in6culos bacterianos y la determinacion de las dosis exactas inoculadas se realizd
como se describe en el Apartado 10.1. Como control se empled la cepa parental virulenta B. ovis PA, inoculada
en las mismas condiciones que las cepas a evaluar. A las semanas 3y 7 p.i., se determind el nimero de bacterias
viables (UFC/bazo) de 5 o 2 animales por cada grupo de muestreo (en funcién del experimento). Los niveles de
infeccion esplénica se expresaron como la media £ D.E. (n=5 o0 2) del log UFC/bazo obtenido en cada grupo de
animales y tiempo analizado.

10.3.Evaluacion de la utilidad de los mutantes Aomp31lAcgs, AomplOAomp3lAomp25¢c vy
Aompl0AugpBAomp31 de B. ovis PA como vacunas vivas atenuadas

10.3.1.Persistencia

La colonizacion esplénica y persistencia in vivo de las cepas mutantes se evalué mediante la
determinacion del nimero de bacterias viables en el bazo de los animales a las semanas 1, 3, 5, 7y 11 p.i. Para
ello, las cepas se inocularon por via IP a una dosis de 1 x 10® UFC/raton, dosis habitualmente empleada para el
estudio de las cepas atenuadas como vacunas (Sancho et al., 2014) en un volumen de 0,2 ml y empleando como
control la cepa parental B. ovis PA inoculada en la mismas condiciones y un grupo no inmunizado inoculado con
PBS. Para llevarlo a cabo, se prepararon las suspensiones de cada cepa a evaluar y se determinaron las dosis
exactas como se describe en el Apartado 10.1. En cada tiempo de muestreo se determinaron recuentos de
UFC/bazo y se tomaron muestras de sangre para evaluar los niveles de anticuerpos en suero (Apartado 10.3.2.)
de cinco animales por grupo a analizar. Los niveles de infeccion esplénica se expresaron como la media + D.E.
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(n=5) de los log UFC/bazo obtenidos en cada grupo de animales y tiempo analizado. Para cada grupo
experimental también se calcul6 la media + D.E. (n=5) del peso del bazo (gramos).

10.3.2.Evolucién de los anticuerpos 1gG frente a B. ovis PA en suero

Las muestras de sangre tomadas se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 8 horas. Una vez
producida la coagulacion, se centrifugaron a 1000 x g durante 5 minutos y se recogio el suero resultante. Los
niveles totales de anticuerpos séricos de la clase 1gG capaces de reaccionar con células enteras de B. ovis PA se
analizaron mediante i-ELISA (Vizcaino et al., 2001). Adicionalmente, en los animales inoculados con el triple
mutante Aompl10AugpBAomp31 empleados en el andlisis de la respuesta inmune celular in vitro (Apartado
10.3.3), se analizaron también las subclases de anticuerpos 1gG;, 19G,, e 19G,,. Para ello, se realizaron
diluciones seriadas de los sueros de los ratones y se incubaron con células enteras de B. ovis PA, inactivadas por
calor y fijadas a placas de ELISA (100 pl de una suspensién en PBS a una DO 4y de 1). La reaccidn antigeno-
anticuerpo se detect6 con anticuerpos secundarios anti-lgG de ratdn (Anti-mouse 1gG (Fc-specific)-Peroxidase,
Sigma-Aldrich), para el andlisis de los niveles totales de IgG, o anti-lgG; anti-lgG,, y anti-1gG,, (Goat-
Antimouse anti-1gG; anti-19gG,,, anti-lgG,, —HRP, Santa Cruz Biotechnology), conjugados con peroxidasa
diluidos 1:4000 y una solucién de ABTS como sustrato para la peroxidasa. Los resultados se expresaron como el
logaritmo del titulo de anticuerpos, considerando el titulo como el inverso de aquella dilucion donde el valor de
absorbancia a 405 nm (A 405.m) registrado fue el doble que el registrado en el control negativo (tampon de
dilucién).

10.3.3.Deteccion de citocinas producidas por esplenocitos murinos en una segunda estimulacion ex vivo
con B. ovis PA

Este estudio se llevé a cabo con 3 grupos de ratones (n=5) que fueron inmunizados con una dosis de 1 x
10® UFC/ratén del mutante Aomp10AugpBAomp31 de B. ovis PA, una dosis de 1 x 10° UFC/ratén de la cepa
vacunal de referencia B. melitensis Revl o con PBS (grupo control negativo no inmunizado). Todas las
inoculaciones se realizaron en un volumen de 0,2 ml por via IP. Transcurridas 7 semanas desde de la
inmunizacién, momento que coincide con la realizacion de la infeccion experimental en la evaluacion de la
eficacia protectora a medio plazo (Apartado 10.3.4.), se llevo a cabo la obtencion de un cultivo primario de
esplenocitos de cada uno de los ratones que forman parte del experimento (Fernandez-Lago et al., 2005). Para
ello, cada bazo se homogenizé en 5 ml de medio DMEM (Gibco). A continuacion, los homogenizados se
centrifugaron durante 5 minutos a 400 x g y el sedimento obtenido se resuspendié en 10 ml de tamp6n de lisis de
eritrocitos (cloruro de amonio 154 mM, bicarbonato potésico 10 mM y EDTA Na?" 0,082 mM), manteniéndolo
en hielo durante 5 minutos. Posteriormente, se lavo dos veces con 10 ml de medio completo (RPMI 1640, SBF al
10%, L-glutamina 4 mM, piruvato Sédico 1 mM, 2-mercaptoetanol 0,05 mM, Gibco). Tras el altimo lavado, las
células se resuspendieron en 1 ml de medio completo suplementado con 100 pg/ml de gentamicina (Sigma-
Aldrich). Se determind la viabilidad de las células mediante tincidn con azul de tripano (Merck) al 0,4% (p/v) en
PBS y se resuspendieron en medio completo con gentamicina para obtener una concentracién de 4 x 10°
células/ml.

Los esplenocitos de cada bazo fueron distribuidos en 6 pocillos en placas de cultivo celular Nunc de 24
pocillos, a una densidad de 4 x 10° células/pocillo. Seguidamente, las células se estimularon in vitro, por
duplicado, con B. ovis PA (1 x 10® UFC/pocillo, inactivadas a 65°C durante 50 minutos), Concanavalina A (10
ug/pocillo) o con medio completo. Posteriormente, las placas se incubaron durante 72 horas a 37°C, en atmosfera
himeda y en presencia del 5% de CO,. Transcurrido el tiempo de incubacion, los sobrenadantes de cada pocillo
se recogieron, tras centrifugar a 1400 x g durante 5 minutos el contenido de cada uno, y se conservaron a -80°C
hasta el momento de analizar la produccion de IL2, IL4, TNFa, IFNy, IL10 e 1L12p40.
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La deteccion de las citocinas se realizd mediante la técnica de ELISA en sandwich comerciales BD
OptEIA ™: Set Mouse 1L2, Set Mouse 1L4, Mouse TNF ELISA Set II, Set Mouse IFNy (AN-18), Set Mouse
IL10 y Set Mouse IL12 (p40), siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante. El limite de deteccion de la
técnica para cada citocina fue de: 3,1 pg/ml de IL2, 7,8 pg/ml de 1L4, 31,3 pg/ml de IL 10, 15,6 pg/ml de IL-
12p40y 3,1 pg/ml de IFNy y TNFa.

Los resultados se expresaron como la media £ D.E. (n=5) de los ng de citocina por pocillo (1 ml de
sobrenadante).

10.3.4.Proteccion frente a una infeccion experimental por B. ovis

En los ensayos de proteccion se establecieron dos grupos de ratones: i) grupo inmunizado con el mutante
Aomp10AugpBAomp31 de B. ovis PA (1 x 10® UFC/rat6n, n=15) y ii) no inmunizado, inoculado con PBS (grupo
control negativo, n=15). Todas las inmunizaciones se realizaron por via IP en un volumen de 0,2 ml y las dosis
exactas se calcularon retrospectivamente, mediante siembra por triplicado de 100 pl en TSA-YE-HS de los
indculos diluidos adecuadamente para la obtencion de un nimero de 30-300 UFC/placa. La infeccion
experimental de los ratones inmunizados se realizo, bien a la semana 7 o bien a la semana 11 post inmunizacion,
con 2x10°> UFC/ratén de la cepa virulenta B. ovis PA (0,2 ml/ratén en PBS). La dosis infectiva exacta se
determiné de la manera descrita en el Apartado 10.1. Como control de vacuna eficaz se usé un grupo de cinco
ratones inmunizados con Rev1 (1 x 10° UFC/ratdn) e infectados a la semana 7 post vacunacion.

Los recuentos de UFC/bazo de B. ovis PA en los animales inmunizados se realizaron 3 semanas después
de la correspondiente infeccién experimental. La diferenciacion de la cepa infectiva y las cepas vacunales
residuales, en el caso de obtenerse recuentos, se llevd a cabo de diferente modo en funcion de la cepa vacunal
empleada. Asi, el recuento de las UFC/bazo de B. ovis PA, en los animales inmunizados con la cepa vacunal B.
melitensis Revl, cepa resistente a estreptomicina, se realiz6 mediante el célculo de la diferencia entre las
UFC/placa crecidas en medio TSA-YE-HS (crecimiento de cepa vacunal e infectiva) y las obtenidas en el mismo
medio suplementado con estreptomicina (crecimiento de la cepa vacunal Revl). La diferenciacion para el
mutante Aompl0AugpBAomp31 se llevd a cabo mediante amplificacion por PCR de las regiones de los genes
inactivados. Los cebadores empleados se encuentran descritos en el Apartado 5.

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

11. Métodos estadisticos empleados

Las comparaciones estadisticas entre diferentes grupos se llevaron a cabo mediante el test de minimas
diferencias protegidas de Fisher (PLSD) (Statview), considerandose significativas aquellas diferencias que
presentaron valores de p < 0,05.
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1. Construccion, caracterizacion y evaluacion de la virulencia de los mutantes de B. ovis PA en los genes
bepCy ugpB

Uno de los objetivos del presente trabajo ha sido el de evaluar la implicacion en la virulencia de B. ovis PA
del gen bepC, que codifica una proteina homoéloga a TolC, y del gen ugpB, correspondiente a la proteina SP41,
descrita como adhesina en B. suis. Ambas proteinas se han asociado con la virulencia de B. suis 1330, in vitro
y/o in vivo (Posadas et al., 2007; Castafieda-Roldan et al., 2006). Para abordar este objetivo, se llevd a cabo la
construccién de mutantes simples de B. ovis PA en ambos genes que se evaluaron mediante una serie de ensayos,
cuyos resultados se recogen a continuacion.

1.1. Obtencion de los mutantes AbepC y AugpB.

La metodologia empleada en la construccion y obtencién de mutantes de B. ovis PA se detalla en el
Apartado 4 de Materiales y Métodos. Como resultado de la electroporacion de B. ovis PA con los plasmidos
recombinantes pNVBepCOVLO02 y pNVSP410VL02, se obtuvieron cepas con los plasmidos integrados en el
cromosoma bacteriano (entrecruzamiento simple). Los clones resultantes (Tabla V1), son portadores de una
copia mutada y una copia silvestre del gen bepC (cepa bepC-I) y ugpB (cepa ugpB-1). Ademas, son resistentes a
kanamicina (Kan) y sensibles a sacarosa (Sac®). Tras cultivar las cepas obtenidas en medio suplementado con
sacarosa, se seleccionaron las bacterias que habian experimentado un segundo entrecruzamiento simple
conducente a la pérdida del plasmido pCVD-KanD (portador de los genes sacB y kan"). Como resultado se
obtuvieron la cepa mutante (abreviada como “gen”-M) y la revertiente al genotipo silvestre (“gen”-R) en cada
caso.

El genotipo de cada una de las cepas obtenidas se confirmd, inicialmente, mediante la amplificacién por
PCR de los loci correspondientes. Para ello se realizaron dos reacciones (Apartado 5 de Materiales y Métodos):
una empleando dos cebadores externos al gen de interés (BepCMUT-F+BepCMUT-R / SP41Sec+SP41MUT-
R2) y otra reaccion con uno de los cebadores externos (Tabla I11) y otro interno a la regién a eliminar (Tabla
1V) (BepCMUT-F+BepC-R4 / SP41Sec+SP41-R4). Los resultados de las electroforesis de los productos de PCR
obtenidos en la verificacion de las cepas mutantes AbepC y AugpB (abreviadas como M), cepas con el plasmido
integrado en el cromosoma (1) y cepas revertientes (R) correspondientes, junto con la cepa parental B. ovis PA
(PA), se recogen en la Figura 10.

Para cada uno de los genes implicados en el proceso de mutacién se obtuvieron los resultados esperados
tomando como referencia el genoma publicado de B. ovis 63/290 (ATCC25840; n° acceso al cromosoma | y II,
respectivamente: NC_009505 y NC_009504). Asi, en la reaccion de PCR con cebadores externos, representada
en la Figura 10, las cepas revertientes mostraron una banda amplificada del mismo tamafio que la cepa parental,
las cepas mutantes una banda de tamafio inferior y las cepas con el plasmido integrado, las dos bandas
correspondientes al gen entero y al gen inactivado. Ademas, segln lo esperado, en la reaccién con un cebador
externo a la region delecionada y un cebador interno, no se obtuvo amplificacion en las cepas mutantes
(imposibilidad de anillamiento del cebador interno al gen inactivado), pero si en las cepas revertientes, en las
cepas con el plasmido integrado y en la cepa parental (reaccion de PCR representada por color verde en la
Figura 10).

Respecto al gen bepC (Figura 10A), empleando los cebadores externos BepCMUT-F y BepCMUT-R se
observo, segun lo esperado, una Unica banda de 2641 pb en la cepa parental B. ovis PA y en la cepa bepC-R
(Figura 10A, gel azul, carriles PA'y M). En el mutante AbepC se observé una banda de 1360 pb y en la cepa con
el plasmido integrado, un perfil de doble banda, una de 2641 pb y otra de 992 pb (Figura 10A, gel azul, carriles
M e I). Tras la amplificacion de las cepas con los cebadores BepCMUT-F+BepC-R4 (externo+interno), segin lo
esperado, se observo la ausencia de banda en el mutante (Figura 10A, gel verde, carril M) y en el resto de cepas,
un perfil de banda Unico de tamafio 992 pb.
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Figura 10. Verificacion genotipica de B. ovis-pNVBepCOVL02-M (AbepC) y B. ovis-pNVSP410VL02-
M (AugpB) mediante PCR. Esquema del genotipo relativo al gen bepC (A) y al gen ugpB (B) que
presentan la cepa parental (PA). las cepas mutantes bepC-M y ugpB-M (M), las cepas con el plasmido
integrado bepC-I y ugpB-I (I) y las cepas revertientes bepC-R y ugpB-R (R). A. Resultados obtenidos en la
amplificacién por PCR del locus bepC en las cepas PA, M, I v R con dos parejas de cebadores: BepCMUT-F
+ BepCMUT-R (flechas y letras azules) y BepCMUT-F + BepC-R4 (flechas y letras verdes) (subrayado el
cebador interno a la zona delecionada del gen bepC). B. Resultados obtenidos en la amplificacion por PCR
del locus ugpB en las cepas PA, M, I y R con dos parejas de cebadores: SP41Sec y SP41MUT-R2 (flechas y
letras azules) v SP41Sec + SP41-R4 (flechas y letras verdes) (subrayado cebador interno de la zona
delecionada del gen ugpB). Los carriles 1kb corresponden al pairon de ADN Ex4CTgene 1 kb de Fisher.
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En el caso del gen ugpB (Figura 10B), empleando los cebadores externos SP41Sec y SP41MUT-R2 se
observé un perfil de banda Gnica de 2162 pb en las cepas PA y ugpB-R (Figura 10B, gel azul, carriles PA'y M).
En el mutante AugpB se observo una banda de 910 pb y en la cepa con el plasmido integrado, dos bandas, una de
2162 y otra de 910 pb (Figura 10B, gel azul, carriles M e 1). Tras la amplificacion de las cepas con los cebadores
SP41Sec y SP41-R4 (externo+interno) se observé la ausencia de banda en el mutante (Figura 10B, gel verde,
carril M) y un perfil de una banda de 476 pb en los carriles del resto de cepas. Estos resultados coinciden con lo
esperado para el genotipo de cada una de las cepas.

La correcta delecion de los genes bepC y ugpB se confirmé mediante la secuenciacién de las regiones
implicadas en los procesos de recombinacion. Para ello, se realizaron reacciones de PCR con los cebadores
BepC-F2+BepC-R2, para el gen bepC, y SP41-F2+SP41-R2, para el gen ugpB (Tabla 1V). La secuenciacion de
las regiones cromosoémicas amplificadas proporciono los resultados esperados, no observandose modificaciones
no deseadas en la secuencia nucleotidica (datos no mostrados).

Para evaluar el crecimiento en medio solido que presentaba cada una de las cepas mutantes. Para ello, se
realizaron recuentos de UFC/ml en placas de TSA-YE-HS, a partir de suspensiones bacterianas de DO gq 0,2
(Apartado 6 de Materiales y Métodos). No se observaron diferencias en el crecimiento de los mutantes AbepC y
AugpB, cuyos recuentos de UFC/ml (Tabla VI1II) y tamafio de colonia tras 6 dias de incubacién (Figura 11)
fueron similares a los obtenidos en la cepa parental B. ovis PA.

Tabla VIIL Recuentos de UFC/ml de una suspension en PBS de DO PA bepC-M ugpB-M
s00 0.2 de B. ovis PA y los mutantes AbepC'y AugpB obtenidos en este
trabajo.

Log UFC/ml

media *D.E(n=3)

PA 9,09+ 0,04
bepC-M 9,10+ 0,05 Figura 11. Colonias de B. ovis PA y de los mutant.es
AbepC y AugpB derivados. Se muestran las colonias
obtenidas en medio TSA-YE-HS tras 6 dias de
No se observaron diferencias estadisticamente significativas  incubacidon a 37°C en atmoésfera con 5% de CO,.

entre cepas (test PLSD).

ugpB-M 9,11+ 0,04

1.2. Estudio de las propiedades de la membrana externa de los mutantes AbepC y AugpB

Con el fin de comprobar si la inactivacion de los genes bepC y ugpB causaba alteraciones en la ME de las
cepas mutantes que pudieran repercutir en la virulencia de la bacteria, se llevaron a cabo una serie de ensayos
que permiten evaluar propiedades relacionadas con la ME.

1.2.1. Capacidad de autoaglutinacion

La capacidad de autoaglutinacién es una caracteristica de algunas cepas de Brucella, cuyas células,
cuando estan suspendidas en medio liquido, se unen entre si y tienden a aglutinar en el fondo del tubo de ensayo.
En este experimento (Apartado 7.1. de Materiales y Métodos) se emplearon suspensiones bacterianas con una
DOgq inicial de 0,8 (considerada como el 100% de DOgq, para cada cepa) y se fueron analizando las variaciones
que sufria este valor a lo largo del tiempo en incubacion estatica de las suspensiones.

Tanto el mutante AbepC, como el AugpB mostraron un comportamiento similar al observado con la cepa
parental manteniéndose las células en suspension hasta el final del experimento (48 horas) (Figura 12).
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1.2.2. Evaluacion de la sensibilidad a compuestos antimicrobianos

La ME de Brucella presenta una peculiar composicién quimica que confiere a la bacteria una serie de
propiedades protectoras tanto frente a mecanismos bactericidas que tienen lugar dentro de las células fagociticas,
como frente a mecanismos extracelulares. Ademas, la ME posee una elevada hidrofobicidad (Moriyén & Lépez-
Goiii., 1998) que la hace permeable y por tanto, susceptible a compuestos hidrofébicos a los que normalmente
son impermeables otras bacterias Gram negativas que poseen sistemas implicados en su expulsion (Martinez de
Tejada & Moriyon., 1993; Velasco et al., 2000). La presencia y/o eficiencia de los sistemas de transporte de
compuestos tdxicos en B. ovis esta levemente explorada en comparacion con los estudios en especies lisas. En
este contexto, por un lado, se quiso evaluar si resistencia al efecto bactericida de ciertos compuestos, como
modelo de agentes relacionados con los mecanismos de defensa del hospedador a los que Brucella es
naturalmente resistente, se veia alterada tras la inactivacion de los genes bepC y ugpB. Por otro lado, se analizo
la sensibilidad de ambos mutantes de B. ovis a un conjunto de toxicos en base a estudios de sensibilidad
realizados con el mutante AbepC 1330 que presenta una mayor sensibilidad a estas moléculas que la
correspondiente cepa parental (Posadas et al., 2007).

Debido a que Brucella es menos sensible que otras bacterias Gram negativas a gran variedad de péptidos
catinicos, asi como al sistema del complemento y posee mecanismos que le ayudan a protegerse de los
intermediarios de oxigeno producidos en la explosion oxidativa en los macrdfagos, se determinaron las tasas de
supervivencia que presentaban las cepas tras ser expuestas durante 80 minutos a suero no inmune, polimixina B
(1 mg/ml) y desoxicolato sédico (0,1 mg/ml). También se determind la sensibilidad al peréxido de hidrégeno
(30%), dodecilsulfato sédico (10 mg/ml), bromuro de etidio (5 mg/ml), cristal violeta y acriflavina (2 mg/ml),
ampicilina (1 mg/ml) y kanamicina (0,1 mg/ml), mediante la medida del didmetro del halo de inhibicion
(Apartados 7.2.- 7.5. de Materiales y Métodos).

Como puede observarse en la Tabla IX, B. ovis PA mostr6 un porcentaje de supervivencia a la
exposicién a polimixina B del 71,25 + 5,30 % y al desoxicolato sodico del 84,89 + 9,52 %. Los mutantes AbepC,
AugpB se comportaron de manera similar, sin diferencias significativas tras la exposicién a dichos compuestos.
Asi mismo, no se observaron diferencias en la sensibilidad a suero humano no inmune por parte de las cepas.
Respecto a los ensayos realizados con discos de difusion, tampoco se observaron diferencias significativas entre
las cepas a H,0,, bromuro de etidio, cristal violeta, acriflavina, ampicilina o kanamicina. Sin embargo, se
observé un leve aumento en el diametro del halo de inhibicién, en comparacion con B. ovis PA, en el mutante
AbepC en la exposicion a SDS.

1.2.3. Topologia de la superficie de los mutantes AbepC y AugpB

Como parte de la caracterizacion de los mutantes AbepC y AugpB de B. ovis PA, y como medio de
comprobar las posibles modificaciones de la ME, se analizaron diferentes epitopos de la envoltura bacteriana,
mediante i-ELISA con anticuerpos monoclonales (MAbs). Para ello, se empleé un panel de MAbs frente a
OMPs, a la proteina periplasmica BP26, a R-LPS y a PG, al que se expusieron ambas cepas mutantes
(representados en barras de colores) y B. ovis PA (barras negras) (Apartado 8 de Materiales y Métodos).

En este analisis no se observaron diferencias entre el perfil de reactividad de la cepa parental y el de los
mutantes AbepC y AugpB para los diferentes epitopos analizados (Figura 13). Tanto en B. ovis PA como en
ambos mutantes, se observaron valores de DO 45 de entre 1-2 para el MAb A09 (anti PG) y el MAb B02 (anti
BP26), y valores mas elevados (DO 450 aproximadamente de 4) para los MAbs G10 (anti Omp31) y D05 (anti R-
LPS).
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1.3. Ensayos de virulencia en modelos celulares de infeccion de los mutantes AbepC y AugpB

Se realizaron ensayos de infeccion in vitro de células fagociticas profesionales (macréfagos murinos
J774A.1) y no profesionales (células epiteliales humanas Hela) con los mutantes AbepC y AugpB de B. ovis PA
para evaluar su capacidad de infeccion, supervivencia y multiplicacion intracelular, debido a que estudios
realizados con los correspondientes mutantes de B. suis mostraron una atenuacion en su virulencia in vitro y/o in
vivo (Castafieda-Roldan et al., 2006; Posadas et al., 2007). Los ensayos se realizaron empleando las condiciones
experimentales que se recogen en el Apartado 9 de Materiales y Métodos, inoculando los cultivos de
macréfagos murinos J774.A1 y de células epiteliales HeLa a una densidad de 2 x 10* células y 1,5 x 10* células
por pocillo, respectivamente. Las células se infectaron con 4 x 10° UFC y 8 x 10° UFC por pocillo de las
distintas cepas bacterianas, respectivamente. Los resultados expuestos a continuacién son representativos de tres
ensayos repetidos en las mismas condiciones, en los que se obtuvieron resultados similares.

Al analizar la capacidad de internalizacién de cada mutante en macréfagos murinos (Figura 14A) se
observo que la cepa parental B. ovis PA alcanzd niveles de UFC de aproximadamente 5 Log en el primer tiempo
de muestreo (Figura 14B). A continuacion, sus niveles intracelulares disminuyeron en un orden de 1,5 Log UFC
a las 20 horas p.i., consiguiendo a partir de ahi multiplicarse hasta alcanzar a las 44 horas p.i. niveles de
infecciobn muy similares a los mostrados al inicio. Se observaron resultados muy similares en los mutantes

AbepC y AugpB, los cuales

no mostraron  diferencias Internalizacion en células J774A.1 Internalizacidon en células Hela
Significativas con Ia Cepa 6 _—-'PA - bepC-M O ugpB-M 5-_- PA 4B~ bepC-M -O-ugpB-M
parental en su perfil de o s | - 1 o 5.
multiplicacion intracelular E a E ,
en macrofagos. T, o, us
L, [ b [ ~
En células HeLa 2 2
. , 8 2 4 ¥ 2
(Figura 14C) se observé = =
- 14 1 4
una menor penetracion de
. . 0 1
B. ovis PA y ninguna A co
diferencia entre los o L
Multiplicacién intracelular Multiplicacién intracelular
mutantes y la cepa parental en célulasJ774A.1 en células Hela
en su capacidad de
internalizacién con  unos ; -B-PA @ bepC-M -&-ugpB-M ] j- PA @ bepC-M =& ugpB-M
niveles intracelulares de o 5 9 5 |
UFC del orden de 35 Log, 8 . 8 4|
muy similares a los U , [}
5 5 °
observados en  ambos 0 2 2
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de este momento, tanto la o : : : : , o . . . . .
cepa parental como los B o 10 20 30 40 so D o 10 20 30 a0 50
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mutantes mostraron un un
perfil de infeccion en  Figural4. Anilisk dela internalizacion (A y C) y (BD) cinética de multiplicacion infracelular en macrofigos
células Hela muy similar, ~MWinosJ7HA.Lycéubs FieLa de B ois PA.Y los mutantes AwpC'y Augpl3 obfenidos en este trabajo. Los
o aultivos confliryentes de macifages miminos J774A.1 (2 x 10* odiilasipocilo) ocdibs Hel a (1.5 x 10* cdubsoclo)
con un descenso pequefio de ;e a2 horas consuspensiones de B, ovis PA.y s muanies AbrC (1oj0) y AugaB (verd) (4 10° URC
UFC a las 20 horas p.i. y UN  en macrdfiens o 8 x 10° UFChocilo en ofubs Hela). A. Transomido el tempo de penetracion, bs odlibs se
ligero incremento en los  icubaon 1 horaenmedio supkmentado con gentamicim (0), se saron y se redlizaron tecuentos de UFC enphca B
recuentos hasta el final del — Cixica de mubiplicactn inhaceiibr de b distitas oepas tas bsar s cdhlas en las mismas condiciones a distiios
experimento a 44 h p.i. tempos pi. Se representa b media + DE (7=3) del bgarimo de UFC intracelnbres viables por pocillo dbienidas
: (recuento en phica).
(Figura 14D).
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1.4. Evaluacién de la virulencia de los mutantes AbepC y AugpB en modelo murino.

