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RESUMEN 

Verdiguel Fernández Lázaro Felipe. “Construcción y caracterización de mutantes en los genes omp31, omp22 y rpsL 

de Brucella melitensis”. Bajo la supervisión del Dr. Antonio Verdugo Rodríguez, Dr. Ricardo Oropeza Navarro y Dr. Karen 

Manoutcharian 

Palabras clave. Brucella melitensis, Omp31, Omp22, rpsL, sobrevivencia, virulencia 

   

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa que afecta prácticamente a todas las especies 

de mamíferos, incluyendo al hombre, y es una de las principales zoonosis a nivel mundial. Esta 

enfermedad es causada por bacterias del género Brucella que son patógenos intracelulares 

facultativos que tienen la capacidad de sobrevivir y multiplicarse en células fagocíticas y no 

fagocíticas tales como trofoblastos y células epiteliales. Entre las diez especies reconocidas, Brucella 

melitensis es el principal agente etiológico implicado en la brucelosis caprina y es también la especie 

más patógena para el humano. Ocasiona pérdidas significativas en la producción pecuaria debido a 

que provoca abortos, metritis, infertilidad y el nacimiento de animales débiles. El control de la 

brucelosis se lleva a cabo mediante la utilización de la vacuna viva atenuada de B. melitensis cepa 

Rev1, la cual es considerada la mejor vacuna contra la enfermedad en pequeños rumiantes, sin 

embargo pueden ocasionar abortos y no necesariamente proteger contra la enfermedad además de 

que es virulenta para el humano. Las proteínas de membrana externa se encuentran expuestas en 

la superficie de la bacteria y entran en contacto directo con las células y los efectores de la respuesta 

inmune del huésped, por lo cual, varios estudios sugieren que podrían ser factores de virulencia de 

la bacteria. Con la finalidad de generar una mutante con potencial vacunal y que al mismo tiempo 

sea una cepa control apatógena y lisa para ser evaluada en nuestra línea de investigación en tránsito 

intravesicular en macrófagos. El objetivo del trabajo fue la construcción de mutante en los genes 

omp31, omp22 y rpsL de la cepa B. melitensis Bm 133 y evaluar la participación de dichas proteínas 

sobre las propiedades de la membrana externa, su rol en la internación y la sobrevivencia intracelular 

en macrófagos y células epiteliales, además de evaluar la importancia de dichas proteínas en la 

virulencia de la bacteria mediante la determinación de la virulencia residual y  detección de lesiones 

en bazo y testículos  de ratones inoculados con la cepa mutante B. melitensis LVM31 así como 

evaluar la protección conferida en ratones inmunizados con la cepa mutante frente al desafío con la 

cepa virulenta B. melitensis Bm133. En una primera etapa, nuestros resultados demostraron que la 

proteína Omp31 juega un papel importante sobre las propiedades de la membrana externa y en la 

sobrevivencia intracelular de B. melitensis en macrófagos murinos y células HeLa. Por otra parte se 

demostró que la mutación de omp31 provocó una disminución en la colonización esplénica sin 

generar lesiones o cambios histopatológicos aparentes en ambos órganos en comparación con las 

cepas control y que la cepa mutante confirió una protección similar a la cepa vacunal B. melitensis 

Rev1 frente al desafío con la cepa virulenta B. melitensis Bm133. Estos resultados nos permiten 

concluir que Omp31 juega un rol importante en la integridad de la membrana externa, pero también 

es relevante para la virulencia de B. melitensis al ejercer roles importantes en la sobrevivencia 

intracelular y en la colonización esplénica de la bacteria. Por último a pesar de la atenuación de la 

bacteria, la cepa mutante confirió una respuesta inmune protectora contra la infección de la 

enfermedad por lo que podría ser un potencial candidato vacunal contra brucelosis caprina.   
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ABSTRACT 

Brucellosis is an infectious disease that affects practically all species of mammals, including man, and is a major zoonosis 

worldwide. Brucella is considered a facultative intracellular pathogen, using macrophage-like cells that provide a niche for 

their survival. They are also capable of infecting non-professional phagocytic cells such as trophoblast cells and HeLa cells. 

Among the ten recognized species of the genus Brucella, Brucella melitensis is the main etiological agent involved in goat 

brucellosis and is also the most pathogenic for human kind. It causes significant losses in livestock production because it 

causes abortions, metritis, infertility and birth of weak animals. Brucellosis control is carried out through the use the live 

attenuated vaccine strain B. melitensis Rev1, which is considered the best vaccine against the disease in small ruminants, 

however it can cause abortions and do not necessarily protect against disease besides that it is virulent for the human. 

Outer membrane proteins (OMPs) are exposed on the bacterial surface and are in contact with cells and effectors of the 

host immune response, whereby they could be important virulence factors of Brucella species. In order to construct a mutant 

with vaccine potential and at the same time is a non-pathogenic and smooth strain control to our research on traffic 

intravesicular macrophages. The objective of this work was to construct mutants in omp31, omp22 and rpsL genes of B. 

melitensis Bm 133 strain and to evaluate the participation of these proteins on the properties of the outer membrane, its 

role in the internalization and the intracellular survival in macrophages and epithelial cells, in addition to evaluating the 

importance of these proteins in the virulence of the bacteria by determining the residual virulence and detecting lesions in 

spleen and testis of mice inoculated with the B. melitensis LVM31 mutant strain as well as evaluating the protection 

conferred in mice immunized with the mutant strain against challenge with the virulent B. melitensis Bm133 strain. In a first 

stage, our results demonstrated that the Omp31 protein plays an important role on outer membrane properties and 

intracellular survival of B. melitensis in murine macrophages and HeLa cells. On the other hand it was demonstrated that 

the mutation of omp31 caused a decrease in splenic colonization without generating lesions or histopathological changes 

apparent in both organs in comparison with the control strains and that the mutant strain conferred a similar protection to 

the B. melitensis Rev1 vaccine strain against with the challenge with B. melitensis Bm133 virulent strain. These results 

allow us to conclude that Omp31 plays an important role in the integrity of the outer membrane, but it is also relevant for 

the virulence of B. melitensis by exerting important roles in the intracellular survival and splenic colonization of the bacteria. 

Finally, despite the attenuation of the bacteria, the mutant strain conferred a protective immune response against the 

infection of the disease, so it could be a potential vaccine candidate against goat brucellosis.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La Brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa que afecta prácticamente a todas las especies de 

mamíferos y es una de las principales zoonosis a nivel mundial (1). La epidemiología de la brucelosis 

en humanos es compleja y ha tenido variaciones con el tiempo. Se estima que anualmente existen en 

el mundo más de 500,000 casos nuevos, representando una de las zoonosis más frecuentes. La 

enfermedad es endémica en países del Mediterráneo como Portugal, España, el sur de Francia, Italia, 

Grecia, Turquía y África del Norte, así como en Centro y Sudamérica, México, Asia y el medio Oriente. 

A nivel mundial se calcula una incidencia en zonas endémicas que llega hasta más de 200 casos por 

cada 100,000 habitantes, países como Mongolia, Iraq, Arabia Saudita, Tadzhikistan y Kazajstán 

presentan la incidencia más alta a nivel mundial, sin embargo el país con mayor número de nuevos 

casos anuales es Siria con una tasa de incidencia de 1,603 casos por millón de habitantes (2, 3). En 

México la Brucelosis es un padecimiento sujeto a vigilancia epidemiológica y de periodicidad de 

notificación semanal. Entre los años 2007 y 2012 se han registrado 15,303 casos de Brucelosis con 

un promedio anual de 2,550 casos anuales en este periodo; en el año 2007 se registraron 1,874 casos, 

con una incidencia de 1.7 por 100 000 habitantes y en el año 2012 se registraron 3,089 casos, con 

una incidencia de 3.1, lo anterior representó un incremento en la incidencia del 77% para el 2012 con 

respecto a 2007. En el 2016 se reportaron 2396 casos (825 hombres, 1622 mujeres) y en el 2017 se 

reportaron 1855 casos de los cuales los estados de Puebla, Michoacán, Sinaloa, Guanajuato y Nuevo 

León reportaron el mayor número de casos (4, 5).    

La brucelosis es una enfermedad endémica en muchos países. Afecta la sanidad y la producción y 

además tiene una importante repercusión económica en el comercio internacional de animales y 

productos. Ocasiona significativas pérdidas en la producción pecuaria debido a que provoca abortos, 

metritis, infertilidad y el nacimiento de animales débiles. Por otro lado, constituye un importante 

problema para la salud pública ya que la mayoría de las bacterias del género son patógenas para el 

hombre quien adquiere la infección por el consumo de leche no pasteurizada o sus derivados, o por 

el contacto con material infeccioso (6). Por lo anterior la vacunación tiene que ser considerada la 

herramienta fundamental para controlar la diseminación de la brucelosis entre los animales. En México 

existe una Campaña Nacional contra la Brucelosis en los Animales, la cual marca los lineamientos 

para el control, prevención y diagnóstico de la enfermedad en bovinos, caprinos y ovinos (NOM-041-

ZOO-1995) (7). En septiembre de 2018, se reportaron 15,336 casos totales de caprinos positivos, con 

una frecuencia de 0.05%, 97,787 casos totales de bovinos positivos, con una frecuencia de 0.22%, 
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2,060 casos totales de ovinos positivos, con una frecuencia de 0.03% a nivel nacional (8). Por lo que 

SAGARPA reporta que el estado de Sonora se encuentra libre de Brucelosis causada por especies 

lisas y el 31 % del territorio nacional está reconocido en fase de Erradicación, mientras que el 60% del 

territorio nacional está reconocido en fase de Control (9).  

En nuestro país y de acuerdo a los establecido a las Norma Oficial Mexicana (NOM-041-ZOO-1995) 

la vacunación de ovinos y caprinos, se realiza con B. melitensis Rev1 (7). La vacuna Rev1 es 

considerada la mejor cepa para el control y prevención de la brucelosis caprina. Con el uso intensivo 

de esta vacuna se ha demostrado la disminución de la prevalencia de la enfermedad, sin embargo, 

también se ha demostrado que existen efectos adversos: se ha observado que la vacuna Rev1 persiste 

en los animales en los que se puede diseminar la enfermedad horizontalmente en el hato, además de 

que llega a infectar a los humanos, demostrando los riesgos biológicos que esta cepa puede ocasionar 

(10-12). La vacunación de las hembras preñadas en el último tercio de la gestación puede ocasionar 

abortos y hembras que están en lactación pueden secretar la cepa vacunal por la leche, infectando a 

las crías. Además, debido a que la vacuna tiene un fenotipo liso, los anticuerpos generados pueden 

confundir en las pruebas serológicas de diagnóstico evitando la diferenciación entre animales 

infectados y animales vacunados (13, 14). 