Se evalud la capacidad de colonizacidn en ratones BALB/c de los mutantes AbepC y AugpB mediante el
recuento de bacterias en el bazo a las semanas 3 y 7 posteriores a la infeccion intraperitoneal con una dosis de 2
x 10° UFC/ratén. Estos tiempos de analisis corresponden con el maximo de infeccién esplénica (fase aguda de
infeccion) y el final de la fase crénica de la infeccion de la cepa parental B. ovis PA en ratén (Caro-Hernandez et
al., 2007; Martin-Martin et al., 2012). La metodologia empleada para los estudios de virulencia en ratdn se
detalla en el Apartado 10.2. de Materiales y Métodos.

No se observaron diferencias significativas en el nivel de colonizacion esplénica, ni en el tamafio de los
bazos, de los animales inoculados con las cepas AbepC y AugpB respecto a los inoculados con la cepa parental.
Tanto B. ovis PA como los mutantes presentaron recuentos de aproximadamente 7 Log de UFC/bazo a las 3
semanas p.i. Alcanzada la semana 7 p.i. se observd una disminucion en los niveles esplénicos de
aproximadamente 1 Log. Por Gltimo, todos los animales presentaron bazos de peso similar a ambos tiempos p.i.
(Tabla X).

Tabla X. Colonizacion esplénica de B. ovis PA vy los mutantes AbepC y AugpB derivados, en ratones
BALB/c inoculados via IP a una dosis de 2 x 10° UFC/raton.

Log UFC/bazo (media + DE) pesode bazos (g) (media t DE)
semana 3 p.i. semana 7 p.i. semana 3 p.i semana 7 p.i
B. ovis PA 6,90+ 0,16 5,74+0,59 0,167+ 0,02 0,170+0,05
bepC-M 7,05+0,43 5,78+0,68 0,173+ 0,05 0,224+0,09
ugpB-M 6,86+0,73 5,94+0,14 0,166+ 0,07 0,204+0,04

Se muestran los niveles de infeccion esplénica en ratones BALB/c obtenidos a las semanas 3 y 7 p.i.,
expresados como la media + DE (n=5) del Log UFC/bazo, junto con el peso de los bazos (expresado en
gramos) de los ratones infectados con cada una de las cepas porvia IP.

1.5. Anadlisis de la transcripcién de los genes bepC y ugpB en B. ovis PA

Teniendo en cuenta las diferencias entre los resultados obtenidos con los mutantes AbepC y AugpB de B.
ovis y los mismos mutantes de B. suis (Castafieda-Roldan et al., 2006; Posadas et al., 2007), se llevd a cabo el
analisis de la transcripcion de ambos genes en B. ovis PA mediante RT-PCR a punto final, con los cebadores y
condiciones que se detallan en el Apartado 2.3. de Materiales y Métodos.

Tras la amplificacion mediante PCR del ADNc correspondiente, se confirmé que los genes bepC y ugpB se
transcriben en B. ovis PA (Figura 15). Asi, en las condiciones y técnica empleada, se observo tanto el transcrito
de estos genes, como el del control de expresion constitutivo. Adicionalmente, se amplificaron los genes bepC y
ugpB de B. ovis PA mediante PCR y se secuenciaron para compararlos con las secuencias correspondientes del
genoma publicado de B. ovis 63/290, puesto que fueron las que se emplearon en este trabajo en el disefio de
cebadores y verificacion de las cepas recombinantes. En la comparacion entre las secuencias correspondientes de
B. ovis PA y B. ovis 63/290, se obtuvo, segun lo esperado, un elevado grado de conservacion entre ambas cepas.
En concreto, se observé un Unico nucledtido de diferencia en el gen ugpB, conducente a la sustitucion de un
aminodacido (datos no mostrados). También se llevaron a cabo comparaciones entre las secuencias de nucleétidos
y aminoacidos de B. ovis PA con las secuencias publicadas del genoma de B. suis 1330. En este andlisis se
observé en la region intergénica tanto de bepC como de ugpB de B. ovis PA, una diferencia de uno y dos
nucleétidos, respectivamente, respecto a la secuencia de B. suis 1330. La comparacién de la secuencia de
aminodcidos de las proteinas BepC y SP41 de B. ovis PA mostrd, respectivamente, uno y cinco aminoéacidos de
diferencia respecto a la secuencia publicada de las correspondientes proteinas de B. suis 1330.
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1.6. Analisis de la fuerza de la regién promotora del gen bepC de B. ovis

La ausencia de atenuacion en la virulencia del mutante AbepC de B. ovis PA (Tabla X), asi como su
comportamiento similar al de la cepa parental en los ensayos de sensibilidad a distintos compuestos (Tabla 1X),
contrasta con los resultados previamente obtenidos para el mutante de B. suis 1330 (Posadas et al., 2007). Para
evaluar si estas diferencias entre cepas podrian estar relacionadas con distintos niveles de transcripcion del gen
bepC, y considerando que se detecté una diferencia de un nucleétido en la hipotética regiéon promotora del gen
entre B. suis 1330 y B. ovis PA (Apartado 1.5. de Resultados), se decidi6 evaluar la fuerza de los promotores
bepC en las dos cepas de Brucella. Para ello se construyeron fusiones del gen lacZ con las secuencias
promotoras hipotéticas del gen bepC de B. ovis PA y de B. suis 1330 (como control) y se clonaron en el
plasmido pRS415 (Apartado 3.1. de Materiales y Métodos).

Como resultado de la electroporacion de E. coli TG1 con los plasmidos recombinantes pRSpbepCPA y
pRSpbepC1330, se obtuvieron las cepas TG1 portadoras de los mismos. La secuenciacién de las regiones
promotoras fusionadas, amplificadas por PCR con el cebador universal del plasmido pRS415 y el cebador
PECoRIpBru-F (hibridacion en el extremo 5” de la region clonada) (Tabla 111y 1V) proporcioné los resultados
esperados, sin observarse modificaciones no deseadas en la secuencia nucleotidica, respecto a las secuencias
publicadas del gen bepC para B. ovis 63/290 y B. suis 1330 (BOV_0938 y BR_0945, respectivamente). El
resultado del alineamiento de las secuencias obtenidas para cada fusidn se recoge en la Figura 16. En ella se
puede observar, en color marrén, como la secuencia nucleotidica de las regiones promotoras de B. ovis PA y B.
suis 1330 son practicamente idénticas, con un solo nucleétido de diferencia entre ambas especies; Guanina en
PA y Adenina en 1330, localizado a una distancia de 7 nucleétidos (direccion 5°-37) de la caja reguladora -10.
Este nucle6tido de diferencia a nivel de la region promotora de B. ovis PA esta presente en todos los genomas
que se encuentran disponibles de esta especie (datos no mostrados).



Resultados 73

secuencia plasmido pRS415  sitio EcoRI secuencias regiones promotoras bepC  cajareguladora— 35

mutacion cajareguladora—10 sitio BamHI sitio_union ribosoma lacZ lacZ

fusién pbepCl330  CTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGRAGCAACGGCCCG 60
fusién_phepCPA CTCTCCTGAGTAGGACARATCCGCCGGGEAGCGEATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCG 60
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  GAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATARACTGCCAGGAATTGGGGATCGGAATTCGCAC 120
fusién_phepCPA GAGGGTGEGCEGECAGGACGCCCGCCATARACTGCCAGGRAATTGGGGATCGEAATTCGCAC 120
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  CCTATGATGTTATTTTCATCGRAGGTGCAGTTGATTTCGTCCCGGACGTTCTGTTCAATC 180
fusién_phepCPA CCTATGATGTTATTTTCATCGARGGTGCAGTTGATTTCGTCCCGGACGTTCTGTTCAATC 180
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  AGCTCRAGGRAGGCGGTCGCCTGGTTGCGGTCGAAGGCCGTGGRRATGCGGGCGTTGCEE 240
fusién_phepCPA AGCTCAAGGAAGGCGETCGCCTGETTGCGETCGAAGGCCETGGARATGCGGECGTTGCGE 240
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  GICTTTACGTCAAGGAAAGCGGCGTGGCTTCCGGGCGTACCGTTTTCARTGCAGCGATCE 300
fusién_phepCPA GTCTTTACGTCAAGGARAGCGECGTGECTTCCGGECGTACCGTTTTCAATGCAGCGATCA 300
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  AACCGCTCCCCGGTTTCGAGTGTGRAGAGCAGTTCGAATTTTAATTCGGGAATIGGTACR 360
fusién_phepCPA AACCGCTCCCCGETTTCGAGTGTGAAGAGCAGTICGAATTTTAATTCGGGAATTGGTACE 360
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  ATTCTGCRACGTTGTGAAATTTGTTTGTGRATGCGGGCTTGGCGACRATGGARATGACCC 420
fusién_phepCPA ATTCTGCAGCGTTGTGAAATTTGTTTGTGAATGCGGECTTGECGACAATGGARATGACCC 420
s S S S S SR S E S S S SSS S St SRS SRS RS EEEEEE S
fusién pbepCl330  GGTTTACGGGTTACTARATTTCCCGRACTGGTCGGTTCGATGATGGATTCGTTGGATCCG 480
fusién_phepCPA GGTTTACGGETTACTARATTTCCCGAACTGGTCGETTCGATGATGGATTCGTTGGATCCG 480
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  ACRACCGATGRAAGCGGCGACGCGCAGTTAATCCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCR 540
fusién_phepCPA ACAACCGATGAAAGCGGCGACGCGCAGTTAATCCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGECGECR 540
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepC1330  TTTTAACTTTCTTTATCACACAGGAARCAGCTATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCG 600
fusién_phepCPA TTTTAACTTTCTTTATCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCG 600
A A A A AN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A NI AN AN I A NI NI A NRN
fusién pbepCl330  TCGTTTTACRACGTCGTGACTGGGRARRACCCTGGCGTTACCCRACTTRAATCGCCTTGCAG 660
fusién_phepCPA TCGTTTTACRAACGTCGTGACTGGGARAACCCTEGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAG 660

fusion pbepC1330+/lacZ

fusion pbepCPA + lacZ
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i
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Figura 16. Representacion del alineamiento de las secuencias nucleotidicas correspondientes a la fusion del gen
lacZ con las regiones promotoras del gen bepC de B. suis 1330 y B. ovis PA, flanqueadas por los sitios de
restriccion EcoRI y BamHI y clonadas en el plismido pRS415. Secuencias provenientes de los pliasmidos
PRSpbepC1330 v pRSpbepCPA de cepas de E. coli TG1 portadoras de los mismos. En la parte superior de la figura se
indica la simbologia de los distintos elementos presentes entre el extremo 5° y el 3° de las regiones promotoras de bepC
de B. suis 1330 (pbepC1330) v B. ovis PA (pbepCPA) clonadas (en marrén verdoso). En la parte inferior se muestra una
representacion esquematica de las fusiones realizadas.
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Una vez verificadas las secuencias de las fusiones, se midio la hidrolisis del sustrato cromogénico ONPG
(o-nitrofenol) por parte la enzima f-galactosidasa regulada por los promotores fusionados en los plasmidos
pRSpbepCPA y pRShepC1330. Esta

actividad enzimatica (expresada en 2000 -
Unidades de Miller, UM) se utilizé T
como medida de la fuerza de los e 6000 +
promotores de B. ovis PA y B. suis 1330 2 T 5000 -
(Apartado 3.2. de Materiales vy e =
Métodos). T % 4000 -
En la Figura 17 se recogen las &“'S
UM de actividad pB-galactosidasa E E 3000 1
producidas por las  diferentes % ~ 2000
construcciones. La cepa de E.coli <
portadora del plasmido pRS415 vacio, 1000 ~
segln lo esperado, no mostrd actividad 0
B-galactosidasa, mientras que la PRS415 pbepC1330  pbepCPA

actividad mostrada por las cepas

portadoras de las fusiones alcanzé, en Figura 17. Actividad p-galactosidasa (Unidades Miller) de las

cepas de E. coli TG1 portadoras de fusiones lacZ con las regiones

ambo? Casos, niveles de promotoras hipotéticas del gen bepC de B. suis 1330 (pbepC1330)
aproximadamente 6000 UM, no y B. ovis PA (pbepCPA) clonadas en el plasmido pRS415. Se
observandose por tanto, diferencias representa la media + DE de la actividad p-galactosidasa en Unidades
significativas entre la fuerza del de Miller mostrada por cepas de E. coli TG1 portadoras del plasmido

pRS415 vacio (pRS415, control negativo), plasmido pRSpbepC1330

promotor de bepC de B. ovis PA'y de B. : )
v pRSpbepcPA en tres ensayos independientes.

suis 1330 en las condiciones empleadas.

2. Construccion, caracterizacion y evaluacion preliminar de la virulencia de un panel de mutantes
multiples en genes relacionados con la membrana externa

La ausencia de atenuacién de los mutantes AbepC y AugpB de B. ovis PA se suma a resultados obtenidos
previamente con mutantes de la misma cepa para otros genes relacionados con la ME (Caro-Hernandez et al.,
2007; Martin-Martin et al., 2012; Sancho et al., 2014; Sidhu-Mufioz et al., 2016), algunos de los cuales si
presentan atenuacién en cepas lisas de Brucella. Con el objetivo de profundizar en el conocimiento de las
particularidades de la ME de B. ovis y de la relevancia de sus componentes para la virulencia, asi como de
desarrollar una vacuna atenuada, que de ser posible permia la diferenciacion seroldgica entre animales
vacunados e infectados, se construyé un panel de mutantes maltiples con combinaciones de distintos genes que
se mencionan a continuacion.

Por una parte, se incluyé como mutacién preferente la del gen omp31, que codifica una OMP mayoritaria y
que, ademas, se ha descrito como un antigeno prometedor para el diagnéstico de infecciones causadas por B. ovis
(Kittelberger et al., 1998; Vizcaino et al., 2001). Otra de las mutaciones preferentemente incluidas fue la del gen
cgs, implicado en la sintesis de CBG (Ifion de lannino et al., 1998; Briones et al., 2001). El mutante Acgs de B.
ovis PA previamente construido presenté una baja colonizacion esplénica en ratén cuando se inoculé por via IP a
una dosis de 10° UFC/ratén (Martin-Martin et al., 2012), pero cuando se inoculé a una dosis de 10® UFC/ratén
presentd una curva de multiplicacién esplénica similar a la de la cepa parental en la dosis inferior de 10°
UFC/ratdn (Sancho., 2014). Otros genes diana de interés fueron los genes omp25 y omp25c¢ (Martin-Martin et
al., 2009) que también codifican OMPs mayoritarias en B. ovis PA. Los mutantes disponibles para estos genes, y
que no estaban atenuados en raton, se habian obtenido por reemplazamiento con “cassette” de resistencia a
kanamicina (Caro-Hernandez et al., 2007), por lo que en este trabajo se han construido siguiendo la metodologia
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descrita en el Apartado 4.1. de Materiales y Métodos) para poder establecer adecuadamente las comparaciones
entre los distintos mutantes. Se incluyen también en la mutagénesis multiple, los genes ompl10 y omp19, que
codifican dos lipoproteinas de ME (Tibor et al., 1999) y los genes bepC y ugpB.

2.1. Obtencién del panel de mutantes.

Por un lado, se construyeron los plasmidos pNV250VL02 y pNV25cOVL02 con los que se electropord la
cepa parental B. ovis PA. Tras el primer entrecruzamiento simple se obtuvieron las cepas omp25-1 y omp25c-I
(Tabla VI), portadoras de una copia mutada y otra silvestre del gen omp25 y omp25c, respectivamente. El
segundo entrecruzamiento dio lugar a las cepas mutantes Aomp25 y Aomp25c, junto con las correspondientes
cepas revertidas al genotipo silvestre. Dichos mutantes y plasmidos se emplearon como base para la obtenciéon de
mutantes multiples que incluyeran inactivaciones en los genes omp25 y omp25c. La delecion de dichos genes se
verifico en cada uno de los mutantes mediante la amplificacién por PCR de los loci correspondientes en dos
reacciones paralelas i) empleando cebadores externos al gen de interés y ii) una reacciéon con uno de los
cebadores externos (Tabla 111) y otro interno a la region a eliminar (Tabla 1V).

Los resultados de las electroforesis de los productos de PCR obtenidos en la verificacién de los mutantes
Aomp25 y Aomp25¢ (M), las cepas con el plasmido integrado en el cromosoma (1) y cepas revertientes (R)
correspondientes, junto con la cepa parental B. ovis PA (PA), se recogen en las Figura 18. Para cada uno de los
genes implicados en el proceso de mutacién se obtuvieron los resultados esperados, tomando como referencia el
genoma publicado de B. ovis 63/290. En la verificacion del inactivacién del gen omp25, empleando la
combinacion 25MUTZ-F/25MUTZ-R se obtuvo una banda Unica de 1695 pb en B. ovis PA y la cepa omp25-R,
una de 1168 pb en el mutante omp25-M, mientras que en la cepa omp25-1 se obtuvo una banda de 1695pb y otra
de 1168 pb (Figura 18A, gel azul). La amplificacién con los cebadores 25MAT y 25MUTZ-R resulté en una
banda amplificada de 934 pb para las cepas B. ovis PA, omp25-1 y omp25-R. Como era de esperar, no se obtuvo
amplificacién en la cepa mutante omp25-M (Figura 18A, gel verde).

Respecto al gen omp25c las bandas amplificadas con la combinacién 25cdMUT-F/25cMUT-R fueron de
1852 pb en B. ovis PA y la cepa omp25¢-R; en el mutante omp25¢c-M el tamafio observado fue de 1196 pb y en
la cepa omp25c¢-1 se visualizaron dos bandas, de los tamafios observados en PA/R y omp25¢-M (Figura 18B, gel
azul). Como era de esperar, la combinacion de cebadores 25cMAT/25cMUT-R no amplificd en el mutante
omp25c-M, mientras que en el resto de cepas se observé una banda amplificada de 1049 pb (Figura 18, gel
verde). Todos estos resultados coinciden con lo esperado segun se representan en los apartados Ay B de la
Figura 18. La delecion de los genes omp25 y omp25c en los mutantes generados se confirmé mediante la
realizacion de reacciones de PCR con los cebadores 25A-F+25MUTZ-R y 25cd-F2+25c¢-R2, respectivamente.
La secuenciacion de las regiones cromosdmicas amplificadas proporcioné los resultados esperados, no
observandose modificaciones no deseadas en la secuencia nucleotidica.

Por otro lado, se construyeron mutantes multiples en genes relacionados con la ME de Brucella. Para la
obtencién de dichos mutantes se emplearon los plasmidos pNVSP410VL02, pNV100VL02, pNV190VL02,
PNV25cOVL02, pPS310VLO02 y pNVcgsOVLO03, con los que se transformaron, en diferentes combinaciones,
mutantes en OMPs de B. ovis PA obtenidos en este trabajo y otros disponibles en nuestro laboratorio. Se decidio6
inactivar simultdneamente los genes de las lipoproteinas Omp10 y Omp19, empleando para ello como base el
mutante Aompl9 y el mutante Aompl0, respectivamente. Tras obtenerse las cepas omplO/ompl9-1 y
omp19/ompl10-I (Tabla VI), el segundo entrecruzamiento siempre dio lugar al genotipo inicial del mutante
simple, no consiguiéndose obtener ningln mutante doble en ambos genes. También de manera simultanea, se
decidid delecionar los genes de las proteinas mayoritarias Omp25 y Omp31. Tras mdltiples intentos, no fue
posible conseguir el reemplazamiento del gen omp31 en el mutante Aomp25 ya que en el segundo
entrecruzamiento siempre se obtuvo la reversion al mutante simple inicial.
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Figura 18. Verificacion genotipica de B. ovis-pNV250VL02-M (Aomp25) y B. ovis-pNV25cOVLO02-
M (Aomp25c¢) mediante PCR. Esquema del genotipo relativo a los genes omp25 y omp23c que
presentan la cepa parental (PA), las cepas mutantes omp25-M y omp25c-M (M), las cepas con el
plasmido integrado omp25-I v omp25¢-I (I) y las cepas revertientes omp25-R y omp25¢c-R (R). A.
Resultados obtenidos en la amplificacion por PCR del locus omp23 en las cepas PA, M, I y R con dos
parejas de cebadores: 25MUTZ-F + 25MUTZ-R (flechas y letras azules) y 25MAT + 25MUTZ-R
(flechas y letras verdes) (subrayado cebador interno a la zona delecionada del gen omp25). B.
Resultados obtenidos en la amplificacion por PCR del locus omp25¢ en las cepas PA, M, I y R con dos
parejas de cebadores: 25¢cdMUT-F vy 25¢cMUT-R (flechas y letras azules) v 25¢cMAT + 25¢cMUT-R
(flechas y letras verdes) (subrayado cebador interno a la zona delecionada del gen omp25¢). Los carriles
denominados 1kb corresponden al patrén de ADN Ex4CTgene 1 kb de Fisher.
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Como mutantes doble se obtuvieron las cepas AbepCAugpB, Aomp25Aomp25c, Aomp25Acgs,
Aomp31Acgs, AomplOAupgB, Aompl9AugpB, AomplOAomp3l, Aomp3lAompl0, Aomp31lAompl9,
Aomp31AbepC y Aomp3lAugpB. Los mutantes triples obtenidos fueron Aompl0Aomp3lAomp25c,
Aomp31Aompl0Aomp25¢c y Aompl0AugpBAomp31. Las caracteristicas mas relevantes de las cepas obtenidas se
recogen en la Tabla VI.

La delecion de los genes en cada uno de los mutantes multiples obtenidos se confirmd mediante la
amplificacién por PCR de los loci correspondientes, en dos reacciones paralelas (Apartado 5 de Materiales y
Métodos); una empleando dos cebadores externos al gen de interés y otra reaccién con uno de los cebadores
externos (Tabla I11) y otro interno a la region a eliminar (Tabla 1V). A modo de ejemplo representativo de la
verificacion realizada en los diferentes mutantes maltiples, se recogen los resultados de las electroforesis de los
productos de PCR obtenidos con el mutante triple Aomp10AugpBAomp31 (Figura 19).
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Figura 19. Verificacién genotipica del mutante triple Aormpl OAugpBAomp31 de B. ovis PA mediante
PCR. Esquema del genotipo relativo a los genes onpI0, ugpB y omp31 que presentan la cepa parental (PA) y
la cepa mutante 10/ugpB/31-M (M). A. Resultados obtenidos en la amplificacion por PCR de los loci
comrespondientes con una pareja de cebadores que hibridan en regiones extemas al gen a eliminar (flechas v
letras azules): 1) locus onpI0 (ompl0MUT-F+omp10MUT-R), 2) locus ygpB (SP41-Sec+SPAIMUT-R2), 3)
locus omp3] (3IMUT-F+31MUT-R). B. Resultados obtenidos en la amplificacion por PCR. de los locus
comrespondientes con una pareja de cebadores que inchuyen uno externo y otro que hibrida en el interior de la
region a eliminar (subrayado) (flechas y letras verdes): locus onpl 0 (omp10-F3+omp10MUT-R), locus ugpB
(SP41-Sec+SP41-R4), locus omp3] (3IMAT+31IMUT-R). Los caniles denominados 1kb corresponden al
patron de ADN ExACTgene 1 kb de Fisher.
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Tras las reacciones de amplificacion de los genes ompl0, ugpB y omp31l, en B. ovis PA (PA) y en el
mutante triple (M), se obtuvieron los resultados esperados Asi, tras la amplificacion del gen omp10 con los
cebadores omp1lOMUT-F+ompl0MUT-R se obtuvo una banda Unica de 1820 pb en la cepa parental y otra de
menor tamafio, 1517 pb, en el mutante (Figura 19A, carriles PA;, M,). De manera similar, la amplificacion del
gen ugpB con los cebadores SP41-Sec+SP41MUT-R2 en la cepa parental y en el mutante resultéd en un tamafio
de banda de 2162 pb y otro de 910 pb, respectivamente (Figura 19A, carriles PA,, M,). Respecto a la
amplificacion del gen omp31 con los cebadores 31IMUT-F+31MUT-R, los tamafios observados en PA/M fueron
de 1406 y 734 pb (Figura 19A, carriles PA;, Ms). Como era de esperar, el empleo de la combinacion de
cebadores que incluia la zona interna de los genes diana no produjo ningun producto de amplificacion en el
mutante (Figura 19B, carriles My , 3) y en la cepa parental se observd un perfil de banda Unica (Figura 19B,
carriles PA; , 3). En concreto, la amplificacion de los loci omp10 (omp10-F3+ompl0MUT-R), ugpB (SP41-
Sec+SP41-R4) y omp31 (31MAT+31MUT-R) result6 en la cepa parental, en una banda para cada locus de
tamafio 1014, 476 y 953 pb, respectivamente (Figura 19B, carriles PA; , 3). Todos estos resultados coinciden
con la referencia tomada del genoma publicado de B. ovis 63/290 (ATCC 25840).

Una vez confirmada la correcta delecion de los genes en las cepas obtenidas, se determinaron las UFC/ml
gue presentaban suspensiones bacterianas de DOggo 0,2 de cada mutante (Tabla XI). Dicha relacion se tuvo en
cuenta en la preparacion de in6culos bacterianos en los experimentos in vivo e in vitro.