Esta enfermedad es causada por bacterias del género Brucella spp., las cuales se encuentran 

clasificadas como parte de la subdivisión Alfa-2 de las Proteobacterias (15). El género se conforma 

por las especies: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis, en mamíferos 

terrestres, así como, dos especies  aisladas de mamíferos marinos  B. pinnipedialis  y B. ceti (16, 17). 

Más recientemente, se han descrito otras dos nuevas especies: B. microti, aislada inicialmente del 

ratón de campo (Microtus arvalis) y B. inopinata, aislada de un implante de mama en una paciente de 

71 años de edad con signos clínicos de brucelosis (18, 19). Brucella melitensis es la especie que 

origina los cuadros más severos en humanos, caracterizados por fiebre aguda, razón por la cual se le 

adjudica la sinonimia de Fiebre de Malta o Fiebre ondulante.(1)  

El género Brucella spp está conformado por bacterias con morfología de bacilos cortos, Gram 

negativos, no móviles, no esporulados y sin cápsula. Actualmente, se sabe que la bacteria es capaz 

de utilizar nitratos y oxígeno como aceptores finales de electrones en la cadena respiratoria, una 

característica que le permite a estos microorganismos sobrevivir dentro de células eucariontes o en 

medios carentes de oxígeno (20, 21). 
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La membrana externa de estos microorganismos se compone de fosfolípidos, proteínas y el 

lipopolisacárido (LPS), actuando en conjunto como barrera reguladora del transporte y de la difusión 

de nutrimentos hacia el interior del microorganismo; la membrana externa así como el LPS son 

estructuras altamente inmunogénicas. Los antígenos de la ME de Brucella han sido objeto de 

investigación desde el punto de vista del diagnóstico y de la inmunoprofilaxis; este interés es resaltado 

considerando que representan el punto de contacto inicial entre el patógeno y el hospedador. Las 

moléculas mejor caracterizadas corresponden a dos grupos: el lipopolisacárido (LPS) y las proteínas 

de la membrana externa (OMPs: “outer membrane proteins”) (22).  

Brucella es un parásito intracelular facultativo que ha evolucionado para poder sobrevivir dentro de las 

células fagocíticas profesionales y no profesionales, pudiendo permanecer sin ser detectada por el 

sistema inmune, es capaz de inhibir la acción bactericida del suero, así como la fusión fagosoma-

lisosoma, evita la desgranulación primaria y resiste a la actividad de la mayoría de los antibióticos (10). 

La resistencia de Brucella en el organismo puede deberse en parte a una circulación intracelular 

alterada para evitar la fusión fagolisosomal cuando la bacteria está contenida en vacuolas 

especializadas en el retículo endoplásmico (23, 24). 

El lipopolisacárido (LPS) del género Brucella confiere unas propiedades especiales a la bacteria que 

le proporcionan protección frente a los mecanismos de defensa del organismo hospedador. Entre 

estas propiedades se encuentran: una baja endotoxicidad, una alta resistencia a la degradación por 

macrófagos y una baja inmunogenicidad.  

Fundamentalmente, se ha observado que el LPS se encuentra implicado en la resistencia de la 

bacteria a la acción bactericida de péptidos catiónicos y del complemento, y en la inhibición de la 

síntesis de diferentes mediadores inmunitarios necesarios para la activación de distintos mecanismos 

de defensa antimicrobianos (25). 

El Sistema de Secreción de Tipo IV (T4SS) es un complejo multiproteico codificado por el operón virB, 

el cual está formado por 12 genes (virB1 a virB12) que se transcriben a partir de un único promotor 

localizado delante de virB1. Aunque se desconoce la función biológica que poseen la mayoría de estas 

moléculas efectoras transportadas por esta maquinaria, se ha demostrado que la expresión del operón 

virB es necesaria para que se lleven a cabo las asociaciones entre las BCVs y el retículo 

endoplasmático, esenciales para el desarrollo del fagosoma replicativo. Así, se ha comprobado que 

las vacuolas que transportan cepas mutantes en este operón de estirpes lisas de Brucella (B. 
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melitensis, B. abortus y B. suis) no interactúan con el retículo endoplasmático y se fusionan con los 

lisosomas, degradándose la bacteria en los fagolisosomas resultantes (26-29).  

Los β-(1,2) glucanos cíclicos (CβG) constituyen otro factor de virulencia descrito en el género Brucella. 

Un estudio realizado utilizando un mutante Δcgs de B. abortus 2308 ha establecido una posible 

relación entre la capacidad que poseen los CβG para extraer moléculas de colesterol y el papel que 

pueden llevar a cabo en la virulencia de esta cepa. Así, parece ser que los CβG alteran los dominios 

lipídicos ricos en colesterol que están presentes en las membranas de las BCVs y previenen que éstas 

se fusionen con los lisosomas. De este modo, contribuyen a que la bacteria alcance el fagosoma 

replicativo, favoreciendo en definitiva, su supervivencia intracelular (30, 31).  

 

1.1 PROTEÍNAS DE LA MEMBRANA EXTERNA (PME) 

Las PME del género Brucella fueron inicialmente estudiadas debido al fuerte potencial que 

presentaban como antígenos inmunogénicos y protectores. Se clasificaron de acuerdo a su peso 

molecular en tres grupos: grupo 1 (80 a 94 kDa), grupo 2 (34 a 40 kDa) y grupo 3 (25 a 30 kDa) (32).  

Las PME del grupo 3 Omp25 y Omp31 han sido muy estudiadas y su importancia radica en su alta 

especificidad, ya que no presentan reacciones cruzadas con otras especies de bacterias, siendo de 

gran utilidad para el diagnóstico serológico y para la eventual fabricación de vacunas. Se ha observado 

que estas proteínas mayoritarias, cuando son separadas por electroforesis en geles de acrilamida y 

detectadas mediante Western Blot, presentan una variación en la masa molecular aparente y muestran 

un perfil de bandas múltiples. La causa de este fenómeno todavía no ha podido ser clarificada, aunque 

se ha relacionado con la unión de las proteínas a subunidades de péptidoglucano de diferentes 

tamaños, con la formación de oligómeros que puedan modificar su punto isoeléctrico y con la fase de 

crecimiento en la que se encuentre la bacteria (33). En el caso de la proteína Omp25, se han 

encontrado indicios de que podría tratarse de una glicoproteína, por lo que el perfil múltiple de bandas 

podría deberse a una heterogeneidad en la parte oligosacarídica. 

Por otra parte, tanto Omp25 como Omp31, poseen un cierto grado de homología con otras proteínas 

de microorganismos incluidos también en las α-Proteobacterias.  

Así, Omp25 y Omp31 presentan un porcentaje de identidad cercano al 40 % con la proteína RopB, un 

miembro de la familia de PMEs RopB, recientemente caracterizada en Rhizobium leguminosarun (34). 

Además, también se ha observado que la proteína Omp31 muestra alrededor de un 32 % de identidad 

con HbpA, la cual pertenece a la familia de proteínas fijadoras de hemina Hbp de Bartonella quintana 
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(35). Debido a esto, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha comprobado que la proteína 

Omp31 de B. suis posee una cierta capacidad para unir hemina, y que la expresión del gen que la 

codifica, se induce cuando la bacteria se cultiva en condiciones con limitación de hierro (36). 

En la última década, tras la publicación de la secuenciación de los genomas de varias cepas de 

Brucella, tales como B. melitensis 16M, B. suis 1330 o B. abortus 9-941, se descubrió la existencia de 

cinco genes que codificaban proteínas homólogas a las dos PMEs del grupo 3 previamente 

mencionadas (32). En la actualidad, estas cinco proteínas denominadas Omp31b, Omp25b, Omp25c, 

Omp25d y Omp22, junto con Omp25 y Omp31, constituyen la familia de PMEs Omp25/Omp31. Tanto 

las proteínas que componen dicha familia, como los genes que las codifican, han sido objeto de 

numerosos estudios que, como se expone en el siguiente apartado, han demostrado su relevancia en 

distintos aspectos (33, 37). 

Como ya se mencionó anteriormente, las PME se encuentran expuestas en la superficie de la bacteria 

y entran en contacto directo con las células y los efectores de la respuesta inmune del organismo 

hospedador. Por tanto, su estudio dentro de este campo es de gran interés, ya que puede proporcionar 

un conocimiento más amplio sobre los mecanismos de interacción huésped-parásito empleados por 

este género, que podría, además permitir el desarrollo de nuevas vacunas atenuadas mejores a las 

existentes (38).  

En los últimos años se han llevado a cabo varias investigaciones con el objeto de determinar la 

influencia que ejercen las PMEs de la familia Omp25/Omp31 en la virulencia del género Brucella.  Por 

ejemplo, en varios estudios se ha demostrado que cepas de B. abortus 2308 y B. ovis PA (cepa 

parental) que con el gen omp25 inactivado, no se encuentran atenuadas en ratón, lo que descarta la 

implicación de la proteína Omp25 en la virulencia de estas cepas (39). 

En cuanto a Omp31 está compuesta por un barril β de ocho láminas, con cuatro bucles expuestos al 

exterior, los cuales son de mayor tamaño que los de la proteína Omp25 (32). Existen diferencias a 

nivel de la proteína Omp31 entre las especies de Brucella, siendo la más destacable la ausencia del 

gen que la codifica en la especie B. abortus por lo que no es necesaria para la virulencia de esta 

especie. Adicionalmente, se ha relacionado a la proteína Omp31 con funciones asociadas con la unión 

a grupos hemo y otros complejos de hierro (35), en base a la homología que muestra con la proteína 

HbpA del parásito de eritrocitos Bartonella quintana (40). En concreto, la expresión de la proteína 

Omp31, al menos en B. suis, B. melitensis y B. ovis, parece inducirse en condiciones de acceso 

limitado de hierro (35). También se le ha atribuido un papel inmunomodulador en B. melitensis 16M 
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relacionado con la inhibición de la apoptosis mediada por la secreción del Factor de Necrosis Tumoral 

alfa (TNFα) en macrófagos (41). Pese a la relevancia que supondrían dichas funciones para la 

viabilidad de Brucella en el entorno intracelular, la ausencia de Omp31 en B. melitensis Rev1 y B. ovis 

PA no tiene efectos drásticos en la virulencia de la bacteria (42-44). Sin embargo, B. melitensis Rev1 

posee niveles inferiores de Omp31 respecto a su cepa parental, lo cual podría indicar alguna relación 

entre esta OMP y la atenuación de esta cepa vacunal (45). Otros estudios comprobaron, que la 

ausencia de esta proteína en la membrana externa de la cepa B. ovis PA, reduce en un logaritmo los 

niveles máximos de colonización esplénica de la bacteria en ratón (43).  Adicionalmente en otro estudio 

con la cepa B. ovis PA que porta el gen omp31 inactivado, hay una disminución en la invasión de la 

bacteria en macrófagos murinos (44).  