No se observaron diferencias en el crecimiento de los mutantes simples Aomp25, Aomp25c, ni en el
mutante doble AbepCAugpB respecto a los recuentos de UFC/mI obtenidos en la cepa parental. Los recuentos de
UFC/ml fueron significativamente menores a los de B. ovis PA en el resto de cepas, aunque en los mutantes
Aomp10AugpB y Aomp19AugpB las diferencias no fueron dréasticas (Tabla XI). Sin embargo, las colonias de
estas dos cepas empezaron a visualizarse a partir de las 72 horas de incubacion, lo que supone un retraso de 24
horas respecto a B. ovis PA, obteniéndose colonias de tamafio ligeramente inferior (evaluado a los 6 dias de
incubacion), siendo este comportamiento similar al de los mutantes Aomp10 y Aompl9 (Sidhu-Mufioz et al.,
2016). El doble mutante Aomp25Aomp25¢c mostrd recuentos significativamente inferiores a los de la cepa
parental y también diferencias significativas respecto al mutante simple inicial Aomp25 (p<0,012). En cambio,
los mutantes dobles Aomp10Aomp31, Aomp31Aompl9, Aomp31AbepC, Aomp3lAugpB y el mutante triple
Aompl10AugpBAomp31 mostraron un crecimiento en medio solido similar al mutante simple Aomp31. Las
mayores diferencias de UFC/ml se observaron en las cepas Aomp25Acgs, Aomp3lAcgs,

Aompl0Aomp31Aomp25¢ y
Aomp31Aomp10Aomp25c¢ (aproximadamente 3 x 10° PA

omp31/cgs-M

UFC/mI) respecto a la cepa  parental
(aproximadamente 1 x 10° UFC/ml). También se
observé un retraso en la aparicion de las colonias en
todos los mutantes multiples, visualizdndose en el
caso de mutantes Aomp31Acgs,
Aompl0Aomp31Aomp25c,

Aomp31Aompl0Aomp25¢c y Aompl0AugpBAomp3l a
partir de las 96 horas de incubacién, lo cual supone un
retraso de 48 horas con respecto a la cepa parental.

) . 10/ugpB/31-M 10/31/25¢-M
En la Figura 20 se muestran las colonias de los
mutantes Aomp31Acgs, Aompl0Aomp31lAomp25¢c y Fig‘“"ali'gs Colonias de B 2}“ PAy de ';’S mutantes
. . . Aomp3. s Aonpl 0AugpBAonmp3 y
AomplOéungAompBl, tra§ 6 dias de m_cubacpn, Aompl0Aomp31Aomp25c derivades. Se muestran s
como ejemplo representativo de las diferencias oolonias obtenidas en medio TSA-YE-HS tras 6 dias de
observadas en el crecimiento en medio solido de las incubacion a 37°C en atmosfera con 5% de CO,.

cepas obtenidas en este trabajo.
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Tabla XI. Recuentos de UFC/ml de una suspension en PBS
de DO g, 0.2 de B. ovis PA y los mutantes obtenidos en este

trabajo.
Log UFC/ml
media *
DE(n=3)
PA 9,09+ 0,04
omp10-M 8,84+ 0,04¢
omp19-M 8,92+ 0,05¢
omp31-M 8,80+0,10t
cgs-M 8,88+ 0,08¢
bepC/ugpB-M 9,10+ 0,05
omp25-M 9,08+ 0,07
omp25c-M 9,05+0,01
omp25/omp25¢c-M 8,82+0,06"
ompl10/omp31-M 8,79+0,072
omp10/ugpB-M 8,91+0,06°
omp19/ugpB-M 8,88+0,03¢
omp31/omp19-M 8,78+0,042
omp25/cgs-M 8,56+0,062
omp31/cgs-M 8,49+0,092
omp31/bepC-M 8,80+0,04¢
omp31/ugpB-M 8,82+0,06"
10/31/25¢-M 8,49+ 0,042
31/10/25c¢-M 8,39+0,032
10/ugpB/31-M 8,76+0,182

Comparaciones estadisticamente significativas con la
cepa parental (PA) mediante el test PLSD: 2P<0.0005;
bp<0,005; <P<0,05

2.2. Evaluacion preliminar de la virulencia en modelo murino

Con el objetivo de seleccionar cepas atenuadas para posteriores analisis encaminados a evaluar su potencial
como vacunas, se llevo a cabo un cribado preliminar del panel de mutantes en base a su virulencia in vivo. Las
cepas se inocularon a una dosis de 1 x 10° UFC/rat6n considerando estudios previos realizados con mutantes en
proteinas mayoritarias de la ME de B. ovis (Caro-Hernandez et al., 2007; Sancho., 2014), y se analizé su
colonizacién esplénica a las semanas 3 y 7 p.i. (Apartado 10.2. de Materiales y Métodos). Estos tiempos se
corresponden con el de la fase aguda y la fase crénica de la infeccion, respectivamente, para la cepa parental B.
ovis PA en raton. Para la preparacion de las dosis se tuvieron en cuenta las diferencias observadas en los
recuentos de UFC de las distintas cepas para la misma DOgq (Tabla XI1).

En experimentos de virulencia previamente realizados (dosis de inoculacién 10° UFC/ratén), se observé
una marcada atenuacion para el mutante Acgs de B. ovis PA a las semanas 3 y 7 p.i (Martin-Martin et al., 2012)
mientras que los mutantes simples Aomp31, Aompl0 y Aompl9 mostraron niveles de infeccidon esplénica
similares a los de la cepa parental en estos mismos puntos de muestreo (Sancho., 2014; Sidhu-Mufioz et al.,
2016). Los mutantes multiples con el gen cgs delecionado (Aomp25Acgs y Aomp31Acgs), como era de esperar,
mostraron una elevada atenuacion (Figura 21), similar a la observada anteriormente para el mutante simple Acgs
(Martin-Martin et al., 2012). Los mutantes simples no polares Aomp25 y Aomp25c¢, mostraron una colonizacion
esplénica similar a la cepa parental (Figura 21) y a los mutantes Aomp25c y Aomp25c¢ obtenido anteriormente
por reemplazamiento con un cassette Kan' (Caro-Herndndez et al., 2007). Tampoco el doble mutante
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Aomp25Aomp25¢, que carece de dos OMPs mayoritarias en B ovis PA (Martin-Martin et al., 2009), mostro
atenuacion en las condiciones analizadas (Figura 21). Resultados similares se obtuvieron con el doble mutante
AbepCAugpB y dobles mutantes para el gen omp31, que codifica una OMP mayoritaria, en combinacion con
bepC, ugpB o los genes omp10 y omp19 que codifican dos lipoproteinas de ME. La delecion combinada de ugpB
con omp10 o con omp19 tampoco condujo a una disminucién de la virulencia de B. ovis PA (Figura 21).

Como se observa en la Figura 21, transcurridas 3 semanas p.i. los animales inoculados con los mutantes,
Aompl0Aomp31Aomp25¢ y Aomp31lAompl0Aomp25¢, que tienen delecionados los mismos genes en distinto
orden, mostraron recuentos esplénicos marcadamente inferiores a los obtenidos con B. ovis PA. Las diferencias
observadas fueron superiores a 4 Log de infeccion. A la semana 7 p.i., la colonizacion esplénica de los mutantes
Aompl0Aomp31lAomp25¢c y Aomp31lAompl0Aomp25¢ fue inferior a la de B. ovis PA pero mas irregular que la
observada a la semana 3 p.i. Una marcada atenuacion se observé en el mutante Aompl0AugpBAomp31, cuya
presencia en el bazo no se detectd en ninguno de los tiempos analizados.

Colonizacidon esplénica en la semana 3 p.i.
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Figura 21. Analisis preliminar de la virulencia en ratones BALB/c del panel de mutantes (simples y
miiltiples) en genes relacionados con la ME de B. ovis PA obtenidos en este trabajo. Se muestran los niveles
de infeccion esplénica a las semanas 3 y 7 p.i., expresados como la media £ DE (n=2) del Log UFC/bazo de los
ratones infectados con cada una de las cepas via por IP a una dosis de 10® UFC/raton. Simbologia: Cepa parental
virulenta B. ovis PA (PA, barras negras); diferencia con PA de 0-2 Log de UFC/bazo (barras blancas); diferencia

con PA de 2-6 Log UF/bazo (barras grises).
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2.3. Caracterizacion topoldgica de la superficie celular mediante ELISA indirecto con anticuerpos
monoclonales

Teniendo en cuenta los resultados preliminares de virulencia en raton de los distintos mutantes y el interés
para un mejor conocimiento de la envuelta celular se realiz6 un estudio de la topologia de la superficie
bacteriana empleando un panel de MAbs (Tabla V1) especificos frente a distintos componentes de la ME y del
periplasma de Brucella. Para ello se emple6 la técnica de i-ELISA (Apartado 8 de Materiales y Métodos) con
los mutantes simples Aompl0, Aompl9, Aomp25, Aomp25c, Aomp31l, Acgs y los mutantes multiples
Aomp25Aomp25c, omp25Acgs, Aomp31Acgs, Aomp31Aompl9, Aompl0AugpBAomp3l,
Aompl0Aomp3lAomp25¢c y Aomp3lAomplOomp25c. A continuacién se describen los resultados mas
significativos de la caracterizacion realizada.

En primer lugar, no se observaron, diferencias respecto a la cepa parental, en la reactividad de los
anticuerpos frente a R-LPS o PG en ninguna de las cepas analizadas (Figuras 22-24). Ademas, segln lo
esperado, el patrén de reactividad en los mutantes analizados fue coherente con las inactivaciones realizadas (en
el caso de disponibilidad de MADbs). Concretamente en las cepas Aomp25, Aomp25Acgs y Aomp25Aomp25c¢ se
observé una reactividad del MAb FO5 (anti-Omp25) similar a la del correspondiente blanco (tampon de dilucion)
y un patron de reactividad similar al de la cepa parental para el resto de epitopos analizados (Figura 22).
También se observé una reactividad similar al blanco para los MAbs C10 (anti-Omp10), D06 (anti-Omp19) y
G10 (anti-Omp31) con los mutantes en los que se inactivaron los genes ompl0, ompl9 y omp3l,
respectivamente (Figuras 23-24). En el mutante Acgs, al igual que en el doble mutante AbepCAugpB (datos no
mostrados), se observé un perfil de reactividad similar al de la cepa parental frente a los epitopos analizados
(Figura 23).

En este analisis se evidenciaron, ademas, diferencias en el patron de reactividad frente a epitopos de
proteinas no implicadas en el proceso de mutagénesis. Asi, tanto en el mutante Aomp31 como en los mutantes
multiples con el gen omp31 delecionado (Aompl0AugpBAomp31, AomplOAomp31lAomp25c, Aomp3lcgs y
Aomp31Aomp19), se observé una mayor reactividad del MADb FO5 (anti-Omp25), registrandose valores de DOyg
de aproximadamente el doble de los observados en B. ovis PA para el mismo anticuerpo (Figura 23-24). Junto a
este hecho, se evidencié una mayor reactividad del MAb B02 (anti-BP26) en el mutante Aomp31Aomp19
(Figura 24 C) y en el mutante simple Aomp19 (Figura 24 B). En cambio, esto no se observo en el mutante
simple Aomp10, cuyo perfil fue similar al de la cepa parental respecto al resto de epitopos no incluidos en la
inactivacion (Figura 24 A). El mutante Aomp31Aompl0Aomp25c, como era de esperar, mostrd un perfil de
reactividad idéntico al mutante Aomp10Aomp31Aomp25¢ (Figura 23 E) en todos los epitopos analizados (datos
no mostrados).

A la vista de los resultados observados se decidid exponer a las correspondientes cepas portadoras de la
inactivacion en el gen omp31 a un panel de distintos MAbs anti-Omp25 y a las que portaban la inactivacion en el
gen omp19, a un panel de MAbs anti-BP26.

Segun se detalla en la Figura 25, tras la exposicion de las cepas mutantes a la seleccion de MAbs
mencionada, se confirmaron las diferencias anteriormente observadas. Asi, en el analisis con los anticuerpos
anti-Omp25, de nuevo se observé una reactividad superior con el MAb FO5 en el mutante Aomp31 y aquellos
derivados de esta inactivacion (Figura 25 A), respecto a la cepa parental. La reactividad registrada con el MAb
CO09 fue también més elevada en todos ellos y las mayores diferencias se observaron con el MAb A02. Este
mostré un claro incremento de reactividad con los mutantes analizados mientras que fue el menos reactivo con
B. ovis PA.

Por otro lado, el mapeo con los MAbs especificos frente a la proteina periplasmica BP26 (Figura 25 B)
volvié a evidenciar una mayor intensidad de la reacciéon del MAb BO02 con los mutantes Aompl9 y
Aomp31lAomp19. Ademads, se registraron valores de DO superiores a los observados en B. ovis PA, con los
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MAbs A10, HO5 y FO3 en estas mismas cepas. No se observaron grandes diferencias de la reactividad entre los
MADbs anti-BP26 empleados.

Anti PG: A76/03D06/A09 Anti Omp10: A68/07G11/C10 Anti Anti Omp25: A18/13D02/F05
AntiR-LPS: A68/03F03/D05  Anti Omp16: A76/08C03/G03 Anti BP26: V78/09B12/B02
Anti Omp2b: A68/15806/C08 Anti Omp19: A76/18B02/D06 Anti Omp31: A59/10F09/G10
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Figura 22. Topologia de la superficie bacteriana de los mutantes omp25-M, omp25c-N, omp25/omp25c-M
y omp25/cgs-M mediante i ELISA con MAbs frente a distintas Omps, proteina periplismica BP26,
lipopolisacarido rugoso (R-LPS) y peptidoglucano (PG). Se representa la reactividad cada MAb con células
inactivadas y sonicadas de B. ovis PA (barras grises) y los mutantes correspondientes (barras blancas). Los
resultados se expresan como la media de la DO 45, + DE de tres pocillos, tras eliminar el valor del blanco (tampdn
de dilucion). En la parte superior de la figura se recoge el nombre del MADb utilizado para cada epitopo.
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Figura 23. Topologia de la superficie bacteriana de
los mutantes omp31-M, cgs-M, omp3l/cgs-M,
ompl10/ugpB/omp31-M y ompl0/omp31/omp25c-M
mediante ELISA indirecto con MAbs frente a
distintas Omps, proteina periplasmica BP26,
lipopolisacarido rugoso (R-LPS) y peptidoglucano
(PG). Se representa la reactividad cada Mab con
células inactivadas y sonicadas de B. ovis PA (barras
grises) y de los mutantes (barras blancas). Los
resultados se expresan como la media de la DO 45, =
DE de tres pocillos, tras eliminar el valor del blanco
(tampodn de dilucion). En la parte superior de 1a figura
se recoge el nombre del MAb utilizado para cada
epitopo.
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3. Estudio de las propiedades de la ME y de la virulencia en modelos celulares y en raton de los mutantes
seleccionados tras la caracterizacion preliminar

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el cribado preliminar y la predominancia de la mutacion en el
gen omp31, como marcaje serologico diferencial de posibles cepas vacunales, se seleccionaron los mutantes
Aomp31Acgs y Aompl0AugpBAomp3l y Aompl0Aomp3lAomp25¢, para caracterizarlos tanto in vitro como in
vivo y asi poder evaluar con mayor precision su grado/perfil de atenuacion y distintas propiedades relacionadas
con la ME. Junto con ellos y con el fin de poder realizar comparaciones entre cepas que nos ayudaran a
comprender su comportamiento, se llevaron a cabo una serie de ensayos en los que se incluyeron mutantes de la
coleccion generada y otros disponibles en nuestro laboratorio.

3.1. Propiedades de la membrana externa

Se analizé la capacidad de autoaglutinacion en medio liquido y la sensibilidad de las cepas a agentes
antimicrobianos empleados de manera comun en la evaluacion de alteraciones relacionadas con las propiedades
de la ME de Brucella. De este modo se pretendié analizar si la atenuacion observada in vivo podria estar
relacionada con la introduccion de modificaciones en la ME de las diferentes cepas. Los ensayos se realizaron tal
y como se detalla en el Apartado 7 de Materiales y Métodos.
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3.1.1. Capacidad de autoaglutinacion

Para la realizacion de dicho estudio se prepararon suspensiones de cada cepa en medio liquido a una
DOgqo de 0,8 y posteriormente, en incubacion estatica, se fueron analizando las variaciones que sufria este valor
de DOgqp a distintos tiempos (Apartado 7.1. de Materiales y Métodos).

En este ensayo se observd, en comparacién con B. ovis PA, una marcada capacidad de autoaglutinacion
en los mutantes con el gen omp31 inactivado. Este comportamiento fue coherente con lo descrito en trabajos
previos para el mutante Aomp31 de B. ovis PA (Sancho., 2014). La capacidad de autoaglutinacion mas marcada
se observd en los mutantes triples AomplO0AugpBAomp3l y AomplOAomp3lomp25¢ (Figura 26 A).
Concretamente, éste Ultimo alcanzod los mayores niveles de sedimentacion entre las cepas analizadas,
registrandose valores de DOgq inferiores a los de B. ovis PA a las 2 horas en cultivo estatico y valores
aproximadamente del 50 % a las 4 horas. Transcurridas 48 horas esta cepa habia aglutinado completamente en el
fondo del tubo, con un valor del 0,69 % de DOgy. Esta disminucion de la D.O. fue mas marcada que la
observada para el mutante doble AomplOAomp3l (Figura 26 B). En el caso del triple mutante
Aompl10AugpBAomp31l se registraron valores de D.O. aproximados del 72% a las 8 horas y del 15% a las 24
horas. En cambio, el mutante doble Aomp10AugpB se mantuvo en suspension a lo largo del tiempo (Figura 26
B). Los mutantes simples Aomp31 y Acgs presentaron un perfil de sedimentacion similar al del doble mutante
Aomp31Acgs y no se muestran en la figura.

Los mutantes Aomp10Aomp31 y Aomp31Aompl9 mostraron una marcada capacidad de sedimentacion,
observandose en ambas cepas valores D.O. similares a lo largo del tiempo (Figura 26 B).

Por dltimo, los mutantes Aomp25, Aomp25c y el doble mutante Aomp25Aomp25¢c se mantuvieron en
suspension de manera similar a B. ovis PA durante todo el experimento (Figura 26 C).
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3.1.2. Sensibilidad a polimixina B, desoxicolato de sodio y peroxido de hidrégeno

Se realizaron varios ensayos encaminados evaluar si la capacidad de resistencia al efecto bactericida de
ciertos compuestos se veia alterada en las cepas mutantes. Se analiz6 la sensibilidad que mostraban las bacterias
al péptido cationico polimixina B y a desoxicolato de sodio (detergente ani6nico). Para ello, se determinaron las
tasas de supervivencia que presentaban los mutantes tras ser expuestos durante 1 hora a una concentracién en
PBS de 1 mg/ml de polimixina B y de 0,1 mg/ml de desoxicolato de sodio. En ambos casos, se consideré como
100% de supervivencia el recuento de UFC obtenido tras la incubacion de cada cepa en presencia de PBS
durante el mismo periodo de tiempo (Apartados 7.2. de Materiales y Métodos).

Como puede observarse en la Tabla XI1, los mutantes simples Aomp10, Aomp25 y Aomp25¢ mostraron
una sensibilidad a polimixina B, desoxicolato de sodio y a per6xido de hidrégeno similar a la de la cepa parental,
sin diferencias estadisticamente significativas. En el caso del mutante simple Aomp31l se observé una
sensibilidad a polimixina B (% de supervivencia del 26,50 + 1,38) superior a la mostrada por B. ovis PA (% de
supervivencia del 71,25 £ 5,30) y no se observaron diferencias respecto a ésta tras la exposicion del mutante al
resto de compuestos. Dentro del grupo de los mutantes multiples se observé una sensibilidad a polimixina B
significativamente superior a la de B. ovis PA para todos ellos. Asi, el mutante doble Aomp10AugpB present6 un
porcentaje de supervivencia del 56,30 * 8,48%, el cual fue significativamente superior al del mutante simple
Aompl0 (P<0,005). La sensibilidad del mutante Aompl0AugpB fue también mayor a la observada para el
mutante simple AugpB (Apartado 1.2.2. de Resultados, Tabla IX). El resto de mutantes maltiples mostraron
porcentajes de supervivencia inferiores al 26 % tras la exposicion a polimixina B. En contraste a lo observado en
los mutantes Aomp25 y Aomp25c, el doble mutante en ambos genes fue significativamente més sensible que B.
ovis PA a este péptido (P<0,0005), observandose una tasa de supervivencia del 26,40 + 6,93%. Los mutantes
dobles Aomp10Aomp31 y Aomp31Aompl9 mostraron una sensibilidad a polimixina B similar a la del mutante
simple Aomp31. Para el mutante Aomp31Acgs se observé un porcentaje de supervivencia del 20,64 + 2,42 %,
siendo éste inferior al de los mutantes simples Aomp31 y Acgs (P<0,0005). La cepa que presentd la mayor
mortalidad en polimixina B fue el mutante triple Aomp10Aomp31Aomp25c. Tan s6lo un 4,21 + 4,28 % de las
células de esta bacteria fueron capaces de crecer tras la exposicion al agente, presentando, ademas, una
sensibilidad superior a la del correspondiente mutante doble Aomp10Aomp31 (P<0,0005). Por Gltimo, el mutante
triple Aomp10AugpBAomp31 mostré un porcentaje de supervivencia (30,55 + 7,94%) significativamente inferior
al de B. ovis PA y al del doble mutante Aomp10AugpB (P<0,0005).

Respecto a la sensibilidad a desoxicolato de sodio el porcentaje de supervivencia mostrado por B. ovis PA
fue del 88,89 + 7,49 % y en los mutantes obtenidos no se observaron grandes diferencias en términos generales
(Tabla XII). Tan solo la tasa de supervivencia de los mutantes Aomp31Aomp19 y Aomp31Acgs (73,65 £ 9,27%
y 46,39 £ 14,32%, respectivamente) fue estadisticamente inferior a la de la cepa parental (P<0,005 y P<0,0005,
respectivamente), siendo el Gltimo también més sensible que el mutante simple Aomp31 (P<0,005).

Para continuar con el estudio de la integridad de la ME de las cepas mutantes de B. ovis PA, se determin6
su sensibilidad al peroxido de hidrégeno, compuesto producido en la explosion células fagociticas y empleado
por estas como mecanismo bactericida. A tal efecto, se extendieron 100 ul de una suspension en PBS de cada
cepa a una DOgq de 0,2 en placas de TSA-YE-HS vy, posteriormente, en cada una de ellas se depositd un disco
de papel Whatman impregnado con 10 pl de peréxido de hidrégeno al 30%. Transcurridas 72 horas de
incubacidn, se midieron los didmetros de los halos de inhibicion generados y se calculé para cada cepa la media
+ DE de los valores obtenidos provenientes de tres placas independientes (Apartado 7.3. de Materiales y
Métodos).

En este analisis se observd que los mutantes simples y el doble mutante Aomp10AugpB se comportaron
como B. ovis PA, con halos de inhibicion de didmetros comprendidos entre 4,85-5,03 cm (Tabla XI1). El resto
de las cepas mostro una sensibilidad a peroxido de hidrogeno superior a la de B. ovis PA. Asi, al contrario de lo
observado en los mutantes simples en los genes omp25 y omp25¢, el mutante doble Aomp25Aomp25¢ mostro
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una sensibilidad significativamente superior a la cepa parental (P<0,005). El doble mutante Aomp10Aomp31
mostré una sensibilidad a este agente oxidante superior tanto a la de B. ovis PA, como a la del mutante simple
Aomp10 (P<0,005). En el caso del mutante Aomp31Aomp19 se observé una sensibilidad similar a la del mutante
simple Aomp31. Los mutantes triples Aompl0Aomp31Aomp25¢c y AomplOAugpBAomp31l presentaron una
marcada sensibilidad a peréxido de hidrogeno, significativamente superior a la cepa parental (P<0,0005 y
P<0,005, respectivamente). A su vez, la sensibilidad del mutante Aomp10AugpBAomp31 fue superior a la del
correspondiente mutante doble (P<0,005). Por ultimo, la cepa recombinante que presentd mayor sensibilidad a
peroxido de hidrogeno fue el mutante Aomp31Acgs. Esta presenté un halo de inhibicion de 5,75 + 0,11 cm de
didmetro medio, superior al de B. ovis PA, como al de los mutantes simples Aomp31 y Acgs.

Tabla XII. Sensibilidad a la exposicion a polimixina B, desoxicolato sédico y perdxido de hidrégeno de cepas
mutantes de B. ovis PA en genes relacionados conla ME.

| % de supervivencia bacteriana a la exposiciéna | Didmetro del halo de

| polimixina B desoxicolato sédico inhibicién (cm) H,0,
B. ovis PA 71,25+5,30 88,89+7,49 4,85+0,14
Mutantes simples
omp10-M? 73,14+10,92 85,28 +4,65 4,85+ 0,02
omp31-M?2 26,50+1,38° 78,14+4,22 5,18+0,12
omp25-M3 67,52 +8,57 94,53 +3,86 5,01+0,11
omp25¢-M 72,58 +7,55 88,71+7,96 5,03+0,12
cgs-M 68,71+9,50 68,71+9,50 5,06+ 0,06
Mutantes dobles
omp25/omp25¢-M 26,40+6,93 2=3l 90,36+11,87 5,22+0,04°
omp10/ugpB-M* 56,30+8,48¢clcl) 79,11+9,99 5,08+0,21
omp10/omp31-M3 29,07 £9,33 als1) 78,72+7,91 5,41+ 0,043 b1)
omp31/omp19-M 24,80+4,64° 73,65+9,27¢ 5,13+0,15¢
omp31/cgs-M 20,64+2,42°¢ 46,39+ 14,32 b.(b2 5,75+0,112(62)
Mutantes triples
10/31/25¢-M 4,21+4,28%.(35) 79,58 6,25 5,35+0,25%
10/ugpB/31-M 30,55+7,94 (a4 91,80+5,41 5,26+0,14b(4)

Se muestran la media £ DE (n=3) de los porcentajes de supervivencia de cada cepa tras su exposicion a polimixina
B (1 mg/ml) y desoxicolato sodico (0,1 mg/ml) durante 80 minutos. El valor 100 % de supervivencia se calculd en
cada cepa a partir de las UFC/placa obtenidas en incubaciones llevadas a cabo paralelamente en PBS sin agente.
Asi mismo, se recoge la media del diametro del halo de inhibicion producido por accion del perdxido de
hidrégeno. Simbologia: 2P<0,0005; ®P=<0,005; °P<0,05, indican diferencias estadisticamente significativas entre el
mutante y B. ovis PA o, entre paréntesis, las diferencias con el mutante empleado en la comparacion
(correspondencia entre nimeros).