Ke Zhang y colaboradores demostraron que la mutación de omp31 de B. melitensis 16M disminuyó la 

sobrevivencia intracelular en macrófagos RAW264.7 y además incremento la secreción de TNFα y de 

marcadores de apoptosis por lo que concluyeron que la proteína Omp31podría estar involucrada en 

inhibir la apoptosis y beneficiar su sobrevivencia intracelular en macrófagos RAW264.7 (41). 

En nuestro grupo de trabajo demostramos que la mutación de la PME Omp31 alteró las propiedades 

de la membrana externa de B. melitensis y provocó una disminución significativa en la internación, en 

la sobrevivencia y replicación intracelular de la bacteria en macrófagos murinos J774.A1 y en células 

HeLa (46). 

En cuanto a las PMEs Omp25d y Omp22, se demostró que la inactivación de los genes omp25d y 

omp22 en B. ovis PA provoca una fuerte atenuación de la virulencia de esta cepa naturalmente rugosa 

en ratón y además que estas PMEs ejercen un importante papel en la virulencia de B. ovis PA y su 

ausencia en la membrana externa causa una marcada atenuación en su capacidad invasiva y de 

multiplicación intracelular en células HeLa y macrófagos murinos (43, 44). El hecho de que ambos 

mutantes mostraran defectos en su membrana externa menores o iguales a los observados en otras 

cepas mutantes en genes de la misma familia que no estaban atenuadas sugiere que las proteínas 

Omp25d y Omp22 podrían estar directamente involucradas en la virulencia de B. ovis PA, pudiendo 

tener un papel importante en la penetración y en la multiplicación de este microorganismo en las 

células hospedadoras (44). Por el contrario, en el caso de los mutantes de B. abortus 2308 en el 

sistema regulador de dos componentes bvrR/bvrS (129) mencionados anteriormente, a pesar de que 

se ha observado que tampoco sintetizan la proteína Omp22 y que se ha llegado a pensar que su 
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ausencia podría estar relacionada con la atenuación que muestran dichas cepas en ratón, no se ha 

podido demostrar su implicación en la virulencia de esta cepa lisa (101, 125). 

 

1.2 GEN rpsL 

El gen rpsL codifica para la proteína ribosomal S12, una proteína altamente conservada localizada en 

el centro funcional de la subunidad 30S del ribosoma. A partir de cristales de alta resolución de la 

subunidad 30S de Thermus thermophilus se ha visto que la proteína S12 juega un papel importante 

en el proceso de selección del tRNA (152, 153). Durante el proceso de selección del tRNA se producen 

contactos sucesivos entre la proteína S12 con algunos elementos estructurales importantes del rRNA 

16S y con la subunidad 50S (154-155). Se piensa que las mutaciones conocidas en S12 afectan la 

precisión de la lectura y lo hacen porque afectan la estabilidad de dichas interacciones.  

Las mutaciones en el gen rpsL, a menudo afectan la respuesta de la célula a estreptomicina, que 

causa errores de lectura del código genético. Poco se conoce acerca de la base estructural de la 

dependencia a estreptomicina o acerca de la naturaleza de las alteraciones de la cadena lateral que 

pueden influenciar este fenotipo; se ha visto que una mutación en un aminoácido concreto de la 

proteína S12 confiere dependencia o resistencia a estreptomicina de acuerdo al tamaño de la cadena 

lateral del aminoácido cambiado (153, 159, 161). Es el caso de la cepa vacunal Brucella melitensis 

Rev 1 que tiene una mutación en el codón 91, por lo que se tiene la hipótesis que a partir de esta 

mutación se atenuó dicha cepa (47). 

En cuanto a la implicación en la virulencia de mutaciones restrictivas y no restrictivas en el gen rpsL, 

en un estudio realizado por Björkman en 1998, mostraron un efecto en la disminución en la virulencia 

y en la tasa de crecimiento de Salmonella Typhimurium. Otros estudios demostraron que mutaciones 

en el gen rpsL en Erwinia carotovora provocó una disminución en la producción de la exoenzima y del 

ácido carboxílico por lo tanto una reducción en la virulencia (48, 49).  
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2. JUSTIFICACIÓN 

En nuestra línea de investigación, que está relacionada con el estudio del tránsito vesicular de 

B. melitensis en células fagocitarias, estamos enfocados en el conocimiento de la relación que 

tienen algunas SNAREs, durante el tránsito vesicular de la bacteria. Por lo anterior es 

fundamental la construcción de cepas lisas atenuadas con diferentes grados de patogenicidad 

que nos permita abundar en el estudio. 

 

Así mismo, debido a los efectos adversos del uso de la cepa vacunal Brucella melitensis Rev 

1 en la profilaxis contra la brucelosis en pequeños rumiantes, la construcción de cepas 

mutantes serán evaluados como inmunógenos.  
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3. HIPÓTESIS 

La construcción de mutantes en los genes omp31, omp22 y rpsL de Brucella melitensis 

disminuirá la virulencia de la cepa en ensayos de sobrevivencia en líneas celulares y conferirá 

protección a ratones vacunados con las cepas mutantes frente al desafío con una cepa 

virulenta. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

Construcción de inmunógenos experimentales mediante la mutación de los genes omp31, omp22 y 

rpsL de Brucella melitensis para evaluar su papel en la virulencia en ensayos in vitro en líneas celulares 

e inmunogenicidad en ensayos in vivo contra el desafío en un modelo murino. 