3.1.3. Sensibilidad a suero no inmune

También se analizo la supervivencia que presentaban las cepas mutantes tras su exposicion durante 4
horas a suero humano no inmune. En este caso, el 100 % de supervivencia se calcul6 teniendo en cuenta las
UFCl/placa obtenidas tras incubar cada cepa en el mismo suero después de ser descomplementado durante 30
minutos a 56 °C (Apartado 7.4. de Materiales y Métodos).

Los porcentajes de supervivencia al suero no inmune que se obtuvieron en las cepas analizadas resultaron
muy similares al mostrado por la cepa parental, con valores del 80-95 % (Tabla XIII). S6lo el mutante simple
Acgs, el mutante doble Aomp31Acgs y el mutante triple Aomp10Aomp31Aomp25¢ mostraron una mayor tasa de
mortalidad tras la exposicidn al suero no inmune. EI mutante doble Aomp31Acgs mostré una sensibilidad similar
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a la del mutante simple Acgs. En el caso el mutante triple Aomp10Aomp31Aomp25c solo el 34,13 + 18,65 % de
las células crecid tras la exposicion al suero (P<0,0005) (Tabla XI111).

Tabla XII1. Sensibilidad al suero humano no inmune de cepas mutantes en genes
relacionados conla ME de B. ovis PA.

% de supervivencia bacterianaa la

exposiciéna suero humano NI

Mutantes dobles

Mutantes triples

10/31/25¢-M
10/ugpB/31-M

B. ovis PA 87,11+5,21
Mutantes simples

ompl10-M 86,29+9,63
omp31M 80,47 +11,20
omp25-M 86,73+4,99
omp25¢-M 91,00+ 10,56
cgs-M 68,00+14,42 <

omp25/omp25¢c-M 83,80+2,52
omp10/ugpB-M 84,27+7,22
ompl0/omp31-M* 95,27 +8,39
omp31/omp19-M 89,60+21,97
omp31/cgs-M 69,83+6,08°¢

34,13+18,65 2 la1)
75,73+7,94

) NI: No inmune. Se muestra la media £ D.E. (#=3) de los porcentajes de
supervivencia de cada cepa tras su exposicion a suero humano NI durante 4 horas.
El valor del 100 % de supervivencia fue el obtenido tras la incubacion de cada una
de ellas con suero humano NI descomplementado. Simbologia: 2P<0,0005; °P<0,05,
indican diferencias estadisticamente significativas entre el mutante y B. ovis PA o,
entre paréntesis, las diferencias con el mutante empleado en la comparacion
(correspondencia entre nimeros).

3.2. Ensayos de virulencia en modelos celulares de infeccion

Como parte de la caracterizacion de los mutantes Aomp31lAcgs, AomplOAugpBAomp3l vy
Aompl0Aomp31Aomp25c¢ se analizé su capacidad de infeccion y la cinética de multiplicacion intracelular en
macréfagos murinos J774A.1 y células HelLa. Para ello, se emplearon cultivos con 2x10* células de macréfagos
murinos y de 1,5 x10* células HeLa, los cuales se incubaron con 4x10° UFC y 8x10° UFC, respectivamente, de
las distintas cepas. Transcurrido el tiempo de penetracion y tras la eliminacién de bacterias extracelulares, se
lisaron los cultivos a distintos tiempos p.i. y se realizaron recuentos en placa de las UFC/pocillo obtenidas de las
distintas cepas. Las condiciones detalladas de los ensayos en ambas lineas celulares se recogen en el Apartado 9
de Materiales y Métodos. Los resultados expuestos a continuacion son representativos de al menos 3 ensayos
repetidos en las mismas condiciones, en los que se obtuvieron resultados similares.
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3.2.1. Comportamiento en macrdéfagos J774.A1

En las condiciones empleadas, los mutantes Aomp31Acgs, AomplOAugpBAomp3l vy
Aompl0Aomp31Aomp25¢c mostraron una capacidad de internalizacion en macréfagos murinos similar a la de la
cepa parental (Figura 27 A), alcanzandose niveles de UFC de aproximadamente 5 Log en el primer tiempo de
muestreo. En cambio, al analizar el perfil de multiplicacidn intracelular de cada cepa se observaron diferencias
respecto al comportamiento mostrado por B.ovis PA. Los niveles intracelulares de B. ovis PA disminuyeron en
un orden de 0,8 Log UFC a las 20 h p.i., consiguiendo a partir de ahi multiplicarse hasta alcanzar a las 44 h p.i.
niveles de infeccidn muy similares a los mostrados al inicio. Los tres mutantes presentaron una reduccion de los
recuentos intracelulares a las 20 horas p.i. mas acusados que en B. ovis PA. Sin embargo, a partir de ese
momento los tres fueron capaces de sobrevivir e incrementar el nimero de UFC intracelulares, aunque los
recuentos obtenidos a las 44 horas p.i. fueron del orden de 1-1,5 Log UFC inferiores a los obtenidos con la cepa
parental (Figura 27 B-D).

El comportamiento intracelular en macréfagos J774A.1 de los mutantes AomplOAugpBAomp3l y

Aompl0Aomp3lAomp25¢c se visualizd también por microscopia confocal de inmunofluorescencia en
comparacion con la cepa parental B. ovis PA y el mutante virB2 obtenido anteriormente y que presenta graves
defectos de supervivencia intracelular en esta linea celular (Martin-Martin et al., 2012). Las distintas cepas de B.
ovis se marcaron, como se describe en el Apartado 9.4. de Materiales y Métodos, con un MAb anti R-LPS
(color verde en este trabajo). Un segundo tipo de marcaje realizado fue el de la proteina Lamp-1 (proteina de
membrana de lisosomas) (color rojo en este trabajo) que suele presentar colocalizacidn con cepas de Brucella
gue no se multiplican en células fagociticas (Celli et al., 2003; Macedo et al., 2015).
Coincidiendo con los resultados obtenidos en el andlisis de la supervivencia y multiplicacion intracelular de las
cepas de B. ovis en macréfagos (Figura 27), se observo una colonizacion inicial de los mutantes
Aompl0AugpBAomp31l (Figura 28C) y Aompl0Aomp31lAomp25c¢ (Figura 28D) similar a la de la cepa parental
B. ovis PA (Figura 28A). En los macréfagos infectados con ésta, al contrario de lo observado en los infectados
con el mutante AvirB2 (Figura 28 B), no se observ6 una colocalizacion generalizada de las vacuolas con el
marcador Lamp-1 a lo largo del tiempo (Figura 28A). Todas las cepas mostraron cierta colocalizacion con el
marcador Lamp-1 (la colocalizacién de la bacteria con Lamp-1 se detecta en amarillo) a partir de las 20 h p.i,
siendo esta mas frecuente en el caso del mutante AvirB2 (Figura 28). Sin embargo, mientras que la mayoria de
bacterias del mutante AvirB2 mantuvo la asociacién con Lamp-1 a las 44 h p.i. (Figura 28 B), tanto la cepa
parental como los mutantes Aomp10AugpBAomp31 y Aompl0Aomp31Aomp25c fueron capaces de multiplicarse
de manera importante en algunos macrofagos J774.Al, aunque en distinto grado, evitando la asociacion con
Lamp-1. Asi, aproximadamente un 10 % de los macrofagos se observaron cargados de B. ovis PA a las 44 h p.i.
(Figura 28 A y datos no mostrados) mientras que el porcentaje de este tipo de macréfagos fue de
aproximadamente el 3% en el caso de los mutantes Aomp10AugpBAomp31 y Aomp10Aomp31Aomp25c¢ (Figura
28 C-D y datos no mostrados).
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Figura 27. Analisis de la internalizacién (A) y (B-D) cinética de multiplicaciéon intracelular en
macréfagos murinos J744A.1 de B. ovis PA y de los mutantes Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp31 y
Aompl 0Aomp31Aomp25c obtenidos en este trabajo. Los cultivos confluyentes de macréfagos murinos
J774A.1 (2 x 10* células/pocillo) se incubaron durante 2 horas con suspensiones de B. ovis PA y de las cepas
mutantes (4 x 105 UFC/pocillo). A. Transcurrido el tiempo de penetracion, las células se incubaron 1 hora en
medio suplementado con gentamicina, se lisaron y se realizaron recuentos de UFC en placa. B-D. Cinética de
multiplicacion intracelular de las distintas cepas tras lisar las células en las mismas condiciones a distintos
tiempos p.i. Se representa la media £ D.E. (n=3) del logaritmo de UFC intracelulares viables por pocillo
obtenidas (recuento en placa).
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Figura 28. Colonizacion intracelular de B. ovis PA y los mutantes derivados AwrB2, AomplOAugpBAomp3l 'y
Aompl 0Aonp31 Aomp25¢ en macrofagos murinos J774A.1. Imagenes representativas de microscopia confocal de macrofagos murinos
expresando Lamp-1 (proteina de membrana de lisosomas) (rojo) transcurridas 0, 20 y 44 h de la infeccion con B. ovis PA (fila A) o con las
cepas mutantes (marcaje con MAbDOS anti R-LPS) (verde) (filas B-D).
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3.2.2. Comportamiento en células epiteliales HeLa

En primer lugar, se analiz6 la capacidad de internalizacion en células HeLa que presentaban los mutantes
Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l y AomplOAomp3lAomp25c¢, observandose diferencias significativas
respecto al comportamiento de la cepa parental (Figura 29 A). En concreto, los mutantes Aomp31Acgs y
Aomp10AugpBAomp31 mostraron niveles de UFC intracelulares del orden de 1 Log superiores a los de B. ovis
PA (P<0,0001). En cambio, el mutante Aomp10Aomp31Aomp25c¢ presentd una capacidad de invasion en células
Hela del orden de 1,5 Log inferior a la de la cepa parental (P<0,0001).

En base a las diferencias observadas, se analizaron en segundo lugar los mutantes simples y dobles
correspondientes (Figura 29 B). El mutante simple Aomp31 mostré niveles de UFC intracelulares de
aproximadamente 1 Log superiores a los observados para la cepa parental y el mutante simple Acgs se comporto
como B. ovis PA. Un comportamiento similar al mutante simple Aomp31 se observé también en el mutante
Aompl0Aomp31 mientras que la capacidad de invasion de los mutantes simples Aomp25 y Aomp25c fue similar
a la de la cepa parental. En cambio, la capacidad de internalizacién del doble mutante Aomp25Aomp25c fue del
orden de 1 Log inferior a la de B. ovis PA (P<0,005). Por ultimo, los niveles intracelulares del mutante doble
Aompl0AugpB fueron similares a los de la cepa parental (Figura 29 B), al igual que lo descrito para los
mutantes simples Aomp10 (Sidhu-Mufioz et al., 2016) y AugpB (Figura 14 C, Apartado 1.3. de Resultados ).

En tercer lugar, y de acuerdo con las diferencias observadas en la capacidad de penetracion de las
distintas cepas, se analiz6 la cinética de multiplicacion intracelular de las mismas (Figura 30). Al igual que lo
descrito en el Apartado 3 de Resultados en el analisis de los mutantes AbepC y AugpB, la cepa parental present6
un descenso de UFC intracelulares a las 20 h p.i. y un ligero incremento en los recuentos hasta el final del
experimento a 44 h p.i. En los mutantes que portaban la inactivacion del gen omp31 en los que se habia
observado una mayor capacidad de internalizacién (Aomp31, Aomp31Acgs, AomplOAomp3l y
Aomp10AugpBAomp31), se observo una reduccion de aproximadamente 0,5 Log de UFC intracelulares a las 20
h p.i., aunque los niveles de infeccién fueron del orden de 1 Log superiores a los observados en la cepa parental
(Figura 30 A-D). A partir de este momento, los recuentos intracelulares de los mutantes Aomp31 y Aomp31Acgs
se mantuvieron estables hasta el final del experimento, mientras que los recuentos de los mutantes
Aompl10Aomp31 y Aompl0AugpBAomp31 continuaron descendiendo hasta alcanzar valores similares a los de la
cepa parental a las 44 h p.i. (Figura 30 A-D). En el caso del mutante simple Acgs no se observaron diferencias
en la cinética de multiplicacién intracelular respecto a B ovis PA (Figura 30 B), como tampoco se observaron en
el caso de del mutante doble Aomp10AugpB y de los mutantes simples Aompl10 (Sidhu-Mufioz et al., 2016) y
AugpB (Figura 14 D, Apartado 1.3. de Resultados). En contraste a lo observado en las demés cepas portadoras
de la delecién en el gen omp31, el mutante triple Aomp10Aomp31Aomp25¢ mostré una capacidad de penetracion
y replicacion en células HeLa muy limitada

Aungue la inactivacién de los genes omp25 y omp25c de forma independiente no afectd, en las
condiciones empleadas, a la capacidad de multiplicacion intracelular de B. ovis PA en células HelLa (Figura 30
E-F), el doble mutante Aomp25Aomp25¢ mostré niveles inferiores (del orden de 1-1,5 unidades logaritmicas
inferiores en funcion del punto de muestreo) a los de la cepa parental a lo largo de todo el experimento (Figura
30 G).
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Para intentar comprender el comportamiento en células HelLa de los mutantes Aomp10AugpBAomp31
(con mayor capacidad de internalizacién que la cepa parental) y Aompl0Aomp31Aomp25¢ (con recuentos
intracelulares inferiores desde el inicio del experimento) se realiz6 un analisis por microscopia confocal de
inmunofluorescencia en comparacién con la cepa parental y el mutante AvirB2 obtenido anteriormente y que
presenta graves defectos de supervivencia en células HeLa (Martin-Martin et al., 2012). La metodologia
empleada para el marcaje de las bacterias y la proteina Lamp-1 lisosomal se describe en el Apartado 9.4. de
Materiales y Métodos.

La cepa parental B. ovis PA presentd una internalizacién en células epiteliales HeLa (Figura 31 A)
inferior a la observada en macr6fagos J774.A1 (Figura 28 A), observandose bacterias en un nimero muy
limitado de células HeLa al inicio del experimento. Estos resultados son coherentes con los obtenidos en los
experimentos de recuentos intracelulares de B. ovis PA en los dos tipos celulares (Figuras 27 y 29). Se pudo
detectar con frecuencia la asociacién de B. ovis PA con la proteina Lamp-1 a las 20 h p.i. (la colocalizacién de
la bacteria con Lamp-1 se detecta en amarillo), pero algunas bacterias fueron capaces de eludir la destruccion
intracelular y a las 44 h p.i. se observaron células HelLa en las que la bacteria habia conseguido multiplicarse
(Figura 31 A). Por el contrario, el mutante AvirB2 presenté mayoritariamente asociacién con Lamp-1 incluso
a las 44 h p.i. (Figura 31 B). Los resultados obtenidos con los mutantes Aompl0AugpBAomp3l y
Aompl0Aomp31Aomp25¢ (Figura 31 C-D) también fueron coherentes con los obtenidos en el experimento de
cinética intracelular (Figura 30). Asi, la presencia de células HeLa que habian internalizado varias bacterias
del mutante Aomp10AugpBAomp31 se observd con bastante frecuencia a tiempo 0 p.i (Figura 31 C), lo que
explica los mayores recuentos intracelulares obtenidos con este mutante, en comparacion con la cepa parental,
a tiempo 0 p.i. (Figura 30 C). Sin embargo, a partir de ese momento y hasta las 44 h p.i. las bacterias
internalizadas se asociaron con frecuencia, aunque no en todos los casos, al marcador Lamp-1 (Figura 31 C),
lo que podria estar relacionado con la diminucion observada en el nimero de bacterias viables intracelulares
después de la penetracion en las células HeLa (Figura 30 C). En el caso del mutante
Aompl0Aomp31lAomp25¢c, los menores recuentos intracelulares obtenidos al inicio del experimento se
correspondieron mas con un defecto en la penetracién, manifestado por la dificultad para encontrar células
HeLa con bacterias en su interior, que con una mayor destruccién intracelular (Figura 31 D). Esta reducida
internalizacion, conlleva ademé&s la ausencia de replicacién hasta las 44 h p.i. ya que en los tres tiempos
analizados result6 dificil encontrar bacterias intracelulares y solo se observaron grupos de bacterias asociadas
al exterior de la célula HeLa o en espacios intercelulares (Figura 31 D).
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Figura 29. Analisis de la internalizacién en células epiteliales HeLa de B. ovis PA y de los
mutantes Aomp31Acgs, AomplOAugpBAomp31 v AomplO0Aomp3iAomp25c obtenidos en
este trabajo (A). Los cultivos confluyentes de células HeLa (1.5 x 10* células/pocillo) se
incubaron durante 2 horas con suspensiones de B. ovis PA y las cepas mutantes (8 x 109
UFC/pocillo). Transcurrido el tiempo de penetracion, las células se incubaron 1 hora en
medio suplementado con gentamicina, se lisaron las células y se realizaron recuentos en
placa. Se representa la media £ DE (n=3) del logaritmo de UFC intracelulares viables/pocillo.
Simbologia: # P<0,0005; <P=0,05 indican diferencias estadisticamente significativas entre el
mutante y B. ovis PA. B. Para establecer las comparaciones, se emplearon los respectivos
mutantes simples v dobles.
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Figwa 30. Andlisis de la cinéica de multiplicacién
intracehilar en ofhulas epiteliales Hel.a de R ovis PA y los
mutantes  AomppiAggs,  AomplOAugnBAomp31

Aorpl0Aomp31 Aamp25c y otros mutantes de interés (ArD)
obtenidos en este trabajo. Los aitivos confiiuyentes de offilas
Hela (1.5 x 10* oéhilaspocillo) se incubaron durante 2 horas con
suspensiones de B, ovis PA y bs cepas mutantes (8 x 10°
UFChpocil). A. Trasamido el tiempo de peretracion. Ias
ofulas se ncubaron 1 hom en medio suplementado con
gentamicing, se Hsaron bs céhubs y se realizaron ecuentos en
phca a distintos tiemypos pi. Se representa la media + DE (73)
ddl bgaritmo de UFC miracelulares visblespocilo. E-G. Para
establecer las comparaciones, se emplearon los respectivos
nutantes simpks y dobksy dnutante Aonp25Aomp25c.
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Figura 31. Colonizacion intracelular de B. ovis PA y los mutantes derivados AvwirB2, AomplOAugpBAomp3l 'y
Aonmpl10Aonmp31Aomp25¢  en células epiteliales HelLa. Imagenes representativas de microscopia confocal de células epiteliales
expresando Lamp-1 (proteina de membrana de lisosomas) (10jo) transcurridas 0. 20 y 44 h de la infeccion con B. ovis PA (fila A) ocon las
cepas mutantes (marcaje con MAbDO5 anti R-LPS) (verde) (filas B-D).
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3.3. Evaluacion en modelo murino de los mutantes atenuados Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l y
Aompl0Aomp31Aomp25c en la dosis vacunal

Considerando la atenuacion mostrada por los mutantes Aomp31Acgs, AomplOAugpBAomp3l y
Aompl0Aomp31Aomp25c¢ en el analisis preliminar de la virulencia y la dosis empleada habitualmente en el
estudio de vacunas atenuadas en modelo murino frente a Brucella (Grill6 et al., 2006; Soler-Lloréns et al., 2014;
Sancho et al., 2014), se empled una dosis de inoculacién de 10° UFC/ratén para evaluar la persistencia de las
cepas (analizada en bazo) y la respuesta inmune humoral inducida en los ratones (Apartado 10.3 de Materiales y
Meétodos). A tal efecto, se analiz6 la cinética de colonizacion esplénica de los mutantes hasta la semana 11 p.i.
Asi mismo, se evalud el nivel de anticuerpos reactivos frente a B. ovis PA en el suero de los ratones de cada
grupo experimental en cada tiempo analizado, incluyendo como control negativo el grupo inoculado con PBS
(Apartado 10.3.1. de Materiales y métodos). También se evalud el titulo de anticuerpos séricos en los ratones
empleados en el cribado preliminar de los mutantes atenuados (10° UFC/ratén) con el objetivo de poder
comparar las posibles diferencias en la respuesta humoral en funcion de la dosis administrada.

En el andlisis de la persistencia de B. ovis PA se observé cdmo los recuentos en bazo fueron aumentando
hasta alcanzar el maximo de colonizacion a la semana 3 p.i. (Log UFC 7,64 + 0,35), punto a partir del cual el
nivel de infeccidén fue disminuyendo progresivamente hasta situarse en valores de 5 unidades logaritmicas al
final del experimento (semana 11 p.i.) (Figura 32). En cambio, en los ratones inoculados con los mutantes
Aomp31Acgs y Aompl0Aomp31Aomp25c, los niveles de infeccion en la semana 1 p.i. fueron aproximadamente
2 Log inferiores respecto a los observados en la cepa parental. Ademas, el maximo infeccién se alcanzo a la
semana 5 p.i, siendo también inferior a B. ovis PA. Sin embargo, ambos mutantes mostraron recuentos
esplénicos en la semana 11 p.i. similares a los de la cepa parental (Figura 32 A-B). El mutante
Aompl10AugpBAomp31 presentd niveles en bazo similares a los de la cepa parental en la semana 1 p.i. (Figura
32C). Sin embargo, mientras que la cepa parental experiment6 un incremento de los recuentos esplénicos en la
semana 3 p.i., los niveles del mutante triple se mantuvieron estables. A partir de este pico maximo en la
infeccién del mutante, se observd una disminucion dréstica de los recuentos en el bazo, con una caida de
aproximadamente 3 unidades logaritmicas en la semana 5 p.i. Los recuentos continuaron disminuyendo
significativamente hasta la semana 11 p.i., donde el mutante Aomp10AugpBAomp31 se detect6 su presencia tan
solo en uno de los bazos analizados.

En el andlisis del peso de los bazos también se observaron diferencias significativas respecto a los
observados en los animales inoculados con la cepa parental (Figura 32 D). Todos los mutantes produjeron una
esplenomegalia inferior a la producida por B. ovis PA a lo largo del tiempo. Especialmente destacable es el caso
del mutante Aomp31Acgs, en el que, a pesar de los elevados recuentos esplénicos observados a lo largo de todo
el experimento, los pesos de los bazos fueron similares a los observados en los animales no infectados e
inoculados con PBS (Figura 32D).

El analisis de los niveles de anticuerpos séricos de tipo IgG se realizd frente a células enteras de B. ovis PA
mediante i-ELISA (Apartado 10.3.2. de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos en este analisis se
recogen en la Figura 33. En los animales inoculados con el mutante Aomp31Acgs a la dosis vacunal de 10°
UFC/raton, se observo un retraso en la aparicion de anticuerpos con respecto a los niveles inducidos por B. ovis
PA (Figura 33 A). Asi, a la semana 3 p.i. el titulo de IgG en los animales inoculados con el mutante
Aomp31Acgs fue aproximadamente 1,3 unidades logaritmicas inferior al detectado en el suero de los ratones
inoculados con la cepa parental (P<0,0005). A partir de este punto, el mutante Aomp31Acgs indujo una respuesta
inmune humoral similar a la producida por B. ovis PA, con una ligera disminucion en los niveles de anticuerpos
a la semana 11 p.i. (P=0,044). La respuesta humoral inducida por el mutante triple Aomp10Aomp31Aomp25c a
la dosis vacunal no se detect6 hasta la semana 3 p.i., momento en el que indujo niveles de 1gG similares a los
desencadenados por la cepa parental. A partir de este punto, el titulo de anticuerpos presentes en suero se
incremento progresivamente y se mantuvo estable hasta la semana 11 p.i. (Figura 33 C). En cambio, el mutante
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triple Aomp10AugpBAomp31, indujo niveles elevados de anticuerpos de la clase 1gG frente a B. ovis PA
detectables desde la semana 1 p.i y su concentracion fue superior (£<0,0001) a la producida por la cepa parental
a partir de la semana 5 p.i., manteniéndose las diferencias en el titulo de anticuerpos hasta el final del
experimento (Figura 33 C). Por Gltimo, la inoculacion en dosis 10° UFC/ratén de los mutantes produjo niveles
de IgG frente a B. ovis PA marcadamente inferiores (P<0,0001) a los detectados tras la inoculacion en la dosis
vacunal y también a los detectados en ratones inoculados con la cepa parental en dosis 10° UFC/ratén (Figura

33 D).
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Figura 32. Analisis de la colonizacion esplénica en ratones BALB/c de los mutantes Aomp3iAcgs,
Aompl 0AugpBAomp31 vy AomplOAomp31Aomp25¢ de B. ovis PA a la dosis vacunal seleccionada (1x10°
UF C/ratén). A-C. Se muestran los recuentos bacterianos obtenidos de cada cepa en el bazo de los ratones a lo largo de
11 semanas p.i. expresados como la media + DE (n=5) del Log UFC/bazo. D. Peso de los bazos (gramos) a lo largo del
tiempo de los ratones empleados en el analisis de la persistencia en los apartados A-D y el grupo inoculado con PBS.
Simbologia: @ P<0,0005;  P<0,005; © P<0,05 con respecto al peso de los bazos de ratones inoculados con PBS y
obtenido en cada tiempo. Entre paréntesis se indican las diferencias respecto al peso de los bazos de ratones inoculados

con B. ovis PA.
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Figura 33. Andilisis de Ia evolucién de los niveles de anticuerpos tipo IsG,
frente a células enteras de B. ovis PA, en suero de ratones inoculados con
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Aopl 0Aamp31Amp25¢ YPBS (A-C: dosts 10° UFChraton; D-E: dosis
105 UFChraton), a diferentes tiempos p.i A-C. Se representa la media del
Log del fitulo + DE (7=5). D. Se representa la media del Log del tinlo + DE
(=3). El limite de defeccidn es 1,7E. Peso de los bazos (gramos) a b largo
del tiempo de los matones empleados en el analiis de la virulencia en el
apartado D, expresado como la media + DE (=3). Simbologia: 2, P<0,0005
contespecto a pesode los bazos deratones noculados con B ovis PAL

Log Titulo 1gG

D |- PA

5,0 -

3,5 A

3,0 A

2,0 A

15 -

—{-omp31/cgs-M
{1-10/ugpB-31 —3-10/31/25¢-M

Dosis 106
UFC/ratén

semana 3 p.i.

semana 7 p.i.

peso de bazos (g) (media * DE)

0,210 + 0,07
0,082 £ 0,01 2

B. ovis PA
omp31/cgs-M
10/ugpB/31-M
10/31/25¢c-M

0,090 + 0,01 2
0,090 + 0,01 2

7 semanas p.i.
0,237 £0,11

0,083 +0,012
0,086 + 0,022
0,103 +0,01 2




Resultados 101

4. Analisis en modelo murino del interés como vacuna del mutante atenuado mas relevante

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el apartado anterior, se consideré que el mutante
Aompl0AugpBAomp31 presentaba el perfil de atenuacién mas adecuado para evaluar con mas detalle su
potencial como vacuna viva atenuada en modelo murino.

La evaluacion consisti6 por una parte en estudiar la respuesta inmune inducida frente a una infeccion
experimental por B. ovis PA. Para ello, los ratones se vacunaron con el mutante Aomp10AugpBAomp3l y a la
semana 7 post-vacunacion (p.vac.), bien se infectaron con la cepa virulenta B. ovis PA (para el estudio de
proteccion) o bien se procesaron para evaluar la respuesta inmune humoral y celular inducida por la vacunacion.
En estos estudios también se incluyeron ratones no vacunados (inoculados con PBS) y ratones vacunados con la
vacuna clasica heterdloga B. melitensis Revl. Para el estudio de proteccion también se emplearon ratones que se
infectaron 11 semanas después de la vacunacion. Estos experimentos se detallan en los siguientes apartados.

4.1. Respuesta inmune inducida por el mutante Aompl0AugpBAomp31

En primer lugar, se empleé un grupo de ratones vacunados con el mutante Aomp10AugpBAomp31 (1x10°
UFC/ratén) (n=5), otro grupo vacunado con la vacuna clasica B. melitensis Rev1 (1x10° UFC/raton) (n=5) y un
grupo control sin vacunar (PBS) (n=5). Transcurridas 7 semanas desde la vacunacion, momento que coincide
con la infeccién experimental en los experimentos de proteccion, se analizaron mediante i-ELISA los niveles de
anticuerpos de las subclases 1gGy, 1gG, e 1gG,, especificos frente a células enteras de B. ovis PA, en el suero de
los ratones (Apartado 10.3.2. de Materiales y Métodos).

Para el analisis de la respuesta inmune celular se extrajeron los bazos de los animales empleados en el
analisis de la respuesta de anticuerpos. A continuacion, se realizaron cultivos primarios de esplenocitos
procedentes de los ratones de cada grupo. Las células se estimularon con concanavalina A (control de
viabilidad), B. ovis PA (células enteras inactivadas por calor) o con medio RPMI completo (control de los
niveles de produccion basal) y a los 3 dias se cuantificaron, mediante ELISA, los niveles de citocinas secretadas
al medio por los esplenocitos (Apartado 10.3.3. de Materiales y Métodos).

4.1.1. Anélisis de las subclases de 1gG frente a B. ovis PA

Coincidiendo con los resultados obtenidos en el analisis de la produccién de IgG total (Figura 34 B), los
titulos de 19Gy, 19G,, vy 1gG 4, observados a la semana 7 p.i. en los animales inoculados con el mutante
Aomp10AugpBAomp31 se situaron en valores por encima de las 4 unidades logaritmicas. Estos valores fueron
muy superiores a los obtenidos en los animales inoculados con la vacuna Revl, observandose una diferencia con
ésta superior a 1,5 unidades logaritmicas en cada una de las subclases. Aunque los niveles de 1gG; fueron
ligeramente superiores en todos los animales, no se observo una clara predominancia en las subclases de 1gG
analizadas.
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Figura 34. Respuesta de anticuerpos de las subclases 1gG,, I12G,, € 12G;,
frente a células enteras de B. ovis PA, analizada a la semana 7 p.i. en
muestras de suero de ratones inoculados con el mutante atenuado
Aompl 0AugpBAomp31 de B. ovis PA (1x10% UFC/ratén) y con la cepa
vacunal B. melitensis Rev1 (1x10° UFC/rat6n). Representacion de la media
del Log del titulo £ DE (#=5). El limite deteccion es 1.7.

4.1.2. Analisis de la produccion de citocinas tras un segundo estimulo in vitro con B. ovis PA

Los controles de viabilidad (concanavalina A) y de produccion basal de citocinas (RPMI) fueron los
esperados (datos no mostrados). En las condiciones experimentales empleadas, los esplenocitos de animales
vacunados con el mutante atenuado Aompl0AugpBAomp31 o la vacuna B. melitensis Revl secretaron niveles
importantes de IFNy tras la exposicion con B. ovis PA, detectdndose niveles aproximados de 300 ng/pocillo y
600 ng/pocillo, respectivamente. En contraste, los niveles de IFNy producidos por los esplenocitos obtenidos de
los ratones del grupo de PBS fueron comparativamente débiles, con valores de aproximadamente 10 ng/pocillo
(Figura 35 A).

Tras el estimulo con B. ovis PA los niveles de TNFa. secretados por los esplenocitos de ratones vacunados
con el mutante Aompl0AugpBAomp31 y con Revl fueron similares (P<0,005), con cantidades detectadas de
aproximadamente 3 ng/pocillo. En el grupo de PBS se detectd una cantidad de TNFo de aproximadamente la
mitad de la producida por los esplenocitos de los animales vacunados (Figura 35 B). También fue positiva la
produccion de IL10 por los esplenocitos de los animales vacunados con el mutante Aompl0AugpBAomp31
(P<0,0005) y con Revl (P<0,0005), tras el segundo estimulo con B. ovis PA, siendo en este caso mas elevada la
cantidad de IL10 detectada en el grupo de la vacuna heteréloga (Figura 35 C). Respecto a la produccién de
IL12p40, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los esplenocitos de los animales
vacunados y sin vacunar (Figura 35 D).

Por ultimo, tras el estimulo de B. ovis PA in vivo solo se detectd IL2 en pequefias cantidades, en los
ratones vacunados con B. melitensis Revl (Figura 33 E) y no se observaron diferencias significativas entre los
tres grupos de animales en la produccion de 1L4 (Figura 35 F).
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Figura 35. Deteccion de citocinas extracelulares producidas por esplenocitos obtenidos de ratones sin
vacunar, vacunados con B. melitensis Revl y vacunados con el mutante Aompl 0AugpBAomp31 de B.
ovis PA, tras ser estimulados con células enteras de B. ovis PA inactivadas por calor. Se representa la
media £ DE (n=5) de la concentracion de cada citocina. Simbologia: 2 P<0,0005; b P<0,005; diferencias
significativas con respecto al valor del grupo de PBS. Siguiendo la misma simbologia, se indican entre
paréntesis las diferencias significativas con respecto B. melitensis Revl.
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4.2. Ensayos de proteccion

En estos experimentos se evalué el poder protector del mutante Aomp10AugpBAomp31 frente a la infeccion
experimental con la cepa virulenta B. ovis PA transcurridas 7 y 11 semanas de la vacunacion. Para ello, se
emplearon tres grupos experimentales: i) PBS, control negativo sin inmunizar (n=10); ii) vacuna experimental
Aompl0AugpBAomp31 (n=15) (1x10® UFC/ratén) y iii) vacuna de referencia B. melitensis Revl (n=5) (1x10°
UFC/ratén). Transcurridas 7 semanas p. vac., 10 animales del grupo vacunado con Aomp10AugpBAomp31y 5
animales de cada grupo control se infectaron con B. ovis PA. Transcurridas tres semanas después de la infeccion
se realizaron los recuentos de B. ovis PA en el bazo de los animales. La evaluacion de la proteccion en la semana
11 p.vac. se llevd de manera similar, infectando experimentalmente a 5 animales del grupo vacunado con
Aomp10AugpBAomp31l y del grupo de PBS.

Como se recoge en la Tabla XIV, en el experimento en el que la infeccién experimental se realizo6 a la
semana 7 p. vac., el grupo control no vacunado (inoculado con PBS) presentd niveles de infeccién en bazo de B.
ovis PA del orden de 6 unidades logaritmicas. Por el contrario, el grupo inmunizado con la vacuna heteréloga B.
melitensis Rev1 presentd una elevada reduccidon de la colonizacion esplénica de la cepa infectiva (valores de Log
UFC/bazo de 2,11 + 0,97), aunque la cepa vacunal se detecté en 4 de los 5 animales vacunados. ElI mutante
Aomp10AugpBAomp3l de B. ovis PA proporciond niveles de proteccion mejores que B. melitensis Revl
(p=<0,05) y no se detectd en ninguno de los animales vacunados. EI mutante Aompl10AugpBAomp31 también
confirié niveles similares de proteccidon frente a la infeccién experimental cuando esta se realizé a la semana 11
p.vac. (Tabla XIV).

Tabla XIV. Proteccion conferida por el mutante Aompl 0AugpBAomp31 de B. ovis en ratones BALB/c frente a
la infeccion experimental con B. ovis PA.

Log UFC B. ovis/bazo

. Deteccién vacuna/total
Log proteccion

{(media £ D.E) (n2 animales)
Grupo vacunacién/dosis infeccién infeccién infeccién infeccion | infeccién infeccién
semana 7 semana 11 semana 7 semana 11 | semana7 | semanall
p.vac. p.vac. p.vac. p.vac. p.vac. p.vac.
PBS (control negativo) 6,3110,68 5,93+ 1,68 . _ _ _
Rev1l (1x10%) 2,11+0,97° ND 4,2 ND 4/s5 ND
10/ugpB/31-M (1x109) 0,550,102  0,81+0,64° 5,76 5,12 0/10 0/5

Los ratones fueron vacunados a la dosis seleccionada del mutante 10/ugpB/31-M (1x10% UFC/raton) (n=15) . Como
controles, se emplearon la cepa vacunal B. melitensis Revl (1x10° UFC/ratén) (n=5) y PBS (n=10) (control
negativo). Las infecciones experimentales con B. ovis PA (2 x 10° UFC/raton) se realizaron a las semanas 7 y 11
posteriores a la vacunacion de los animales. Se muestran los recuentos esplénicos de B. ovis PA obtenidos
transcurridas 3 semanas posteriores a cada infeccion, expresados como la media del Log UFC/bazo £ D.E (=5 o 10),
los logaritmos de proteccion (diferencia entre el recuento esplénico obtenido para cada grupo de vacunacion y el
obtenido para el grupo sin vacunar) y el nimero de animales en el que se detectd la vacuna respecto del numero total
empleado en cada grupo de vacunacion. Todas las inoculaciones se realizaron via IP. ND: No determinado.
Simbologia: 2 P<0,0005; b P<0,05 indican diferencias significativas respecto al control sin vacunar. Siguiendo la
misma simbologia, se indican entre paréntesis las diferencias significativas con respecto al grupo vacunado con B.
melitensis Revl.
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B. ovis produce una enfermedad infecciosa en el carnero caracterizada por la presencia de epididimitis y
descenso de la fertilidad, causando elevadas pérdidas econdémicas en el sector ganadero y para la que no existe
una vacuna especifica disponible (OIE., 2015). El tema central del presente trabajo ha sido la obtencion de
mutantes atenuados de B. ovis PA como modelo de vacuna frente a la infeccién por B. ovis en carneros. No
obstante, un aspecto fundamental en el disefio de vacunas atenuadas es la identificacion de factores que estén
implicados en la virulencia del microorganismo y que puedan ser adecuados como dianas vacunales (Ko &
Splitter., 2003; de Figueiredo et al., 2015).

Los microorganismos pertenecientes a este género poseen una elevada homologia a nivel de ADN, pero
exhiben importantes diferencias en su patogenicidad y preferencia de hospedador (Scholz et al., 2012). Brucella
es un patogeno intracelular facultativo que posee una serie de factores que difieren ampliamente de los clasicos
factores de virulencia de otras bacterias Gram negativas (exotoxinas, plasmidos, lipopolisacarido endotoxico,
fimbrias, etc) (de Figueiredo et al., 2015). Numerosas observaciones han conducido a que muchos de los
aspectos de la virulencia de Brucella se hayan relacionado con las caracteristicas de su ME (Martin-Martin et al.,
2011; Vizcaino & Cloeckaert., 2012). En concreto, la ausencia de cadenas O en el LPS (R-LPS) de B. ovis es un
rasgo caracteristico diferencial respecto a las especies lisas (S-LPS), en las cuales la presencia de estos
componentes es esencial para la virulencia (Gonzélez et al., 2008; Monreal et al., 2003). Sin embargo, B. ovis es
una especie naturalmente rugosa y virulenta en sus hospedadores naturales y sus mecanismos de virulencia han
sido menos estudiados que el caso de cepas lisas de Brucella.

Por una parte, en este trabajo se ha estudiado el papel de los genes bepC y ugpB en la fisiologia y virulencia
de la cepa B. ovis PA. Ambos genes desempefian un papel relevante en la virulencia de B. suis (Castafieda-
Roldan et al., 2006; Posadas et al., 2007), concretamente en el proceso de interaccion bacteria-hospedador, y
estan relacionados con los mecanismos de transporte y adhesion bacteriana. Dichos aspectos estdn menos
estudiados en Brucella, en comparacién con otros patégenos intracelulares, y los estudios que existen se han
realizado en especies lisas. Por otra parte, se ha construido un panel de mutantes multiples en genes relacionados
con la ME con el doble objetivo de profundizar en el conocimiento del papel de la ME en la virulencia de B. ovis
y de encontrar cepas atenuadas con propiedades vacunales adecuadas y que faciliten la diferenciacion seroldgica
entre animales vacunados e infectados.

1. Construccion, caracterizacion y evaluacion de la virulencia de los mutantes AbepC y AugpB de B. ovis PA
1.1. El gen bepC

La proteina BepC ha sido descrita como el inico miembro de la familia de proteinas TolC codificado en el
genoma de B. suis 1330 (Posadas et al., 2007). Los miembros de la familia TolC son OMPs que interaccionan
con proteinas de fusion de membrana (MFP) y con diferentes transportadores de MlI, permitiendo el paso directo
de diferentes sustratos desde el citoplasma de la bacteria hasta el medio extracelular. Entre los sustratos diana de
los sistemas tripartitos de flujo dependientes de TolC, se encuentra un amplio rango de compuestos. Estos
incluyen colorantes catiénicos como la acriflavina, cristal violeta, bromuro de etidio y rodamina 6G; antibiéticos
como las penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas, macrdlidos, cloranfenicol, tetraciclinas, acido fusidico y
rifampicina; detergentes como el triton X-100, SDS, &cidos biliares e incluso solventes organicos como pentano
o ciclohexano (Nikaido., 2011). Independientemente del estado de carga que posean, estos sustratos tienen una
caracteristica comun; ser relativamente lipofilicos (Nikaido., 1996). La secrecidn de toxinas proteicas como la a-
hemolisina también tienen lugar a través de sistemas dependientes de TolC (Nikaido., 2003). La expulsion de
compuestos toxicos para las bacterias como antibidticos y sales biliares, esta principalmente mediado por
transportadores de MI de tipo RND y la de toxinas proteicas, principalmente por transportadores de tipo ABC
(Misra & Bavro., 2009; Hinchliffe et al., 2013). Los miembros de la familia TolC est4n ampliamente
distribuidos en bacterias Gram negativas (aunque también estan presentes en Gram positivas) y tienen un papel
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importante en la supervivencia bacteriana y de manera especial en el desarrollo del proceso infeccioso (Bina &
Mekalanos., 2001; Baucheron et al., 2005; Horiyama et al., 2010; Baucheron et al., 2014).

El papel de las proteinas de la familia TolC en Brucella ha sido pobremente estudiado y hasta la fecha s6lo
se disponen de datos en B. suis, obtenidos a partir de un mutante por insercién de un cassette de resistencia a
espectinomicina en el gen bepC (Posadas et al., 2007). Los resultados de este estudio en B. suis han sugerido una
implicacion de la proteina BepC en la expulsion de moléculas hidrofébicas, que contribuye a la supervivencia in
vivo de esta especie, al menos en modelo murino (Posadas et al., 2007). Sin embargo, en la actualidad se
desconoce el papel de la proteina BepC en la virulencia de la especie rugosa B. ovis.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la cepa mutante AbepC de B. ovis PA poseia un
fenotipo muy similar al de la cepa parental. La delecion del gen bepC de B. ovis PA no alterd la capacidad de
penetracién y multiplicacién en macréfagos J774.A1, ni en células epiteliales HeLa (Apartado 1.3. de
Resultados, Figura 14). Estos resultados son coherentes con los obtenidos para el mutante de B. suis 1330, que
también mostr6 una cinética de multiplicacion en ambas lineas celulares similar a la de la cepa parental (Posadas
et al., 2007). Estos resultados sugieren que el gen bepC no es imprescindible para la supervivencia intracelular
de ambas especies. En cambio, los mutantes de B. suis y B. ovis difieren en los estudios de virulencia in vivo.
Asi, el mutante AbepC de B. ovis PA desarrollé una cinética de colonizacion esplénica en ratones BALB/c muy
similar a la de la cepa parental (Apartado 1.4. de Resultados, Tabla X), sugiriendo que el gen bepC no es
esencial para la supervivencia in vivo de B. ovis PA. Por el contrario, el mutante de B. suis 1330 present6 una
atenuacion en modelo murino (Posadas et al., 2007). Las diferencias en el comportamiento observado in vitro e
in vivo del mutante de B. suis 1330 se han relacionado con mecanismos de resistencia extracelulares mediados
por BepC a los que esta especie puede estar expuesta in vivo y que podrian contribuir a su diseminacion. En
concreto, la inactivacion del gen bepC en B. suis 1330 incrementd notablemente la sensibilidad a sales biliares
(Posadas et al., 2007). En el caso de B. ovis PA, el gen bepC no parece jugar un papel significativo en la
resistencia a compuestos relacionados con el ambiente extracelular como el desoxicolato (principal componente
de las sales biliares) (Tabla IX).

Las discrepancias observadas entre los mutantes AbepC de B. suis 1330 y de B. ovis PA no parecen residir
en defectos que pudieran afectar, en general, a la funcion de la proteina BepC de B. ovis PA. En concreto, solo se
detectd un aminoacido de diferencia en la secuencia de la proteina de B. ovis PA, respecto a la proteina BepC de
B. suis 1330 (datos no mostrados). Tampoco parece deberse a una ausencia de la transcripcion del gen en B. ovis
PA ya que solo se ha detectado una sustitucion nucleotidica en la region promotora hipotética del gen bepC de B.
ovis PA (Apartado 1.6. de Resultados, Figura 16) y se ha comprobado su transcripcion mediante RT-PCR
(Apartado 1.5. de Resultados, Figura 15). Asi mismo, la fuerza de la region promotora del gen bepC de B. ovis
PA y de B. suis 1330, analizada mediante la actividad B-galactosidasa de fusiones lacz, fue similar (Apartado
1.6. de Resultados, Figura 17), lo cual apoyaria una transcripcion similar de bepC en las dos cepas. En cambio,
teniendo en cuenta que los sistemas tripartitos dependientes de TolC pueden interaccionar con diferentes
transportadores de Ml para la traslocacion de sustratos (Hinchliffe et al., 2013; Dijun et al., 2014), un defecto en
las otras dos proteinas podria anular dicha funcién. En concreto, estudios centrados en el sistema AcrAB-TolC
de E. coli han demostrado que es necesario el correcto ensamblaje de los todos los componentes para permitir la
funcionalidad del complejo (Murakami et al., 2002; Touzé et al., 2004; Dijun et al., 2014). Asi, se ha
comprobado que el ensamblaje de AcrAB en la MI tiene lugar de manera constitutiva (independiente de la
presencia de sustrato) y que la punta del dominio periplasmico de AcrB, interactia con el final del tnel
periplasmico de TolC (Norihisa Tamura et al., 2005) (Figura 2), induciéndose el reclutamiento de TolC por la
union del sustrato al sistema de traslocacion de MI (Touzé et al., 2004). En este contexto, en el genoma de B.
suis 1330 se ha detectado la presencia de dos sistemas de tipo RND, BepDE (BR0291-BR0292) y BepFG
(BRA0334-BRA0335), que parecen trabajar en asociacion con BepC para eliminar compuestos tdxicos en esta
especie (Martin et al., 2009). En concreto, BepE posee un elevado grado de similitud con la proteina AcrB de E.
coli y su inactivacion en B. suis 1330 aumenta significativamente la sensibilidad de esta cepa a desoxicolato
sodico. Ademas, la presencia de este componente biliar induce la expresion del sistema BepDE en B. suis 1330
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(Martin et al., 2009), del mismo modo que ocurre con el sistema AcrAB de E. coli (Ma et al., 1995). El analisis
del genoma publicado de B. ovis ATCC 25840 ha permitido detectar que bepE (locus BOV_RS01560) es un
pseudogen (datos no mostrados), por lo que las diferencias observadas entre el mutante bepC de B. ovis PA y de
B. suis 1330 podrian deberse a un defecto en el ensamblaje del sistema tripartito dependiente de BepC en B. ovis
que impediria el funcionamiento del sistema completo.

La funcién natural de AcrB, la parte activa del sistema AcrAB-TolC de E. coli y con el que BepE presenta
homologia, es la de expulsion de sales biliares y derivados de éstas, contribuyendo asi a la supervivencia de
patégenos intestinales como E. coli, Salmonella o Vibrio cholerae en elevadas concentraciones de estos
compuestos de accion detergente (Ma et al., 1995; Baucheron et al., 2014). Las especies del género Brucella
penetran en el hospedador a través de las mucosas, de las cuales, la digestiva es una importante ventana de
entrada de la infeccién especialmente de las especies que causan infeccion en humanos, B. melitensis, B. suis y
B. abortus (Moreno., 2014). Por tanto, un defecto en el sistema tripartito dependiente de BepC podria contribuir
a la baja relevancia que tiene la via oral en la adquisicion de B. ovis (Tsolis et al., 2009). Concretamente, esta
especie, que carece de potencial zoonético, se transmite predominantemente por via sexual entre los
hospedadores naturales (Blasco., 1990; Picard-Hagen et al., 2015), una via en la que B. ovis no se encontraria
expuesta a elevadas concentraciones de sales biliares. Asi mismo, se ha observado la ausencia en B. ovis de
funciones que, en especies como B. suis, B. abortus y B. melitensis se relacionan con la adaptacion a la
transmision por via oral, como es el caso de la actividad ureasa. Estas tres especies preservan los genes ureT y
urG2, los cuales son necesarios para su supervivencia a condiciones extracelulares de pH &cido extremo, como
las del tracto gastrointestinal (Bandara et al., 2007; Sangari et al., 2007, 2010; Paix&o et al., 2009). En cambio,
B. ovis carece de actividad ureasa, probablemente debido a la presencia de deleciones que afectan a dichos genes
(Tsolis et al., 2009). Ademas, junto con los sistemas de flujo, la resistencia intrinseca caracteristica de las
bacterias Gram negativas a compuestos tdxicos recae también en la barrera que supone la ME (Nikaido., 2003).
En este aspecto, en B. ovis PA se ha observado una notable sensibilidad a elevadas concentraciones de otros
compuestos de accién detergente como el triton X-100 en comparacion con especies lisas, incluida B. suis,
sugiriéndose la existencia de propiedades caracteristicas de la ME de B. ovis que podrian contribuir al tropismo
que posee por el tracto reproductor del carnero (Martin-Martin et al., 2011). Asi mismo, en estudios previos se
habia observado una mayor permeabilidad a compuestos de naturaleza hidrofobica en B. ovis, en comparacion
con mutantes rugosos de B. abortus (Freer et al., 1999).

El mutante AbepC de B. suis 1330 mostré también sensibilidad a diversos antibidticos, incluidos p-
lactdmicos y aminoglucosidos (Posadas et al., 2007). En el caso del mutante de B. ovis PA no se observaron tales
diferencias con representantes de ambos grupos como la ampicilina y kanamicina (Tabla 1X). Si bien en este
trabajo no hemos profundizado en el estudio de los mecanismos de resistencia a antibioticos, el gen bepC de B.
ovis PA no parece jugar un papel relevante en dicho aspecto. Sin embargo, teniendo en cuenta que B. ovis carece
de caracter zoonético y por tanto el tratamiento antibidtico no es de uso tan comin como en el caso de especies
gue producen brucelosis en humanos, una diferente presién selectiva en ambas podria contribuir a diferencias en
la preservacion de sistemas dependientes de BepC. Apoyando esta idea, en estudios previos se puede observar
una elevada sensibilidad de especies no zoondticas, incluida B. ovis, a eritromicina y cloranfenicol, en
comparacion con una resistencia intrinseca superior en las especies patégenas para humanos B. suis, B.
melitensis y B. abortus a estos compuestos (Halling & Jensen., 2006). Ademas, mediante el empleo de un
inhibidor de transportadores de tipo RND, se han observado importantes diferencias en la resistencia de las
especies zoonoticas a estos antibidticos presumiblemente mediado por sistemas de flujo (Halling & Jensen.,
2006). Por tanto, la presencia de sistemas de flujo dependientes de BepC en B. suis capaces de expulsar farmacos
empleados en el tratamiento de la brucelosis en humano tendria un impacto significativo en la supervivencia de
esta especie (Posadas et al., 2007; Martin et al., 2009), el cual podria ser menos relevante en B. ovis.

Por dltimo, el sistema BepFG descrito en B. suis (Martin et al., 2009) parece estar intacto a nivel de
secuencia en el genoma publicado de B. ovis ATCC 25840 (datos no mostrados), por lo que BepFG podria ser un
sistema que interaccione con BepC en B. ovis. Ademas, existen otro tipo de transportadores independientes de
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TolC que estan implicados en la expulsién de compuestos toxicos en las bacterias, como los de tipo ABC
(Higgins., 2001). En concreto, B. ovis posee un transportador especifico de este tipo localizado en la isla de
patogenicidad BOPI-1, el cual se ha demostrado que es necesario para la virulencia y se encuentra ausente en las
especies clasicas de Brucella (Silva et al., 2011).

1.2. Gen ugpB

Los microorganismos del género Brucella muestran una incapacidad de supervivencia prolongada fuera del
hospedador, debido a lo cual se les considera patogenos intracelulares, extracelulares facultativos. En este
contexto, el fagosoma, al que se han ido adaptando evolutivamente, es su nicho natural (Kéhler et al., 2002). Por
tanto, la capacidad de adherencia y penetracion de Brucella en las células hospedadoras es esencial para alcanzar
dicho nicho y asegurar, por ende, su supervivencia.