 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Mutar el gen rpsL de Brucella melitensis. 

 Mutar el gen omp22 de Brucella melitensis. 

 Evaluar el efecto de la inactivación de los genes omp31, omp22 y rpsL mediante ensayos de 

sobrevivencia en macrófagos murinos J77 4.1 y células HeLa 

 Evaluar el efecto de la inactivación de los genes omp31, omp22 y rpsL en la membrana externa 

de Brucella melitensis mediante ensayos de susceptibilidad.   

 Determinar la virulencia residual y la protección conferida de ratones vacunados con los 

inmunógenos experimentales.  
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1  CEPAS BACTERIANAS 

 Las cepas de Brucella empleadas en la realización del presente trabajo están enlistadas en 

los apartados de material y métodos del anexo 1 y anexo 2 del documento. El manejo de la 

bacteria se realizó en la Unidad de Bioseguridad 2 del Departamento de Inmunología y 

Microbiología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.  

 En el proceso de clonación molecular se utilizó la cepa Escherichia coli DH5α, la cual fue 

cultivada en agar y caldo Luria-Bertani (LB) durante 18 h a 37° C. Cuando fue necesario, los 

medios de cultivo fueron suplementados con ampicilina (100 µg/ml) y kanamicina (50 µg/ml) 

para el caso del plásmido pUC18 y pUC4K respectivamente. 

 En el proceso de inducción de expresión de la proteína Omp22 recombinante para la 

obtención de anticuerpos policlonales contra dicha proteína, se utilizará la cepa Escherichia 

coli BL21, la cual será cultivada en agar y caldo LB durante 18 h a 37° C. Cuando fue 

necesario, los medios de cultivo fueron suplementados con ampicilina (100 µg/ml). 

 

6.2 LÍNEAS CELULARES 

Para los ensayos de infección se utilizaron líneas celulares de células HeLa y macrófagos murinos 

J77A4.1. Las condiciones de cultivo y la metodología de los ensayos de infección están descritas en 

el apartado del Anexo 1. 

 

6.3 ANIMALES PARA EXPERIMENTACIÓN 

Los ensayos de virulencia residual y de protección conferida se realizaron en ratones BALB/c de 8 

semanas de edad, aproximadamente. Las especificaciones de los animales está especificado en el 

apartado de material y métodos del anexo 2. 

 

6.4 EXTRACCIÓN DE ADN PLASMÍDCO DE E. coli DH5α 

Para la extracción de ADN plasmídico procedente de E. coli DH5α se empleó el protocolo de lisis 

alcalina (midi prep), siguiendo las instrucciones del protocolo descrito por Sambrook and Russell en 

2001. 
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6.5 EXTRACCIÓN DE ADN CROMOSÓMICO DE Brucella melitensis 133 biotipo 1 

La obtención del ADN cromosómico de Brucella melitensis 133 biotipo 1, se realizó mediante el método 

de Tiocianato de guanidina, siguiendo las instrucciones del protocolo descrito por Sambrook and 

Russell en 2001. Previo a la extracción de ADN, la biomasa de los cultivos de la bacteria fue 

suspendida en 5 ml de agua destilada estéril e incubada en baño maría a 80° C durante 45 minutos 

para su inactivación. 

6.6 VECTORES DE CLONACIÓN 

 Los plásmidos que se utilizaron para la construcción de la cepa mutante B. melitensis y para 

la inactivación del gen rpsL están enlistados en el Anexo 1. 

 pKD4: Plásmido cerrado de 3267 pb, contiene un gen de resistencia a la Penicilina, otro a la 

Kanamicina y contiene sitios FRT (objetivos flip-recombinasa) donde actúan las flipasas. Fue 

utilizado como templado para la amplificación de un casete de resistencia a la kanamicina 

flanqueado con sitios de restricción NcoI 

 pTZ57R/T: Plásmido lineal de 2886 pb, contiene un casete de resistencia a la Ampicilina y un 

sitio múltiple de clonación con extremos cohesivos de timinas.  Fue utilizado para la clonación 

del gen omp22 y del casete de kanamicina obtenido del pKD4. 

 pDS132: Plásmido cerrado de 5286 pb, contiene el gen de resistencia al cloranfenicol para su 

selección positiva, el gen sacB de B. subtillis que es una marcador de selección negativa 

(sensible a sucrosa), por lo que dicho plásmido será utilizado como vector suicida para los 

procesos de recombinación homóloga en la obtención de las cepas mutantes en los genes 

rpsL y omp22 de B. melitensis. 

 

 

6.6 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Los genes rpsL (500 pb) y omp22 (558pb) y los casetes con resistencia a kanamicina (800pb) y 

tetraciclina (1200pb) se amplificaron mediante el uso de la PCR. Las reacciones de PCR se llevaron 

a cabo siguiendo el protocolo general descrito por Sambrook and Russell en 2001. Se estandarizó la 

PCR para una reacción de 50 µL. 
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Reactivo  Concentración  Volumen 

Agua ---------- 30 µL 

Buffer 10 x 5 µL 

MgCl2 50 Mm 2.5 µL 

DNTPs 0.4 mM 2.5 µL 

Iniciador 
Sentido 

0.5 µM 2.5 µL 

Iniciador 
antisentido 

0.5 µM 2.5 µL 

DNA 100 ng/ µL 4 µL 

Taq 
polimerasa 

0.05 U/ µL 2.5 µL 

Cuadro 1. Estandarización de la PCR 
 

La PCR se realizó en un termociclador (Select Cycler, Select Bio Products, USA) con las siguientes 

condiciones. 