En los ultimos afios, el estudio de los elementos de Brucella que contribuyen a su adherencia e
internalizacion celular ha experimentado un auge notable. Diversos estudios han mostrado que Brucella es capaz
de interaccionar con los residuos de acido sialico presentes en la superficie de distintos tipos de células del
hospedador (Rocha-Gracia et al., 2002; Castafieda-Roldan et al., 2004). En concreto, la proteina de superficie
SP41, la primera adhesina descrita en Brucella, parece ser una lectina que interaccionaria con residuos este tipo
presentes en las células epiteliales del hospedador (Castafieda-Roldan et al., 2006). Se ha comprobado que tanto
el blogueo de la proteina SP41 con anticuerpos especificos frente a ésta como la inactivacion del gen ugpB que la
codifica en B. suis 1330, conducen a una disminucién de la capacidad de adhesion de la bacteria a células
epiteliales (Castafieda-Roldan et al., 2006). Sin embargo, el papel de la proteina SP41 en la supervivencia
intracelular de B. suis 1300 no parece ser relevante y no se ha evaluado en modelos animales (Castafieda-Roldan
et al., 2006). En este trabajo, hemos obtenido un mutante por delecion del gen ugpB en la cepa naturalmente
rugosa B. ovis PA (AugpB), que, en contraste con el mutante AugpB de B. suis 1330, no presenta defectos ni en
la capacidad de penetracion, ni en la capacidad de multiplicacion en cultivos de células epiteliales (Apartado
1.3. de Resultados, Figura 14). La inactivacion del gen ugpB en B. ovis PA tampoco modifico la
internalizacion, ni la proliferacion bacteriana, en fagocitos profesionales (Apartado 1.3 de Resultados, Figura
14). Ademaés, el mutante AugpB de B. ovis posee una capacidad de colonizacién esplénica en ratones BALB/c
similar a la de la cepa parental (Apartado 1.4 de Resultados, Tabla X). Todo ello sugiere que el gen ugpB no
estd implicado en la virulencia de B. ovis.

Por un lado, las discrepancias observadas en el comportamiento del mutante AugpB entre B. ovis PA y B.
suis 1330 podrian deberse a defectos en la transcripcion del gen ugpB en B. ovis PA. Sin embargo, aunque no
puede descartarse una menor fuerza del promotor, se ha comprobado que el gen ugpB se transcribe en B. ovis PA
(Figura 15). También podria deberse a diferencias en la secuencia de aminoacidos que pudieran comprometer
las propiedades adhesivas de la proteina SP41 en B. ovis. En este sentido, se detectaron cinco aminoacidos de
diferencia en la proteina SP41 de B. ovis en comparacién con la proteina de B. suis 1330 (datos no mostrados).
Ademas, aunque no se ha comprobado experimentalmente, cabe destacar que la funcion hipotética para la
proteina codificada en el gen ugpB es la de un transportador ABC de glicerol-3-fosfato (Castafieda-Roldan et al.,
2006). El glicerol-3-fosfato (G3P) es un intermediario de la glucolisis, pudiendo también entrar a formar parte
del proceso de la gluconeogénesis (Yao & Rock., 2013). La biosintesis de fosfolipidos (PLs) de ME es un
aspecto relevante en la fisiologia de las bacterias. Aunque la variedad de estructuras de PLs producidas por estas
es amplia, el precursor clave de todas ellas es el acido fosfatidico, cuya fuente de glicerol universal para la
formacion de su esqueleto es el G3P proveniente de la glucolisis (Yao & Rock., 2013). Asi, defectos en el
transportador codificado en el gen ugpB de B. ovis podrian modificar la composicion de su ME, exhibiendo ésta
propiedades de adhesion diferentes a las de B. suis 1330. Otro hecho a destacar relacionado con una posible
disfuncion de éste transportador de G3P en B. ovis, es la incapacidad de esta especie de crecer en presencia de
glucosa como Unica fuente de carbono y su aparente disfuncion en la via de la gluconeogénesis, debido que
varios transportadores de azlcares, intactos en B. melitensis, B. suis y B. abortus, se encuentran inactivados por
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la presencia de mutaciones en el genoma de B. avis (Tsolis et al., 2009). Esos defectos en el metabolismo de B.
ovis se han relacionado con las diferencias en la patogenicidad en humanos que poseen otras especies de
Brucella (Tsolis et al., 2009). Sin embargo, no se ha comprobado experimentalmente que la proteina SP41 tenga
la funcion transportadora predicha y tampoco conserva ninguno de los dominios ABC de este tipo de
transportadores en Brucella (Castafieda-Roldan et al., 2006).

Por otro lado, el reconocimiento mediado por adhesinas de las distintas moléculas en las células
hospedadoras, es un proceso especifico que determina en gran medida el tipo de tejido a colonizar por el
patégeno (Bonazzi & Cossart., 2011). Asi, cabe mencionar que la linea de células epiteliales empleadas en la
evaluacién del mutante ugpB tanto de B. suis 1330 como de B. ovis PA, es de origen humano. Por tanto, teniendo
en cuenta que B. ovis es una especie que carece de poder zoon6tico, el producto del gen ugpB podria no estar
implicado en la adherencia en este tipo de células, pero podria estarlo en la adhesion a células epiteliales de
origen ovino.

Por ultimo, la internalizacion de Brucella en las células hospedadoras es un proceso coordinado en el que la
ME es un elemento clave. Debido a la ausencia de cadenas O en el LPS de B. ovis otras adhesinas podrian estar
maés expuestas en la superficie de esta especie (Bowden et al., 1995 b), lo que favoreceria su interaccién con la
celula hospedadora. En este sentido, se ha descrito la existencia de otras adhesinas en este género, que podrian
compensar los defectos hipotéticos de la proteina SP41 en B. ovis, como son los autotransportadores BmaC,
BtaE y BtaF, o la proteina con dominio inmunoglobulina BigA (Posadas et al., 2012; Ruiz-Ranwez et al., 2013
a, 2013 b; Czibener et al., 2015).

2. Construccion y evaluacion preliminar de un panel de mutantes maltiples de B. ovis PA en genes
relacionados con la membrana externa

2.1. Los genes de las lipoproteinas Omp10 y Omp19 y de las proteinas mayoritarias Omp25 y Omp31 en
la estabilidad de la ME de B. ovis

En la superficie celular de Brucella se encuentran expuestas, de manera minoritaria, las lipoproteinas
Omp10 y Omp19, junto con las proteinas mayoritarias Omp25 y Omp31 (Cloeckaert et al., 1990). Si bien su
implicacion en la virulencia de las distintas especies del género Brucella no estd claramente delimitada, se
considera que estos elementos contribuyen de forma relevante al mantenimiento de la integridad de la ME
(Cloeckaert et al., 1990, 1992; Moriyon & LOpez-Gofii., 1998; Tibor et al., 1999; Vizcaino & Cloeckaert.,
2012) y, por tanto, a la fisiologia de la bacteria.

Por un lado, las lipoproteinas Omp10 y Omp19 se han relacionado, en B. abortus 544, con funciones de
adhesion, invasion celular e inmunomodulacién, asi como con la virulencia en modelo murino (Tibor et al.,
2002; Giambartolomei et al., 2004; Zwerdling et al., 2008; Coria et al., 2016). En cambio, en B. ovis PA, los
genes de las lipoproteinas Omp10 y Omp19 no se relacionan, de forma individual, con la viabilidad y virulencia
de la bacteria (Sidhu-Mufioz et al., 2016). Asi mismo, estudios realizados con la vacuna B. abortus RB51
muestran que la inactivacion del gen omp19 no incrementa su atenuacion (Vemulapalli et al., 2000), mientras
que dicha inactivacién, tanto en la vacuna lisa B. abortus S19, como en la cepa virulenta B. abortus 2308,
produce un incremento de la atenuacién en modelo murino (Campos et al., 2002; de Souza Filho et al., 2015).
De acuerdo con ello, las diferencias del papel de las lipoproteinas Omp10 y Ompl19 en la virulencia de las
distintas cepas de Brucella podrian estar relacionadas, en parte, con el fenotipo rugoso o liso de la cepa parental,
asi como con diferencias en la composicién y propiedades relacionadas con la ME observadas entre especies de
este género (Martin-Martin et al., 2011; Vizcaino & Cloeckaert., 2012).

En este trabajo se emplearon, por un lado, los mutantes simples Aomp10 y Aomp19 como fondo genético
para la obtencion de mutantes dobles en ambos genes. Para ello, se introdujeron por electroporacién en los
mutantes Aompl10 y Aompl9, los pldsmidos pNV190VL02 y pNV100VLO02, respectivamente (Tabla VI).
Todos los intentos por conseguir una doble recombinacion en las cepas Aomp10 y Aompl19 con los respectivos
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plasmidos, resultaron en la reversion al genotipo mutado original (datos no mostrados). Estas observaciones
parecen indicar que la ausencia simultanea de los genes omp10 y omp19, afecta de manera severa a la viabilidad
de B. ovis PA 'y que ambos genes podrian tener una funcién intercambiable en mantener la integridad de la ME.

En base al estudio de la topologia de la envuelta celular de Brucella con MAbs (Cloeckaert et al., 1990;
Tibor et al., 1999) y al analisis de secuencias de aminoacidos (Moriy6n & Lopez-Gofii., 1998), se ha modelizado
la localizacion de las lipoproteinas Omp10 y Omp19 en la ME. Se propone que la parte lipidica de estas OMPs
se inserta en la regién de la ME cercana al periplasma (Moriyon & Lopez-Gofii., 1998; Tibor et al., 1999).
Ademas de la presencia de Omp10 y Omp19 en la ME, estudios en B. ovis y B. abortus describieron la existencia
de otra lipoproteina (Gémez-Miguel & Moriyén., 1986), posteriormente denominada Ompl6, que presenta
homologia con las lipoproteinas asociadas al PG de la pared celular (PALS) (Tibor et al., 1994, 1999). No se ha
descrito, hasta la fecha, la obtencion de ningin mutante de Brucella en el gen que la codifica (Sidhu-Mufioz et
al., 2016) y los mutantes obtenidos en otras bacterias Gram negativas presentan defectos en la envoltura celular,
crecimiento y/o virulencia (Dubuisson et al., 2005; Murphy et al., 2006; Yeh et al., 2010). De acuerdo a lo
anterior, parece probable que la proteina Omp16 desempefie un papel significativo en el anclaje de la ME a la
pared celular en Brucella. Este tipo de interacciones, junto con la imposibilidad de obtencion de la doble
mutacién en los genes omp10 y omp19 en B. ovis PA, reforzaria la hipétesis del papel estructural que jugarian
estas tres lipoproteinas en la ME de Brucella.

Mediante la caracterizacion topolégica de los mutantes Aomp10 y Aomp19 se observé un incremento en la
reactividad de los MAbs anti-BP26 tanto en el mutante Aomp19 como en los mutantes multiples portadores de
dicha inactivacion (Apartado 2.3. de Resultados, Figuras 24 y 25 B). Las diferencias de reactividad
observadas indican una mayor exposicion de los epitopos de la proteina periplasmica BP26 y/o una mayor
cantidad de proteina BP26 en ausencia del gen ompl9. Estos resultados sugieren un posible efecto
compensatorio entre los genes bp26 y ompl9 en B. ovis PA lo que podria, a su vez, relacionarse con los
resultados obtenidos en el analisis protedmico de mutantes de B. abortus 2308 en el sistema regulador
BvrR/BvrS (Lamontagne et al., 2007). En este analisis se observd, entre numerosos cambios en la envuelta
celular, un incremento en la expresiéon de proteinas de origen periplasmico, junto con una disminucién en los
niveles de OMPs (Lamontagne et al., 2007). En concreto, el incremento en la expresion de proteinas
periplasmicas, se ha relacionado con un mecanismo de compensacion frente a estrés nutricional, el cual podria
deberse a que las alteraciones presentes en la ME de estos mutantes, comprometieran también el transporte de
nutrientes (Lamontagne et al., 2007). De acuerdo con lo anterior, cabe mencionar que los mutantes Aomp10 y
Aomp19 de B. ovis PA desarrollan un menor tamafio de colonia en medio sélido que la cepa parental (Sidhu-
Mufioz et al., 2016), el cual podria deberse, al menos en parte, a un defecto en el acceso a nutrientes y esto
podria conducir a un incremento en los niveles de proteinas periplasmicas, como BP26. Sin embargo, la funcién
de esta proteina, que es un antigeno inmunodominante en la infeccion por Brucella en el ganado (Cloeckaert et
al., 2001), es todavia desconocido y no se ha observado homologia con otras proteinas (Campos et al., 2002).
Por otro lado, la ausencia del gen omp10 en B. ovis PA no parece afectar a la exposicion de epitopos de BP26,
puesto que no se observaron diferencias, con la metodologia y los MAbs anti-BP26 disponibles, ni en el mutante
Aompl0 (Apartado 2.3. de Resultados, Figura 24 A), ni en aquellos que portaban dicha inactivacion
(Apartado 2.3. de Resultados, Figura 23 D-E). En este contexto, podria hipotetizarse una contribucion
diferencial de ambas lipoproteinas a la estabilidad de la ME de B. ovis. En relacion a esto, se ha detectado en
Western-blot una mayor masa molecular aparente de la lipoproteina Omp19 en cepas de B. ovis, en comparacion
con el tamafio observado para ésta en cepas de B. melitensis, B. suis y B. abortus. En cambio, la banda observada
en Western-blot correspondiente a la lipoproteina Omp10 mostré un tamarfio idéntico entre las cepas analizadas
(Tibor et al., 1996). Puesto que la diferencia en la secuencia de aminoécidos de la proteina Omp19 entre especies
de Brucella no justifica las diferencias observadas en Western-blot, es posible que éstas radiquen en la parte no
proteica de Omp19.
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Por otro lado, las proteinas mayoritarias Omp25 y Omp31, de manera individual no estan implicadas en la
virulencia de B. ovis PA en modelo murino (Caro-Hernandez et al., 2007), aunque la proteina Omp25 se ha
relacionado con funciones inmunomoduladoras en B. suis (Jubier-Maurin et al., 2001) y con la virulencia in vivo
de diferentes cepas de B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. ovis (Edmonds et al., 2001, 2002). Sin embargo,
resultados obtenidos en otros estudios han demostrado que la cepa B. abortus 2308 que porta el gen omp25
inactivado, de manera similar a lo descrito en B. ovis PA, no se encuentra atenuada en raton y se ha descartado la
implicacion de Omp25 en la virulencia de esta cepa (Manterola et al., 2007). A la proteina Omp31 también se le
ha atribuido un papel inmunomodulador en B. melitensis 16M (Zhang et al., 2016), asi como caracteristicas de
funcion porina (Vizcaino et al., 1996) y de unién a grupos hemo en B. ovis, B. melitensis y B. suis (Delpino et
al., 2006). Sin embargo, no se han descrito efectos drasticos en la virulencia in vivo de B. melitensis Revl y de B.
ovis PA, en ausencia de Omp31 (Cloeckaert et al., 2004; Caro-Hernandez et al., 2007). Asi, se decidid llevar a
cabo la inactivacion simultanea de los genes de las proteinas mayoritarias Omp25 y Omp31 en B. ovis PA
partiendo del mutante simple Aomp25 (Apartado 2.1. de Resultados, Figura 18 A). A pesar de la obtencién de
mutantes simples en los genes omp25 y omp31, tras multiples intentos no fue posible conseguir, bajo nuestras
condiciones experimentales, el reemplazamiento del gen omp31 en el mutante Aomp25, ya que la cepa Aomp25
con el plasmido pPS310VLO02 integrado en el cromosoma revertié siempre al genotipo mutado original tras
incubar en presencia de sacarosa (datos no mostrados).

Estos resultados reflejan la ya descrita relevancia de las proteinas de la familia Omp25/0Omp31 en la
integridad de la ME (Cloeckaert et al., 1992; Moriyén & L6pez-Goiii., 1998). Tanto la proteina Omp25 como la
proteina Omp31 estan fuertemente asociadas al PG (Cloeckaert et al., 1992), por lo que parece probable que la
eliminacién simultanea de dichos elementos pueda afectar severamente a la estabilidad de la envoltura celular y,
por tanto, a la viabilidad de la bacteria. Entre los cambios en la topologia de la ME que presentan los mutantes de
B. abortus 2308 en el sistema BvrR/BvrS y que se relacionan con la atenuacion, se encuentran la reduccién en
los niveles de las proteinas Omp2b, Omp22, Omp25, Omp25¢ y Omp31b (Lamontagne et al., 2007). Ademas, se
ha observado un estrecho balance entre los miembros de la familia Omp25/0mp31 mediante la inactivacion en
B. suis 1330, de los genes omp25c¢, omp25d y omp22, que conduce a un incremento de los niveles de la proteina
Omp25b (ausente en B. ovis) (Salhi et al., 2003). También en B. ovis PA se ha observado un efecto
compensatorio en el que, en ausencia de la proteina Omp31, se detectan mayores niveles de la proteina Omp25,
ademas de alteraciones en la ME y un defecto en el crecimiento (Caro-Hernandez et al., 2007). Estos resultados
sugieren un intercambio de funcién entre proteinas de la familia Omp25/0Omp31 en Brucella y coinciden con los
obtenidos en este trabajo en la caracterizacion de los mutantes mediante ELISA con MADbs. En concreto, se
detectd una mayor reactividad de diferentes MAbs anti-Omp25 con todos mutantes en los que se habia
inactivado el gen omp31 (Apartado 2.3. Figuras 23 y 25A). Asi, la imposibilidad de la inactivacion simultanea
de los genes omp25 y omp31 en este trabajo, refuerza la relevancia de la redundancia existente entre los
miembros que conforman la familia omp25/omp31 para la preservacion de la estructura de la ME.

2.2. Seleccion de mutantes multiples de interés

Con el objetivo de seleccionar cepas atenuadas para posteriores analisis encaminados a evaluar su potencial
como vacunas, se llevé a cabo un cribado preliminar del panel de mutantes (Tabla V1) en base a su virulencia in
vivo (niveles de infeccion en bazo). Durante la infeccién por Brucella en el modelo murino, el recuento de
bacterias en bazo proporciona perfiles de colonizacién altamente reproducibles y que son sensibles a pequefias
variaciones. Esto permite diferenciar las cepas en relacion a su patogenicidad, habilidad de multiplicarse
intracelularmente y persistir en ratén, en: virulentas, atenuadas y no virulentas (Grill6 et al., 2012). Segun este
modelo, en la infeccion por cepas virulentas de Brucella se pueden diferenciar varias fases. Entre ellas estan la
fase aguda que abarca desde el tercer dia hasta que se alcanzan los recuentos esplénicos maximos (2-3 semanas
p.i.) y la fase crénica, en la que se produce una meseta en dichos recuentos (hasta las semanas 8-11 p.i.) (Grill6
et al., 2012). En el curso de la infeccion en ratén por B. ovis PA se observan, acorde a su caracter virulento,
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dichos patrones (Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2012). Asi, teniéndolos en cuenta se
seleccionaron como puntos relevantes de muestreo, para analizar de forma preliminar la virulencia (colonizacién
esplénica), la semana 3 (fase aguda) y la semana 7 (fase cronica). Para ello, todas las cepas se inocularon a una
dosis infectiva de aproximadamente 10° UFC/ratén. Los mutantes dobles Aomp25Acgs, Aomp31Acgs y los
mutantes triples Aompl0AugpBAomp3l, AomplO0Aomp3lAomp25¢ y Aomp3lAompl0Aomp25c¢, mostraron
recuentos esplénicos notablemente inferiores a los obtenidos con B. ovis PA (Apartado 2.2. de Resultados,
Figura 21). El resto de los mutantes del panel mostraron niveles de UFC por bazo muy similares a los de la cepa
parental. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y el interés de la mutacion en el gen omp31, como marcaje
diferencial de posibles cepas vacunales, se seleccionaron las cepas Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l y
Aompl0Aomp31Aomp25¢c como candidatos a evaluar su perfil como posibles vacunas atenuadas.

3. Estudio de las propiedades de la membrana externa y de la virulencia en modelos celulares y en raton
de los mutantes seleccionados tras la caracterizacion preliminar

3.1. Propiedades de la membrana externa

Debido a que la ME de Brucella posee una serie de caracteristicas que la hacen en gran parte responsable
de sus particularidades como patdgeno intracelular (Moriyén & Ldpez-Gofii., 1998; Martin-Martin et al., 2011,
Moreno & Moriyon., 2002; Vizcaino & Cloeckaert., 2012), la introduccién de alteraciones en la ME puede
repercutir en el establecimiento del proceso infeccioso (Lamontagne et al., 2007). Por ello, parte de la
caracterizacion de los mutantes seleccionados consistio en evaluar una serie de propiedades de la ME. Junto con
los tres mutantes seleccionados y con el fin de poder realizar comparaciones entre cepas que ayudaran a
comprender los resultados de virulencia y profundizar en el conocimiento de la ME, se incluyeron mutantes de la
coleccion generada y otros disponibles en nuestro laboratorio. Los ensayos comprendieron el anlisis de la
topologia de la ME con MADbs frente a diferentes epitopos de la misma, de la capacidad de autoaglutinacion y de
la resistencia a compuestos relacionados con los mecanismos de defensa (extracelulares e intracelulares) del
hospedador: polimixina B, desoxicolato sodico, perdxido de hidrégeno, desoxicolato sddico y suero no inmune
(Martin-Martin et al., 2011).

Los ensayos llevados a cabo para evaluar las propiedades de la ME de las cepas mutantes Aomp31Acgs,
Aomp10AugpBAomp31 y Aompl0Aomp31lAomp25¢c demostraron que todas ellas exhibian notables alteraciones,
entre ellas una elevada capacidad de autoaglutinacién (Apartado 3 de Resultados, Figura 26 A) y un
incremento de la sensibilidad a polimixina B y a H,0, (Tabla XII), con respecto a la cepa parental y a los
mutantes simples y dobles correspondientes (Aomp31, Aompl0AugpB, AomplOAomp31l, respectivamente)
(Tabla XII). Estos resultados sugieren un efecto acumulativo de las mutaciones introducidas en las
caracteristicas de la ME de los mutantes maltiples analizados. En cuanto a la capacidad de autoaglutinacién, en
algunos microorganismos como E. coli esta relacionada con su virulencia (Knutton et al., 1999). Sin embargo, la
existencia de este fendmeno en Brucella se relaciona con la introduccién de cambios en la carga neta de la
superficie bacteriana (Gonzalez et al., 2008) y no se ha demostrado una correlacién con la virulencia (Martin-
Martin et al., 2011). Asi, algunas cepas virulentas lisas como B. suis 1330, rugosas como B. ovis PA o la cepa
vacunal atenuada lisa B. melitensis Revl, no son capaces de aglutinar, mientras que la cepa atenuada rugosa B.
abortus RB51 y la cepa virulenta rugosa B. canis RM6/66 presentan una elevada capacidad de autoaglutinacién
(Martin-Martin et al., 2011). En estudios previos se ha demostrado que la ausencia individual de los genes
omp31l y cgs causa en B. ovis PA alteraciones de la capacidad autoaglutinaciéon (Martin-Martin et al., 2012;
Sancho., 2014). Puesto que la inactivacion (tanto individual como simultanea), de los genes omp10 y ugpB no
altera la capacidad de autoaglutinacion de B. ovis PA (Sidhu-Mufioz et al., 2016), podemos relacionar, por tanto,
que la sedimentacion observada en las cepas Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp31l y Aompl0Aomp31Aomp25c,
viene dada por el efecto acumulativo de la ausencia de los genes omp31 y cgs, en la primera de ellas y en los dos
mutantes triples, del gen omp31 junto con los dos genes restantes. Cabe destacar la fuerte capacidad de
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autoaglutinacion presentada por el mutante triple Aompl0Aomp31lAomp25c¢, con los mayores niveles de
sedimentacién entre las cepas analizadas (Figura 26 A). Estos resultados sugieren importantes cambios en la
ME de B. ovis PA fruto de la ausencia de los genes de proteinas mayoritarias y minoritarias en esta cepa, lo cual
pone de manifiesto la importancia descrita de estos elementos en la estructura de la misma (Moriyén & Lépez-
Gofii., 1998). Por dltimo, la elevada sensibilidad de estos mutantes a péptidos catiénicos y peréxido de
hidrégeno, mecanismos bactericidas de las células fagociticas (Jenssen et al., 2006; Flannagan et al., 2012), a los
que la cepa parental B. ovis PA es igual o mas resistente que cepas lisas de B. melitensis y B. abortus (Martin-
Martin et al., 2011), podria contribuir a una menor capacidad para sobrevivir en el interior de este tipo de células
y, en consecuencia, afectar al establecimiento del nicho replicativo. Ademas, el mutante triple
Aompl0Aomp31Aomp25¢ presentdé una marcada sensibilidad a suero no inmune, mecanismo extracelular de
defensa al que B. ovis PA es también especialmente resistente (Martin-Martin et al., 2011), poniendo de nuevo
de manifiesto las importantes alteraciones en las propiedades de la ME de este mutante. En conjunto, parece
posible que las alteraciones observadas en la ME de los mutantes Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l y
Aompl0Aomp31lAomp25c, junto con el defecto en el crecimiento observado en todos ellos (Apartado 2.1. de
Resultados, Tabla XIl), puedan contribuir a la atenuacion de la virulencia observada (Apartado 2.2. de
Resultados, Figura 21).

3.2. Ensayos de virulencia en modelos celulares de infeccion

Una de las principales caracteristicas de las especies de este género es su capacidad de penetrar y sobrevivir
en células fagociticas profesionales y no profesionales, estando la relacion entre la persistencia de Brucella en
macro6fagos y su virulencia bien documentada (Celli et al., 2003; Celli., 2006; Martin-Martin et al., 2010, 2012;
Copin et al., 2012; Xavier et al., 2013; Hanot-Mambres et al., 2015). En las condiciones experimentales
empleadas en este trabajo, no se observaron diferencias significativas en la capacidad de penetracion de los
mutantes Aomp31Acgs, Aomp10AugpBAomp31 y Aompl0Aomp31lAomp25¢c en macrofagos murinos J774.A1
(Apartado 3.2.1. de Resultados, Figura 27 A). Sin embargo, transcurridas 20 horas p.i., los tres presentaron
una reduccién de los recuentros intracelulares mayor que la observada en B. ovis PA. Se relaciona con defectos
en la virulencia el hecho de que, transcurridas las primeras 12 horas p.i., la cepa muestre un rapido descenso de
UFC intracelulares, puesto que la formacion de la vacuola replicativa en macr6fagos ocurre aproximadamente al
cabo de este tiempo (Baldwin & Goenka., 2006; de Figueiredo et al., 2015). A pesar del mayor descenso de UFC
intracelulares a 20 horas p.i., los tres mutantes fueron capaces, de sobrevivir e incrementar el nimero de UFC
intracelulares, aunque sin alcanzar los niveles de infeccién de la cepa parental a las 44 horas p.i. (Figura 27 B-
D). Los resultados obtenidos por microscopia confocal de inmunofluorescencia (Figura 28) confirmaron la
menor infeccion intracelular a partir de las 20 h p.i., al menos de los mutantes Aomp10AugpBAomp31 vy
Aompl0Aomp31Aomp25¢, en comparacion con la cepa parental B. ovis PA (Figura 28). Estos defectos
observados en macrdfagos murinos podrian contribuir a la atenuacion observada in vivo (Figura 21).