Gen rpsL Gen omp22 Casete de kanamicina 
y tetraciclina 

 Desnaturalización 
inicial                 

5 min 94 °C 

 Desnaturalización 
inicial                 
5 min 94 °C 

 Desnaturalización 
inicial                 
5 min 94 °C 

 30 ciclos  30 ciclos  30 ciclos 

a) Desnaturalización 
45 seg 94 
°C 

b) Alineamiento 
45 seg 
56°C 

c) Extensión 
45 seg 

70°C 

a) Desnaturalización 
1 min 

94 
°C 

b) Alineamiento 
1 min 
30 seg  
58°C 

c) Extensión 
1 min 
30 seg  
72°C 

a) Desnaturalización 
2 min 

94 
°C 

b) Alineamiento 
1 min 
30 seg  
58°C 

c) Extensión 
a) 1 min 30 

seg  72°C 

 Extensión final  
10 min 72°C 

 Extensión final  
5 min 72°C 

 Extensión final  
5 min 72°C 

Cuadro 2. Condiciones de la PCR  

 

6.7 CONSTRUCCIÓN DE LOS INMUNÓGENOS EXPERIMENTALES 

6.7.1 Inactivación del gen omp22 de Brucella melitensis: El gen omp22 fue amplificado mediante 

la técnica de PCR y clonado en el vector comercial pTZ5R/T siguiendo las instrucciones del 

fabricante, generando el plásmido pTZ22 (Fig. 7).  El plásmido pTZ22 fue digerido con las 
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enzimas Xba I para la liberación del gen omp22 el cual fue ligado al plásmido pDS132 

previamente digerido con dicha enzima, generando el plásmido pTZ22V. La inactivación del 

gen omp22 en el plásmido pTZ22V será mediante la inserción de un casete con resistencia a 

tetraciclina y/o kanamicina con sitios de restricción NcoI obtenido del plásmido pACYC184 y 

del plásmido pKD4 respectivamente, generando el plásmido pTZ22VK el cual será 

transformado por electroporación en la cepa Brucella melitensis Bm 133, generando la cepa 

mutante Brucella melitensis pTZ22VK.  

 

Fig. 1 Mapa del plásmido pTZ22. Plásmido pTZ57R/T que contiene el gen omp22 de B. 
melitensis. Se muestra los sitios de restricción XbaI y HindIII y el casete de resistencia a  Amp. 

Imagen creada en el software Snapgene  

 

6.7.2 Inactivación del gen rpsL de Brucella melitensis: El plásmido pLFV26, (construido en 

nuestro laboratorio), que contiene el gen rpsL inactivado será digerido con la enzima Xba I 

para la liberación del gen rpsL el cual será ligado al plásmido pDS132 previamente digerido 

con dicha enzima, generando el plásmido pLFV26K el cual será transformado por 

electroporación en la cepa Brucella melitensis Bm 133, generando la cepa mutante Brucella 

melitensis pLFV26K. 
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Fig. 2 Mapa del plásmido pLFV26. pUC18 que contiene el gen rpsL inactivado mediante la inserción 

de un casete de Kan con sitios de restricción Pstl. Se muestra los sitios de restricción XbaI y HindIII, 

el casete de resistencia a  Amp y Kan. Imagen creada en el software Snapgene 

 

 

6.7.3 Deleción de un fragmento del gen rpsL de Brucella melitensis: pLFV (plásmido 

recombinante con el gen rpsL clonado en pUC18) fue digerido con la enzima Pst I liberando 

un fragmento de 149 pb del gen, el plásmido digerido fue purificado y ligado con la enzima T4 

ligasa para unir el gen rpsL generando el plásmido pLFVΔ (Fig. 9) (que contiene el gen rpsL 

con una región de 149 nucleótidos eliminados de su secuencia) el cual fue transformado por 

electroporación en la cepa E. coli DH5α.     
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Fig. 3 Mapa del plásmido pLFVΔ. pUC18 que contiene el gen rpsL de B. melitensis con una región 

de 149 nucleótidos eliminados de su secuencia. Se muestra los sitios de restricción XbaI, HindIII y 

PstI y, el casete de resistencia a  Amp. Imagen creada en el software Snapgene 
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7. RESULTADOS 

7.1 AMPLIFICACIÓN Y PURIFICACIÓN DEL GEN omp22 

Mediante la técnica de PCR se amplificó el producto de un tamaño de 558 pb del gen omp22. 

Los fragmentos de PCR obtenidos fueron cuantificados obteniendo una concentración 

promedio de 1µg/µl. Se realizó una electroforesis para verificar que el tamaño del amplificado 

corresponda al tamaño esperado de 558 pb del gene omp22. Los fragmentos de PCR fueron 

purificados a partir de fragmentos de geles de agarosa al 1.5% y centrifugados a 13,000 rpm 

durante 10 segundos en columnas con fibra de vidrio elaboradas en nuestro laboratorio (Fig. 

13). 

 

Fig. 4. Gel de agarosa al 1% en TAE1X teñido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 

kb “ladder” plus. Carril 1-3.Control positivo del gen omp22, la flecha indica el tamaño del fragmento esperado 

de 558 pb. 