En el andlisis del comportamiento en células epiteliales Hel a, se observaron diferencias en la capacidad de
penetracién de las tres cepas, respecto a la mostrada por B. ovis PA. En concreto, los mutantes Aomp31Acgs y
Aompl10AugpBAomp31 mostraron una penetracion en células HelLa de aproximadamente 1 Log superior a la de
B. ovis PA, mientras que en el mutante triple Aompl0Aomp31Aomp25c¢ los recuentos iniciales fueron
aproximadamente de 1,5 Log inferiores a los obtenidos con la cepa parental (Figura 29 A). En base a dichas
diferencias, también observadas en el analisis por microscopia confocal (Figura 31), se analizaron los mutantes
simples y dobles correspondientes. Por un lado, las cepas Aomp31 y Aomp10Aomp31 presentaron un incremento
en la capacidad de penetracion similar a la de los mutantes Aomp31Acgs y Aomp10AugpBAomp31 (Figura 29 B)
y no se observaron diferencias significativas en el nivel de penetracion de los mutantes simples Acgs (Figura 29
B), Aomp10 (Sidhu-Mufioz et al., 2016) y AugpB (Figura 14 C), ni del mutante doble Aomp10AugpB (Figura
29 B) en células HelLa. Estos resultados muestran que la mayor penetracion en células epiteliales HelLa de
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Aomp31Acgs y Aomp10AugpBAomp31 se debe a la ausencia individual del gen omp31. La excepcion a la mayor
internalizacion en células HeLa de los mutantes que contienen la delecion del gen omp31 la constituye el
mutante Aompl0Aomp31BAomp25c, que tiene delecionados genes de OMPs mayoritarias en B. ovis PA (Martin-
Martin et al., 2009) y en el gen de la lipoproteina Omp10. Este mutante, por el contrario, presentd recuentos
iniciales mas de 10 veces inferiores a los obtenidos con la cepa parental (Figura 29 A). Resultados similares se
obtuvieron también con el mutante Aomp31Aompl0Aomp25¢ que contiene los mismos genes delecionados en
orden diferente (datos no mostrados). Ademas, aunque la eliminacién individual de los genes omp25 y omp25c
no modifica el comportamiento de B. ovis PA en células HeLa (Figura 31 E-F), la doble delecién de estos
genes, que codifican dos OMPs mayoritarias en B. ovis PA (Martin-Martin et al., 2009), también conducen a una
menor internalizacion en células HeLa (Figura 29 B). Estos resultados sugieren que es necesaria la contribucion
conjunta de genes de OMPs mayoritarias de la familia Omp25/0mp31 para una internalizacion eficaz en células
epiteliales HelLa. Esta hipotesis se apoya ademas en los resultados obtenidos por microscopia confocal de
inmunofluorescencia (Figura 30 D), donde se observd que, tras la penetracion del mutante
Aompl0Aomp31Aomp25c¢, éste presentaba una localizacion periférica en las células epiteliales. Este hecho
podria estar relacionado ademés, con la elevada capacidad de autoaglutinacién que posee el mutante
Aompl0Aomp31Aomp25c¢ (Figura 26 A).

Respecto al fendmeno del incremento en la penetracién celular, se considera que éste puede ocurrir cuando
se produce una mayor exposicion de determinadas moléculas en la superficie de Brucella (Martinez de Tejada &
Moriyon., 1993; Bowden et al., 1995 a; Moreno & Gorvel., 2004). En este respecto, la deteccion de una mayor
reactividad de los MAb anti-Omp25 en los mutantes carentes del gen omp3l (Figura 25 A), sugiere una
alteracion de epitopos Omp25 expuestos y/o de su conformacion que podria estar acompafiada de otras
alternaciones en la superficie de las bacterias y afectar a la penetracién de éstas en la célula. En concreto, el
MAb A76/08H09/A02, el cual reconoce epitopos de la proteina Omp25 de B. melitensis B115 (Cloeckaert et al.,
1996), mostré una baja reactividad frente a las células de B. ovis PA en ELISA, la cual fue superior en los
mutantes (Figura 25 A). Debido al isotipo del MAb A02 (1gG3), se cree que reconoce preferentemente epitopos
glicosilados (Greenspan & Cooper., 1992; Quintana et al., 2008), los cuales podrian estar presentes en la
proteina Omp25 debido a su asociacién con el PG (Cloeckaert et al., 1992). Por tanto, en condiciones normales,
este epitopo se encontraria menos accesible en la superficie de B. ovis PA. También se ha descrito que la
inactivacion del gen omp31 en B. ovis PA conduce a un mayor nivel de las proteinas Omp25 y Omp25c, ambas
mayoritarias en la ME de B. ovis (Caro-Herndndez et al., 2007; Martin-Martin et al., 2009), por lo que las dos
proteinas podrian contribuir conjuntamente en la penetracion de esta especie en células epiteliales. La limitada
capacidad de penetracion en células HelLa que posee el mutante doble Aomp25Aomp25¢ reforzaria esta hipétesis.
En base a lo expuesto anteriormente, la mayor penetracion de los mutantes Aomp31l, Aomp3lAcgs Yy
Aomp10AupgBAomp31 sugiere una contribucidn de las proteinas codificadas en los genes omp31, omp25 y
posiblemente omp25¢ en B. ovis PA, de manera coordinada a la internalizacion de la bacteria en este tipo celular.
Esto a su vez es coherente con los estudios realizados con mutantes bvrR/bvrS de B. abortus 2308, los cuales no
son capaces de penetrar en distintos tipos celulares y no estimulan la generacién de las formas activas de las
pequefias GTPasas de la familia Rho en el contacto celular (Guzman-Verri et al., 2001). Estas caracteristicas se
han relacionado con la reduccion en la expresion de las proteinas de la familia Omp25/0mp31 (Lamontagne et
al., 2007), esto esta en consonancia con la baja penetracion que presenta el mutante Aomp10Aomp31Aomp25c.
De acuerdo con lo anterior, la redundancia existente entre los miembros de la familia Omp25/0mp31 (Martin-
Martin et al., 2009) podria ser una adaptacion encaminada a preservar, al menos, funciones relacionadas con la
penetracion intracelular de Brucella.

Aungue la contribucidn directa de la células epiteliales a la infeccion por Brucella no estd completamente
clara, se considera que la colonizacion de este tipo de células es un punto importante de contacto inicial antes de
la diseminacion de la bacteria por el sistema reticuloendotelial (Rossetti et al., 2012, 2013; de Figueiredo et al.,
2015). Estas células constituyen pues, la primera barrera mecénica e inmunolégica frente a la infeccion por
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Brucella (Rossetti et al., 2012). Por ello, una menor entrada y/o supervivencia en células epiteliales podria
condicionar negativamente la colonizacion inicial del huésped y la evolucién del proceso infeccioso. Sin
embargo, la limitada capacidad invasiva y replicativa que presentan los mutantes Aomp1l0Aomp31lAomp25c¢c y
Aomp25Aomp25¢ en células HelLa s6lo se corresponde con la atenuacion in vivo observada en el primero
(Figura 21). Por lo tanto, un defecto en el comportamiento bacteriano observado en este modelo celular, no
implica atenuacion in vivo en modelo murino. Esto podria deberse, por un lado, a la naturaleza de la linea celular
Hela, la cual es de origen humano. Teniendo en cuenta el caracter no zoonético de B. ovis, el mutante
Aomp25Aomp25¢ podria ser fagocitada in vivo por diversos tipos de células epiteliales de raton y de no
epiteliales como macrofagos, en las que podria alcanzar un nicho replicativo. Otra posible explicacion recaeria
en la mayor alteracion de las propiedades de la ME que presenta el mutante Aompl0Aomp31lAomp25c, en
comparacion con el mutante Aomp25Aomp25c. Asi, la fuerte capacidad de autoaglutinacién mostrada por el
primero (Figura 26 A) y su sensibilidad a suero no inmune (Tabla XIII) (mecanismo asociado al control de
patdgenos en el medio extracelular), no se observaron en el mutante doble Aomp25Aomp25¢ (Figura 26 B,
Tabla XIII). Por Gltimo, ni el mutante Aompl0Aomp31lAomp25c, ni el mutante Aompl0AugpBAomp31 se
replican en células Hela, lo cual puede contribuir a la atenuacion observada in vivo (Figura 21).

3.3. Evaluacion en modelo murino de los mutantes atenuados Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l y
Aompl0Aomp31Aomp25c en la dosis vacunal

Dentro del control de la calidad de las VVVA frente a Brucella es necesario evaluar la inocuidad de las cepas
(virulencia residual) y su inmunogenicidad tanto en el modelo murino, como en el hospedador final (Bosseray.,
1992; Banai., 2002). A tal efecto, se empled un modelo murino para evaluar, durante 11 semanas, la persistencia
(analizada en bazo) y la respuesta inmune humoral inducida en ratones, tras la inoculacién de una dosis de 10°
UFC/raton de los mutantes Aomp3lAcgs, AomplOAugpBAomp3l y AomplOAomp3lAomp25c, dosis
habitualmente empleada en experimentos de proteccién con vacunas atenuadas (Sancho et al., 2014; Soler-
Lloréns et al., 2014). La dosis vacunal se selecciond con el objetivo de incrementar tanto el grado de
colonizacién esplénica como la persistencia bacteriana, puesto que, segun sugieren estudios realizados con las
vacunas B. abortus S19 y B. abortus RB51, para que se induzca una respuesta inmune adecuada y duradera, las
cepas vacunales deben persistir durante un tiempo en los tejidos del sistema reticuloendotelial (Kahl-McDonagh
& Ficht., 2006; Grilld et al., 2012). La cepa parental B. ovis PA desarroll6 una infeccion en bazo acorde con el
caracter virulento previamente descrito (Jiménez de Bagiés et al., 1993, 1994; Caro-Hernandez et al., 2007),
alcanzando recuentos esplénicos maximos en la semana 3 p.i. (fase aguda) y los cuales se mantuvieron elevados
hasta la semana 7 p.i. (fase cronica constante), disminuyendo hacia el final del experimento en la semana 11 p.i.
(Figura 32). En cambio, las cepas Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp31l y Aompl0Aomp31Aomp25¢ de B. ovis
PA mostraron diferencias en la capacidad para multiplicarse y persistir en el bazo (Figura 32 A-C). En la
semana 3 p.i., coincidiendo con la fase aguda de la infeccion por B. ovis PA, los tres mutantes mostraron
recuentos esplénicos inferiores a los obtenidos en los animales inoculados con la cepa parental a la dosis
vacunal. Ademas, los mutantes Aomp31Acgs y Aompl0Aomp31Aomp25¢ mostraron un alargamiento de la fase
de aguda de infeccidn, desarrollando recuentos esplénicos maximos hacia la semana 5 p.i., si bien estos fueron
marcadamente inferiores a los de B. ovis PA (Figura 32 A,C). A partir de este punto, los mutantes Aomp31Acgs
y Aompl0Aomp31lAomp25¢ produjeron un nivel de infeccion similar al de la cepa parental. En cambio, los
animales inoculados con el mutante triple Aompl0AugpBAomp31 no mostraron fase crénica ya que, tras
desarrollar una fase aguda con niveles de infeccion inferiores a los de la cepa parental, su presencia en al bazo se
redujo forma drastica desde la semana 3 p.i. (Figura 32 B). Estos resultados muestran, por un lado, un
incremento de la colonizacién esplénica y de la persistencia de los mutantes al incrementar la dosis de
inoculacién. Este comportamiento podria estar relacionado con los resultados obtenidos en macrofagos J774.A1
en los que la disminucion de los recuentos de UFC a las 20 h p.i. fueron mas acusados en los tres mutantes que
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en B. ovis PA. Este importante descenso del nimero organismos intracelulares podria conducir a la eliminacion
de la bacteria cuando la dosis de inoculacién es de 10° UFC/raton, mientras que al incrementar la dosis de
inoculacién, un cierto porcentaje de bacterias podria escapar a los mecanismos bactericidas de las células
fagociticas y conseguir establecer un nicho replicativo conducente a una infeccion activa. Esto estaria también en
consonancia con el alargamiento de la fase aguda de infeccidon observado en los mutantes Aomp31Acgs y
Aompl0Aomp3lAomp25¢ (Figura 32 A, C). Por el contrario, el comportamiento del mutante
Aomp10AugpBAomp31 en ratdn es dificil de explicar teniendo en cuenta los pardmetros analizados en este
estudio. Aunque el descenso de UFC intracelulares a las 20 h pi. En macréfagos J774.Al fue algo mas acusado
en este mutante que en el caso de los dos anteriores (Figura 27), el mutante Aomp10AugpBAomp31 también
consigui6 incrementar los recuentos en macréfagos a las 44 h p.i. (Figura 27 B), observandose su replicacion en
algunas células por microscopia de inmunofluorescencia (Figura 28 B). La eliminacidn del mutante del bazo
gue se inicia a partir de la semana 3 p.i., podria estar relacionado con mecanismos de defensa extracelulares del
hospedador. Sin embargo, el mutante Aomp10Aomp31Aomp25c, que mostrd recuentos elevados en bazo hasta la
semana 11 p.i. (Figura 32 B), fue, en general, mas susceptible a todos los elementos analizados que el mutante
Aomp10AugpBAomp31. Una induccion de una mayor respuesta inmune también podria explicar un mejor control
de la infeccion. En este sentido hay que sefialar que el mutante Aomp10AugpBAomp31 induce una respuesta de
anticuerpos mas elevada que la inducida por los otros dos mutantes a partir de la semana 5 p.i. (Figura 33) y que
podria conducir a su eliminacion.

Teniendo en cuenta el perfil de persistencia desarrollado por los tres candidatos y el hecho de que una
elevada virulencia residual podria comprometer la seguridad del uso de la cepa vacunal (Grill6 et al., 2000), se
selecciond el mutante triple Aomp10AugpBAomp31 de B. ovis PA para ser analizado como VVA debido a su
mayor atenuacion. Asi mismo, en base a la persistencia observada (Figura 32 C), se establecié la semana 7 p.i.
como momento mas temprano en el que realizar la infeccién experimental con la cepa virulenta en los ensayos
de protecciéon (Apartado 10.3.4. de Materiales y Métodos). Dicho tiempo p.i. fue elegido para evitar la
presencia de la cepa mutante en el bazo de los animales en el momento de la infeccion experimental y, por tanto,
un posible efecto competitivo entre ambas que pudiera distorsionar los resultados referentes a la proteccion
(Kahl-McDonagh et al., 2006).

Respecto a la evolucion del tamafio de los bazos, en los animales inoculados con B. ovis PA se observo un
incremento del peso de este érgano en comparacion con los ratones control (PBS) (Figura 32 D). El aumento del
tamario del bazo (esplenomegalia) es fruto de una respuesta inflamatoria producida mientras la bacteria se replica
en el tejido, tratdndose de un efecto dependiente de la dosis y de la virulencia de la cepa (Grillé et al., 2012;
Roset et al., 2014). Las cepas virulentas de Brucella son capaces de producir una marcada esplenomegalia (>0,4
g/bazo) en el ratén, la cual se hace evidente a partir de la semana 3 p.i., pudiendo bien disminuir lentamente
(Arenas-Gamboa et al., 2011) o mantenerse hasta el final de la fase crdnica (Fernandez-Lago et al., 2005). En
cambio, el peso de los bazos de ratones vacunados con cepas atenuadas como B. abortus S19 pueden producir un
pico de esplenomegalia incluso superior al observado en la cepa virulenta B. abortus 2308 para el mismo periodo
de tiempo, pero éste disminuye rapidamente (Grill6 et al., 2012). Acorde con el caracter virulento de B. ovis PA,
los bazos de los ratones mostraron una marcada esplenomegalia, la cual se detectdé en coincidencia con el
maximo de recuentos esplénicos en la semana 3 p.i. y se mantuvo hasta el final del experimento a la semana 11
p.i (Figura 32 D). Estos resultados son similares a los observados en el empleo de otras cepas virulentas de B.
ovis en modelo murino (Silva et al., 2011). En cuanto a los bazos de los animales inoculados con las tres cepas
recombinantes, todos ellos mostraron menor inflamacion respecto a los animales inoculados con B. ovis PA
(Figura 32 D). Ademas, no se observaron en general, importantes diferencias entre el peso de los bazos de
dichos grupos experimentales y el grupo control sin infectar (PBS).

Cabe destacar que los bazos de los ratones inoculados con el mutante Aomp31Acgs fueron refractarios a la
inflamacién durante los tiempos analizados, sin observarse diferencias con los pesos observados en el grupo de
PBS (Figura 32 D), a pesar de presentar un elevado grado de infeccidn (Figura 32 A). En estudios previos se ha
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observado que la inactivacion individual del gen omp31 en B. ovis PA no altera la aparicion de esplenomegalia
(peso de bazo) durante la infeccidn en los ratones. En cambio, ésta es limitada en los animales inoculados con el
mutante Acgs (Sancho., 2014). Por tanto, la ausencia de esplenomegalia, a pesar de recuentos elevados de UFC
en bazo, en los ratones inoculados con el mutante Aomp31Acgs puede relacionarse con la inactivacion del gen
cgs. Estos resultados coinciden con lo descrito en trabajos previos donde se ponia de manifiesto que mutantes
Acgs tanto de la cepa virulenta B. abortus 2308, como de la vacunal B. abortus S19, inducian una
esplenomegalia muy reducida en los ratones, incluso en presencia de recuentos esplénicos elevados (Briones et
al., 2001; Roset et al., 2014). Brucella expresa factores de virulencia que interfieren con la activacion temprana
de la respuesta innata, fundamentalmente inhibiéndola (Martirosyan et al., 2011). Sin embargo, los glucanos
ciclicos (CBG) son potentes moléculas proinflamatorias (Roset et al., 2014) que presentan baja toxicidad y han
mostrado ser importantes activadores de la respuesta inmune en células dendriticas (Degos et al., 2015). Aunque
se desconoce el mecanismo molecular exacto por el que los CBG de Brucella producen esplenomegalia en el
raton, se ha especulado, por un lado, que podria deberse a que su presencia en el espacio periplasmico
contribuyera a la estabilizacién de la expresion de PAMPs como lipoproteinas y S-LPS en las especies lisas
(Roset et al., 2014). De este modo, la inactivacion del gen cgs podria alterar la exposicion de estas moléculas en
la superficie de la bacteria y producirse una menor activacion de los receptores de la respuesta innata en
fagocitos, resultando en una reduccidn de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, los mutantes de B. abortus en
el gen cgs no muestran diferencias en la expresion de las lipoproteinas Omp16, Omp19, ni de la cadena O del
LPS (Roset et al., 2014). De manera similar, en el presente trabajo no se observaron diferencias en la reactividad
de MADbs frente a distintos epitopos de la ME, incluidos epitopos de las lipoproteinas Omp10, Omp16 y Omp19
y el R-LPS en el mutante Acgs (Figura 23 B), ni en el mutante Aomp31Acgs (Figura 23 C). Por otro lado, la
menor esplenomegalia observada en los mutantes Acgs de B. abortus se relaciona con el menor reclutamiento de
poblaciones celulares (monocitos, células dendriticas y neutrdfilos) observado en este 6rgano (Roset et al.,
2014). En concreto, la ausencia de PMNs en ratones KO infectados con B. abortus 2308 incrementd la
activacion de poblaciones linfocitos T CD4+, CD8+ y linfocitos B, mejorando la eliminacién de la infeccion en
bazo (Barquero-Calvo et al., 2013).

La menor esplenomegalia observada en los ratones inoculados con los mutantes constituye una
caracteristica ventajosa en una vacuna atenuada ya que este rasgo se asocia a un menor riesgo de produccion de
lesiones inflamatorias (Silva et al., 2011). Por el contrario, la vacuna de referencia B. melitensis Revl induce una
marcada esplenomegalia que puede considerarse un efecto secundario indeseado (Arenas-Gamboa et al., 2008;
Sancho et al., 2014).

3.4. Respuesta immune humoral inducida por los mutantes Aomp31Acgs, Aompl0AugpBAomp3l vy
Aompl0Aomp31Aomp25c¢

Para analizar la respuesta inmune humoral inducida por las cepas Aomp31Acgs, Aomp10AugpBAomp31 y
Aompl0Aomp31Aomp25¢c de B. ovis PA se determinaron en el suero de los animales inmunizados (10°
UFC/rat6n) los niveles de anticuerpos de la clase 1gG capaces de reaccionar frente a células enteras de B. ovis
PA (Apartado 3.3. de Resultados). Todos ellos indujeron la produccion de niveles elevados de anticuerpos tipo
IgG especificos frente a B. ovis PA, los cuales se detectaron en diferentes momentos p.i. en funcién de la cepa
(Figura 33). En cambio, tras la inoculacién de los mutantes en dosis 10° UFC/raton no se obtuvieron recuentos
esplénicos, 0 estos fueron muy bajos (Figura 21), y los niveles de 1gG frente a B. ovis PA fueron también
marcadamente inferiores a los detectados tras la inoculacion en la dosis vacunal seleccionada de 10° UFC/ratén
(Figura 33 D). Estos resultados sugieren la necesidad de un cierto grado de infeccién en los ratones para que se
produzca una respuesta de anticuerpos detectable en suero.

La deteccidn de anticuerpos tras la inmunizacion con el mutante Aomp31Acgs se retrasé hasta la semana 5
p.i. (Figura 33 A). En el grupo inmunizado con Aomp10Aomp31Aomp25c la respuesta humoral fue muy similar
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a la de la cepa parental (Figura 33 B) y la inducida por el mutante Aomp10AugpBAomp31 se detectd desde la
semana 1 p.i., alcanzando niveles superiores a los inducidos por B. ovis PA desde la semana 5 p.i. hasta el final
del experimento (Figura 33 C).

El papel de los anticuerpos en el control de la infeccion natural por patogenos intracelulares se ha
considerado, en general, menos relevante que el ejercido por los mecanismos de inmunidad mediada por células
(Casadevall., 2003), si bien existen cada vez mas evidencias de que la inmunidad mediada por anticuerpos
contribuye de manera importante a limitar la diseminacién de este tipo de patdégenos en el hospedador
(Casadevall & Pirofski., 2006; Vitry et al., 2014). El papel de los anticuerpos en el control de una primera
infeccién por especies lisas como B. abortus y B. melitensis en ratdn parece no ser relevante (Goenka et al.,
2011; Vitry et al., 2012). En cambio, estudios posteriores en ratones inmunizados con la cepa virulenta B.
melitensis 16M viva e inactivada, han demostrado un papel fundamental de los anticuerpos séricos en el control
temprano de una segunda infeccion, limitando la diseminacién de la bacteria a través de la sangre y, cuando la
inmunizacion es realizada con células vivas, eliminandola del bazo (Vitry et al., 2014). En la especie rugosa B.
ovis la contribucién de los anticuerpos para controlar la infeccidn, tanto en raton (Jiménez de Bagués et al.,
1994) como en carneros (Jiménez de Bagués et al., 1995), parece significativa ya en una primera infeccién. Por
todo esto, es deseable que una vacuna frente a B. ovis induzca una respuesta humoral temprana, como la que se
observa tras la inmunizacion con el mutante Aomp10AugpBAomp31, para poder conseguir una proteccion eficaz
de le infeccion. A este respecto, y como se ha comentado anteriormente, cabe destacar, en el grupo inmunizado
con el mutante Aomp10AugpBAomp31 (Figura 33 B), la coincidencia temporal entre la presencia de titulos de
1gG superiores a los observados en la infeccién con B. ovis PA a partir de la semana 5 p.i. (fase crénica) y la
marcada reduccion de su persistencia en bazo (Figura 32 C). En cambio, el retraso en la produccion de
anticuerpos séricos observado en la inmunizacion con las cepas Aomp31Acgs y Aomp10Aomp31Aomp25¢ podria
relacionarse, al menos en parte, con su prolongada persistencia en bazo.

4. Analisis en modelo murino del interés como vacuna del mutante atenuado mas relevante

4.1. Respuesta inmune inducida por el mutante Aomp10AugpBAomp31

El desarrollo de una respuesta inmune adaptativa (humoral y celular) es determinante en el establecimiento
de la memoria inmunoldgica, la cual es un aspecto fundamental de la vacunacién (Baldwin & Goenka., 2006).
Por tanto, se realizaron una serie de ensayos encaminados a analizar el tipo de respuesta inmune humoral y
celular inducida por la inmunizacién con el candidato vacunal Aompl0AugpBAomp31 (10 UFC/rat6n),
empleando como referencia la inmunizacién con la vacuna heteréloga B. melitensis Revl (10° UFC/ratén) y un
control negativo sin inmunizar (PBS) (Apartado 4.1. de Resultados). En el presente trabajo se analizaron,
frente a células enteras de B. ovis, las subclases 1gG;, 1gG,, e 1gG,y, presentes en el suero de los animales a la
semana 7 p.i.. Este momento coincide, en los mismos animales, con la segunda estimulacion in vitro con B. ovis
PA de cultivos de esplenocitos para el anélisis de la produccion de citocinas, y, en los animales empleados en los
experimentos de proteccion, con la infeccion experimental.

En la brucelosis murina por cepas lisas, un predominio de las subclases 19G,., 1gGa, € 1gGs sobre la
subclase 1gG; se considera indicativo de la induccién de una respuesta inmune mediada principalmente por
células o Thl (Elzer et al., 1994; Fernandez-Lago et al., 1996). Las células T, mediante la secrecion de IFNy,
facilitan la activacion de los mecanismos bactericidas en macrofagos y la produccion de subclases 19G,, y 19G3
implicadas en la opsonizacion y facilitacion de la fagocitosis (Ko & Splitter., 2003). La aparicién temprana de
una respuesta de tipo Thl tras la inmunizacion es un factor clave en la proteccién frente a Brucella
(Giambartolomei et al., 2002; Baldwin & Goenka., 2006; Vitry et al., 2012; Palomares-Resendiz et al., 2012;
Silva et al., 2015 b). Por otro lado, el predominio en suero de la subclase 1gG; sobre el resto indica un balance
hacia una respuesta mayoritariamente humoral o Th2 (Cassataro et al., 2005). En la infeccion de B. ovis en raton
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los anticuerpos reactivos con el extracto salino de B. ovis, son predominantemente de tipo 1gG,, e 1gG3 (Jiménez
de Bagliés et al., 1994). El papel de los anticuerpos en el control de la infeccidn por B. ovis se atribuye a la
opsonizacidn, la mediacion de la muerte celular por las proteinas del complemento o la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (Jiménez de Bagés et al., 1994). En este trabajo no se observé el predominio de
ninguna de las subclases de 1gG frente a células enteras de B. ovis PA, si bien los titulos de las distintas
subclases detectados en los animales inmunizados con el mutante Aomp10AugpBAomp31 se situaron en valores
muy superiores a los obtenidos en los animales inoculados con la vacuna Revl (Figura 34).

Estos resultados indican, por un lado, la induccion de una respuesta adaptativa de naturaleza mixta Th1/Th2
en una primera inmunizacion. Este tipo de respuesta heterogénea, también observada tras la inmunizacion con
cepas mutantes atenuadas derivadas de B. abortus (Pasquali et al., 2001), B. canis (Palomares-Resendiz et al.,
2012) y de B. ovis (Sancho et al., 2014), no parece comprometer la proteccién conferida por los candidatos
vacunales en el raton. La inmunizacion con antigenos subcelulares, por lo general, estimula la produccién de
determinadas subclases de 1gG (Cassataro et al., 2005, 2007; Riquelme-Neira et al., 2013; Gémez et al., 2016).
En cambio, tras la inmunizacion con cepas vivas atenuadas de Brucella suele detectarse una respuesta adaptativa
compleja, con combinacion de efectores Thl y Th2, lo cual redunda en el mayor poder estimulador de la
inmunidad adaptativa que se atribuye a las vacunas basadas en cepas vivas atenuadas (Vitry et al., 2014).
Ademas, mediante el empleo de un panel de ratones con fenotipos deficientes en varias vias activacién de la
respuesta adaptativa (linfocitos T CD4+, adaptador MyD88, entre otras), que mostraban varias subclases de 1gG
alteradas, se ha demostrado que el predominio de estas no es un factor critico en conferir proteccion frente a B.
melitensis en una segunda infeccion (Vitry et al., 2014). Sin embargo, el establecimiento de la respuesta inmune
humoral, asi como de la mediada por células, es necesario para que la proteccion sea completa (Vitry et al.,
2014). Asi, la deteccion de niveles inferiores de las subclases de IgG frente a células enteras de B. ovis PA en los
animales inmunizados con la vacuna lisa B. melitensis Revl, podria suponer un compromiso en la eficacia
protectora de la respuesta humoral desarrollada por esta vacuna en la infeccion por B. ovis en raton. Estos
resultados coinciden con lo observado en sueros de carneros infectados experimentalmente con cepas lisas de B.
melitensis y B. abortus, los cuales no reaccionaron con los antigenos de superficie de B. ovis (Suarez et al.,
1991). En las cepas lisas de Brucella, como la vacuna heter6loga B. melitensis Revl, las cadenas polisacaridicas
O son los antigenos inmunodominantes frente a los que se desarrollan los anticuerpos especificos (Zygmunt et
al., 1994; Fernandez-Lago et al., 1996). En cambio, en la infeccion por B. ovis éstos son el R-LPS y OMPs
(Gamazo & Moriyon., 1987; Kittelberger et al., 1995; Bowden et al., 2000). Por tanto, el menor nivel de
anticuerpos frente a B. ovis PA detectado en el grupo de la vacuna heteréloga, podria deberse a un menor
reconocimiento cruzado de los antigenos de superficie en esta especie rugosa. En base a esto, la vacunacion con
una cepa homologa de B. ovis como el mutante Aompl0AugpBAomp3l, que estimule la produccién de
anticuerpos especificos frente a esta especie, podria contribuir a una respuesta humoral més eficaz en el control
de la infeccién que la conferida por la vacuna B. melitensis Revl. Ademas, puesto que las cadenas O del LPS
constituyen un prototipo de antigenos T-independientes (Betts et al., 1993) y por tanto, no implicados en el
desarrollo de la memoria inmunoldgica (Baldwin & Goenka., 2006), una vacuna homaéloga de B. ovis, carente de
dichas cadenas en su R-LPS, induciria una respuesta predominantemente frente antigenos proteicos (T-
dependientes) como son las OMPs. En este contexto, la relevancia que tendria el componente de anticuerpos en
la estimulacion de una respuesta inmune protectora frente a B. ovis podria ser superior en los animales
vacunados con el mutante Aompl0AugpBAomp3l que en aquellos vacunados con B. melitensis Revl. Sin
embargo, esta Ultima confiere proteccion heterdloga frente a B. ovis, pudiendo deberse ademés de a la
produccion de anticuerpos, a una mayor estimulacion de la respuesta inmune celular (Sancho et al., 2014). Por
otro lado, la menor dosis de inmunizacion empleada con la cepa vacunal B. melitensis Revl, en comparacion de
la empleada con el mutante Aomp10AugpBAomp31 de B. ovis PA también podria influir en el desarrollo inicial
de anticuerpos, aunque hay que considerar que los recuentos en bazo de B. melitensis Revl a esa dosis son
elevados ya a la semana 1 p.i. (Sancho et al., 2014).
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Con el fin de analizar posibles marcadores relacionados con la inmunidad celular que pudieran predecir la
eficacia de la cepa atenuada Aomp10AugpBAomp31 frente a la infeccion por B. ovis, se evalud la produccion de
citocinas, tras un segundo estimulo ex vivo con B. ovis PA, por parte de esplenocitos procedentes de los animales
vacunados. Los resultados se compararon con los obtenidos con esplenocitos procedentes de animales
inoculados con PBS y de animales vacunados con B. melitensis Revl (Apartado 4.1.2. de Resultados). Las
citocinas que juegan un papel fundamental en la inmunidad adaptativa frente a Brucella en modelo murino son
IL12, IFNy y TNFa (Ko & Splitter., 2003). Pese a que no se han identificado marcadores que se puedan
correlacionar inequivocamente con una proteccion inmunolégica en el ganado (de Figueiredo et al., 2015), una
inmunidad protectora frente a Brucella requiere de mecanismos de inmunidad mediada por células, donde la
produccion de IFNy es un parametro clave (Murphy et al., 2001; Pasquali et al., 2001; Vitry et al., 2012, 2014).
El IFNy es una citocina de respuesta Thl involucrada en la eliminacion de Brucella por parte de macrofagos
activados (Paranavitana et al., 2005). En las condiciones experimentales empleadas en este trabajo, los
esplenocitos de animales vacunados con el mutante atenuado Aomp10AugpBAomp31 y la vacuna B. melitensis
Revl secretaron niveles elevados de IFNy en respuesta a la segunda estimulacién con B. ovis PA, en
comparacion con los niveles en el grupo inoculado con PBS (Figura 35 A). Por tanto, los esplenocitos de los
animales vacunados son capaces de responder a un segundo estimulo con la cepa virulenta generando una
respuesta inmune de naturaleza celular. La deteccion de IFNy en ambos grupos, sugiere una activacion de CPAs
presentes en el bazo debido a la posible interaccion/reconocimiento de componentes de B. ovis PA con los
receptores TLR de éstas (Baldwin & Goenka., 2006). La activacion de los esplenocitos queda también avalada
por la deteccion de la produccion de 1L12p40 y TNFa. En este trabajo no se observaron diferencias
significativas entre la cantidad de TNFa detectada en los esplenocitos procedentes de los animales inmunizados
con el mutante Aomp10AugpBAomp31 y la detectada en los animales vacunados con la vacuna de referencia,
cuyos niveles fueron aproximadamente el doble de los detectados en animales no inmunizados (Figura 35 B). El
TNFa es una citocina pro-inflamatoria involucrada en la activacion de macréfagos (Baldwin & Goenka., 2006;
Salcedo et al., 2008), por lo que su secrecion por parte de los esplenocitos de los ratones vacunados, también
podria estar relacionado con una eficacia protectora.

La produccion de IFNy en la brucelosis murina estd controlada por citocinas secretadas por CPAs,
especialmente por IL12 e I1L18 (Pasquali et al., 2002; Fernandez-Lago et al., 2005). En cambio, las diferencias
observadas en la produccién de IFNy en los animales inmunizados con el mutante de B. ovis PA y los vacunados
con B. melitensis Revl no correlacionaron con los niveles de 1L12p40 detectados, los cuales fueron similares en
todos los grupos de ratones (Figura 35 D). Pese a que la mayor produccion de IFNy, en un segundo estimulo con
B. ovis PA, no parece relacionarse en este trabajo con una mayor produccion de 1L12p40, no puede descartarse el
efecto regulador de la IL18 en la produccion de éste. Por otro lado, debido a que la produccién de IL12 por parte
de las células B y macrofagos esta relacionada con la maduracién y diferenciacion de las células ThO a células
Thl (Martirosyan et al., 2011), esto podria relacionarse con la naturaleza mixta Th1/Th2 observada en el anélisis
de las subclases de IgG en los ratones inmunizados (Figura 34). Esto se apoyaria con la deteccion de citocinas
de respuesta Th2 de naturaleza humoral como la IL4 (Salas-Téllez et al., 2005). En este trabajo los niveles de
IL2 e IL4 detectados fueron bajos en todos los animales (Figura 35 E-F). Estos resultados se asemejan a los
observados en esplenocitos de animales inmunizados con B. abortus y reestimulados in vitro, con una
produccion de IL2 y e IL4 baja al menos a las 8 semanas p.i. (Zhan et al., 1995). También se han observado, al
menos a los 15 dias p.i., resultados semejantes en la reestimulacion in vitro de esplenocitos de animales
inmunizados con B. canis (Palomares-Resendiz et al., 2012). Los niveles de IL4 detectados en los animales
inmunizados no difieren de los producidos por los animales no inmunizados (Figura 35 F). Sin embargo, su
deteccion sugiere cierta contribuciéon de la IL4 al desarrollo de una respuesta inmune humoral frente a un
contacto con B. ovis PA. Asi mismo, la IL2 s6lo se detectd, en pequefias cantidades, en los ratones vacunados
con B. melitensis Revl (Figura 35 E). Estudios en modelo murino han mostrado que la inmunizacion de ratones
con Brucella estimula una respuesta celular caracterizada por la produccién de IFNy e IL2 (Zhan et al., 1995).
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En base a esto, la mayor produccién de IL2 en los ratones vacunados con B. melitensis Revl podrian
relacionarse con la mayor produccion de IFNy observada en este grupo (Figura 35 A), lo que podria indicar la
induccion de una respuesta celular mas potente por la vacuna de referencia.

Finalmente, tanto en los esplenocitos de animales inmunizados con el mutante Aomp10AugpBAomp31,
como en los de los animales vacunados con B. melitensis Rev1l, se detect6 la produccion de IL10 (Figura 33C).
Esta citocina posee caracter antiinflamatorio y se considera que su secrecion por macréfagos podria reducir los
efectos negativos causados por citocinas proinflamatorias como el IFNy (Sharif et al., 2004; Corsetti et al.,
2013). Por tanto, los mayores niveles de IL10 detectados en los ratones vacunados con B. melitensis Revl, en
comparacion con los inmunizados con el mutante Aomp1l0AugpBAomp31, podrian estar relacionados con la
mayor produccion de IFNy y la marcada esplenomegalia que induce en ratones (Arenas-Gamboa et al., 2008;
Sancho et al., 2014).

4.2. Evaluacién de la proteccién conferida por el mutante Aompl0AugpBAomp31 frente a la infeccién
experimental por B. ovis PA

Por Gltimo, se evalud la eficacia protectora de la vacunacion con el mutante Aompl0AugpBAomp31
conferida tras una infeccion experimental con B. ovis PA a las semanas 7 y 11 p.vac. Para ello, se comparo la
capacidad de la vacuna experimental (Aomp10AugpBAomp31) de restringir la infeccion en bazo, con la mostrada
por la vacuna de referencia (B. melitensis Revl) o PBS (Bosseray., 1991, 1992) (Apartado 4.2. de Resultados).
La vacunacion con la cepa homéloga Aomp10AugpBAomp31 elimind por completo la presencia de B. ovis PA en
el bazo de los animales cuando la infeccion experimental se realizo a la semana 7 p.vac. (Tabla X1V), siendo la
proteccion conferida en estas condiciones de vacunacién superior a la de B. melitensis Revl. Ademas, el mutante
triple también protegio significativamente frente a la infeccion experimental realizada a la semana 11 p.vac.

En el presente trabajo se ha demostrado que la vacunacién con el mutante Aomp10AugpBAomp31 confiere
proteccion duradera frente a la infeccion con B. ovis PA y que ésta es superior a la desarrollada por B. melitensis
Rev1 en las condiciones del ensayo. Sin embargo, una mayor eficacia protectora, (menor colonizacién de la cepa
virulenta en bazo) no parece relacionarse en el modelo empleado, con una mayor produccion endégena de IFNy
in vitro. Aunque una mayor secrecién de esta citocina podria reflejar una memoria inmunoldgica superior frente
a la infeccion por B. ovis en los animales vacunados con B. melitensis Revl, los resultados sugieren que una
produccion de IFNy no implica necesariamente una mayor proteccién. Por tanto, la proteccion frente a la
infeccion probablemente no se deba a los niveles absolutos de una Unica citocina, aunque hay que tener en
cuenta que los esplenacitos de los ratones vacunados con Aompl0AugpBAomp31 también secretaron altisimos
niveles de IFNy al entrar en contacto con B. ovis PA. Asi mismo, el analisis de la presencia de citocinas en suero
0 en otros tejidos como nodulos linfaticos podria contribuir a una mejor comprension de la relacién entre la
respuesta inmune y la proteccion (Grill6 et al., 2012).

Por otro lado, otras VVA experimentales de B. ovis, como las portadoras de inactivaciones en los genes
omp25d y omp22 (Sancho et al., 2014), en genes del nicleo del R-LPS (Soler-Lloréns et al., 2014) o en un
transportador de tipo ABC especifico (Silva et al., 2015 b) confieren una proteccion homdloga frente a B. ovis en
modelo murino si bien, ésta es similar a la conferida por la vacuna heter6loga B. melitensis Revl. Asi, el mutante
triple Aomp10AugpBAomp31 presenta, en dicho modelo, una eficacia protectora superior a éstas. Ademas, el
mutante triple presenta una baja virulencia residual, en contraste con la vacuna atenuada B. melitensis Revl, la
cual puede persistir hasta 15 semanas (Grillé et al., 2000). El fenotipo atenuado se mantiene incluso en la
administracion de dosis elevadas, lo cual redunda en la seguridad del empleo de la cepa Aomp10AugpBAomp31.
La seguridad es un parametro fundamental en el disefio de VVA (Ficht et al., 2009; Pandey et al., 2016) del que
no se dispone de datos en el caso de los mutantes del nicleo del R-LPS (Soler-Lloréns et al., 2014) o del
transportador ABC de B. ovis (Silva et al., 2011, 2015 b), aunque la administracion de este Gltimo no presenta
potencial patogénico en carneros (Silva et al., 2015 b). Sin embargo, el mutante AabcBA, que confiere proteccion
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frente a B. ovis en carneros, presenta una pobre persistencia, tanto en modelo murino (Silva et al., 2011) como en
el hospedador natural (Silva et al., 2013), por lo que se propone su administracion encapsulada (Silva et al.,
2015 a, 2015 b). En contraste, a pesar de la elevada atenuacion del mutante Aomp10AugpBAomp31 durante al
menos 3 semanas en el bazo de los animales vacunados con importantes niveles bacterianos, superiores a los
descritos para las demés vacunas de B. ovis. La persistencia, al menos durante un tiempo, en los tejidos del
sistema reticuloendotelial es necesaria para que se estimule una respuesta inmune adecuada y duradera (Kahl-
McDonagh & Ficht., 2006; Grill6 et al., 2012), por lo que la presencia del mutante Aomp10AugpBAomp31 en el
bazo de los ratones vacunados, podria favorecer, al menos en parte, la inducciéon de una respuesta inmune
protectora. Ademas, a pesar de la proteccion homologa conferida por las actuales vacunas experimentales, éstas
no permiten la diferenciacion seroldgica entre animales vacunados e infectados por B. ovis. La presencia de la
inactivacion del gen de la proteina mayoritaria Omp31 e inmunodominante en la infeccion por B. ovis,
favoreceria una diferenciacion diagnostica seroldgica entre la vacuna y las cepas virulentas (Kittelberger et al.,
1998; Vizcaino et al., 2001). Asi, la vacuna homologa B. ovis Aompl0AugpBAomp31, carente de Omp31
facilitaria un diagnéstico serolégico DIVA que aportaria una ventaja adicional en las campafias de control y
erradicacion de la enfermedad. Sin embargo, aungue el modelo murino es un método consistente y eficiente para
la evaluacion de candidatos potenciales a vacunas frente a Brucella (Grill6 et al., 2012), presenta limitaciones
gue no permiten la estimacién directa de la proteccion conferida en los hospedadores naturales. En base a los
resultados obtenidos en este trabajo y a las limitaciones del empleo de la vacuna B. melitensis Revl en la
profilaxis de las infecciones por B. ovis, el mutante triple Aompl0AugpBAomp31l constituye un interesante
candidato a evaluar en carneros como vacuna homéloga especifica frente a la epididimitis contagiosa ocasionada
por B. ovis.
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A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo se pueden establecer las siguientes conclusiones
principales:

1.

Los genes bepC y ugpB no son esenciales para la virulencia de B. ovis PA en modelo murino y no se
relacionan con la supervivencia bacteriana en el interior de macréfagos J774A.1 y células epiteliales
Hela o con las propiedades de la membrana externa estudiadas.

Los resultados obtenidos con los mutantes AbepC y AugpB de B. ovis PA, que difieren de los descritos
anteriormente para cepas lisas del género Brucella, ponen de manifiesto las diferencias existentes entre
especies del género Brucella a pesar de su elevado grado de similitud genética.

Atendiendo a la imposibilidad de obtencidn de mutantes dobles en los genes omp10 y omp19, la ausencia
simultanea de las lipoproteinas de membrana externa Ompl10 y Omp19 impide la supervivencia de B.
ovis PA en las condiciones empleadas. Los resultados obtenidos con las proteinas mayoritarias de
membrana externa Omp25 y Omp31 permiten establecer una conclusion similar.

Atendiendo a la modificacién del perfil de reactividad con anticuerpos monoclonales, la ausencia en B.
ovis PA tanto del gen omp19 como del gen omp31l afecta a la topologia de la membrana externa, al
menos en lo referente a las proteinas BP26 y Omp25, respectivamente.

La ausencia del gen omp31 provoca una mayor internalizacion de B. ovis PA en células epiteliales HelLa.

Las proteinas mayoritarias de membrana externa Omp25 y Omp25c¢ no estan implicadas ni de manera
individual ni conjuntamente en la virulencia de B. ovis PA en modelo murino. Sin embargo, la ausencia
simultanea de los genes que las codifican produce graves defectos en la penetracidn bacteriana en células
epiteliales HelL a.

La atenuacién en modelo murino que presentan las cepas mutantes Aomp31Acgs, Aomp10AugpBAomp31
y Aomp10Aomp31Aomp25c¢ de B. ovis PA se acompafia de importantes alteraciones en las propiedades
de la membrana externa y la supervivencia bacteriana en el interior de macrofagos J774A.1 y células
epiteliales HeLa, que podrian explicar, al menos en parte, su atenuacion.

La proteccion frente a una infeccién experimental por B. ovis PA conferida en ratén por la vacunacion
con el mutante atenuado Aomp10AugpBAomp31, incluso superior a la conferida por la vacuna heteréloga
de referencia B. melitensis Revl, se acompafia de una respuesta inmune de naturaleza humoral temprana
y persistente y una respuesta celular mediada principalmente por IFNyy TNFa, citocinas relacionadas
con la activacion de una inmunidad protectora.

Considerando la respuesta inmune inducida y la proteccién conferida en modelo murino, junto con el
interés del marcaje diferencial de la cepa vacunal, el mutante atenuado Aomp10AugpBAomp31 de B. ovis
PA constituye un interesante candidato a evaluar en carneros como vacuna homéloga especifica frente a
la epididimitis contagiosa ocasionada por B. ovis.
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Considering the results obtained in this work, the following main conclusions can be established:

1.

The genes bepC and ugpB are not essential for the virulence of B. ovis PA in the murine model and are
not related with the survival of bacteria within macrophages J774A.1 and HelLa epithelial cells or with
the outer membrane properties that were studied.

The results obtained with the AbepC and AugpB mutants of B. ovis PA, that differ from previous
descriptions of Brucella smooth strains, evidence the existing differences between species of the genus
Brucella despite their high genetic similarity.

Considering the impossibility of obtaining double mutants in genes omp10 and omp19, the simultaneous
absence of the outer membrane lipoproteins Omp10 and Ompl9 hampers the survival of B. ovis PA
under the conditions assayed. The results obtained with the major outer membrane proteins Omp25 and
Omp31 allow a similar conclusion to be established.

Considering the modification of the pattern of reactivity with monoclonal antibodies, the absence of the
gene ompl9 as well as the gene omp31 in B. ovis affects the topology of the outer membrane at least
regarding to the proteins BP26 and Omp25, respectively.

The absence of the gene omp31 provokes a greater internalization of B. ovis PA in HelLa epithelial cells.

The major outer membrane proteins Omp25 and Omp25c¢ are not involved neither individually nor
together in the virulence of B. ovis PA in the mouse model. However, the simultaneous absence of their
encoding genes produces serious defects in the bacterial penetration in HeLa epithelial cells.

The attenuation of the B. ovis PA Aomp31Acgs, Aomp10AugpBAomp31 and Aomp10Aomp31Aomp25¢
mutants is accompanied with important alterations in the outer membrane properties and the survival of
bacteria within J774A.1 macrophages and HeLa epithelial cells that could explain, at least partially, their
attenuation.

The protection against challenge infection with B. ovis PA conferred by vaccination with the
Aompl0AugpBAomp31 attenuated mutant, stronger than that conferred by the heterologous reference
vaccine B. melitensis Revl, is accompanied by an early and persistent humoral immune response and a
cellular response mainly mediated by IFNy y TNFa, cytokines related with the activation of a protective
immune response.

Considering the immune response induced and the protection conferred in the mouse model, together
with the interest of a differential marker in the vaccine strain, the B. ovis PA Aomp10AugpBAomp31
attenuated mutant constitutes an interesting candidate to be evaluated as a specific homologous vaccine
against contagious epididymitis caused in rams by B. ovis.
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Abreviaturas, acronimos y siglas

ABC Transportador de la familia ABC (ATP binding cassette)

Amp Ampicilina

BCCN Coleccion de cultivos de Brucella de Nouzilly (Brucella Culture Collection of Nouzilly)
BCV Vacuola portadora de Brucella (Brucella-Containing vacoule)

BrEt Brumuro de etidio

CBGs Glucanos ciclicos (Ciclic g Glucans)

CDs Células Dendriticas

CPAs Células Presentadoras de Antigeno

CV Cristal Violeta

DAPI 4',6-diamino-2-fenilindol

DE Desviacion Estandar

DMEM |Medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
DMSO |Dimetilsulfoxido

DO Densidad Optica

ERES Dominios de salida del reticulo endopldsmico (Endoplasmic Reticulum Exist Sites)
Estrep Estreptomicina

FBS Suero bovino fetal (Fetal Bovine Serum)

HS Suero de caballo (Horse serum)

i-ELISA |Enzimoinmunoandlisis Indirecto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
IFNy Interfer6n gamma

IgG Inmunoglobulina G

IL Interleucina

P Intraperitoneal

P Intraperitoneal

IPTG Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido

v Intravenosa

Kan Kanamicina

KO Knock Out

Lamp-1 |Proteina de membrana asociada a lisosomas (Lysosomal-Associated Membrane Protein 1)
LB Medio Luria Bertani

LPS Lipopolisacérido

MAbs Anticuerpos monoclonales

ME Membrana Externa

MFP Proteina de fusion de membrana (Membrane Fusion Protein)

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)

MI Membrana Interna

OIE Organizacion Mundial de la Salud Animal (World Organisation for Animal Health)
Omps Proteinas de membrana externa (Outer membrane proteins)

pii. Post-inoculacion

p-vac. Post-vacunacion




Abreviaturas, acronimos y siglas

p/v Relacion peso/volumen

PAL Proteina Asociada al Peptidoglucano (Peptidoglycan-Associated Lipoprotein)

PAMP Patrones Moleculares Asociados a Patogeno (Pathogen-associated molecular patterns)
pb Pares de bases

PG Peptidoglucano

PL Fosfolipidos (Phospholipids)

PLSD Test estadistico de minimas diferencias protegidas de Fisher

PRR Receptor de reconocimiento de patrones (Pattern recognition receptors)

R-LPS Lipopolisacérido rugoso (Rough-Lipopolysaccharide)
Bombas de expulsion de la familia Resistencia-Nodulacion-Division Celular (Resistance-

RND Nodulation-Division)

RT Retro Transcriptasa

Sac Sacarosa

SDS Dodecilsulfato sodico

S-LPS Lipopolisacérido liso (Smooth-Lipopolysaccharide)

socC Caldo de cultivo rico ( Super Optimal broth with Catabolite repression)
T4SS Sistema de Secrecion Tipo IV (Type IV Secretion Systent)
TNFa Factor de necrosis tumoral a. (Tumor necrosis factor alpha)
TSA Agar Tripticaseina de Soja (Trypticasein Soy Agar)

TSB Caldo Tripticaseina de Soja (Trypticasein Soy Broth)

VVA Vacuna/s viva/s atenuada/s

WHO Organizacion Mundial de la Salud (World Health Organization)
WM Marcador de peso molecular (Molecular Weight Marker)
X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido

YE Extracto de Levadura (Yeast Extract)