7.2 CLONACIÓN  DEL GEN omp22 en el plásmido pTZ5R/T 

El producto de PCR del gen omp22 fue clonado en el vector comercial pTZ5R/T (obteniendo el 

plásmido pV22), siguiendo las instrucciones del fabricante. El plásmido con el inserto ligado, fue 

transformado en la cepa E. coli DH5α. Se realizó una PCR de colonia a  las clonas resistente a 

Ampicilina para comprobar la clonación del gen Omp22 en el plásmido (Fig. 14).  
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Fig. 5. Gel de agarosa al 1% en TAE1X teñido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 

kb “ladder” plus. Carril 1.Control positivo del gen omp22, Carril 2,4 y 5. Clonas positivas del plásmido pV22, la 

flecha indica el tamaño del fragmento esperado de 558 pb. 

 

7.3 INACTIVACÍON DEL GEN omp22 DE Brucella melitensis 

Inactivación del gen mediante la inserción de un casete de kanamicina: Para la inactivación del 

gen omp22, el plásmido pV22 fue digerido con la enzima Ncol, una vez digerido el plásmido fue 

purificado con el protocolo mencionado en la metodología.   Al plásmido pLFV digerido y purificado 

se le insertó un casete de Kanamicina en el sitio de restricción Ncol, obtenido del plásmido pKD4 

previamente digerido con la enzima Ncol, obteniendo el plásmido pV22K. Dicho plásmido contiene 

la secuencia del gen omp22 interrumpida con una secuencia de ADN que confiere resistencia a la 

Kanamicina.  

 
Fig. 6. Gel de agarosa al 1% en TAE1X teñido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso molecular 1 kb 

“ladder” plus. Carril 1: pTZ22KAN Dig. HindIII-XbaI, Carril 2: PCR Ptz22kan, Carril 3: Control (-),  

Carril 4: PCR Ptz22kan, Carril 5: Ptz22kan Sin digerir, Carril 6: Control (+), Carril 7: Control (+) pTZ22. 
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7.4 INACTIVACÍON DEL GEN rpsL DE Brucella melitensis 

 Inactivación del gen mediante la inserción de un casete de kanamicina: Para la 

inactivación del gen rpsL, el plásmido pLFV fue digerido con la enzima PstI, una vez 

digerido el plásmido fue purificado con el protocolo mencionado en la metodología.   Al 

plásmido pLFV digerido y purificado se le insertó un casete de Kanamicina en el sitio de 

restricción PstI, obtenido del plásmido pUC4k previamente digerido con la enzima PstI, 

obteniendo el plásmido pLFV26. Dicho plásmido contiene la secuencia del gen rpsL 

interrumpida con una secuencia de ADN que confiere resistencia a la Kanamicina. El 

plásmido pLFV26 fue digerido con la enzima Pst I para liberar un fragmento de 1300 pb 

correspondiente al casete de Kanamicina insertado en la secuencia del gen rpsL (Fig. 15). 

 

Fig 7.  Gel de agarosa al 1% en TAE1X teñido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso 

molecular 1 kb “ladder” plus. Carril 1,3. Plásmido pLFV26 digerido con la enzima PstI, la flecha superior  

indica el tamaño del plásmido pLFV de 3000 pb, la flecha inferior  indica el tamaño del casete de 

Kanamicina de 1300pb. Carril 5. Plásmido pLFV26 sin digerir. 

 Inactivación del gen rpsL mediante la deleción de un fragmento del gen rpsL: Para la 

deleción de un fragmento del gen rpsL, el plásmido pLFV fue digerido con la enzima PstI, 

una vez digerido el plásmido fue purificado con el protocolo mencionado en la 

metodología.   Una vez digerido y purificado el plásmido pLFV se realizó una reacción de 

ligazón para unir los sitios donde fue liberado un fragmento del gen rpsL, obteniendo el 

plásmido pLFVΔ. El cual fue transformado por electroporación en la cepa E. coli DH5α. 
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Las clonas se seleccionaron mediante resistencia a Amp (50µg) y positivas a la PCR de 

colonia del gen rpsL con el fragmento deletado. 

 

Fig 8.  Gel de agarosa al 1% en TAE1X teñido con bromuro de etidio. Carril MP. Marcador de peso 

molecular 1 kb “ladder” plus. Carril 1. Inserto de 527pb  del gen rpsL amplificado de la cepa silvestre B. 

melitensis. Carril 2-4. Inserto de 377pb del gen rpsL inactivado (mediante la deleción de 149pb) 

amplificado del  plásmido pLFVΔ 
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8. DISCUSIÓN  

Numerosas investigaciones han conducido a que muchos de los aspectos de la virulencia de Brucella 

se hayan relacionado con las características de su ME (50).  

En la superficie celular de Brucella se encuentran expuestas, de manera minoritaria, las lipoproteínas 

Omp10 y Omp19, junto con las proteínas mayoritarias Omp25 y Omp31 (51). Si bien su implicación 

en la virulencia de las distintas especies del género Brucella no está claramente delimitada, se 

considera que estos elementos contribuyen de forma relevante al mantenimiento de la integridad de 

la ME y, por tanto, a la fisiología de la bacteria (38, 46). 

Con base en estos hallazgos, uno de los objetivos del presente trabajo fue determinar el efecto de la 

mutación de omp31 de B. melitensis en cuanto a su papel en la integridad de la ME y la sobrevivencia 

intracelular de la bacteria en macrófagos murinos y células HeLa. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que Omp31 juega un papel importante 

en el mantenimiento de la integridad de la ME dé B. melitensis, ya que su ausencia ocasionó una 

disminución significativa en el porcentaje de sobrevivencia de la bacteria debida a la acción microbicida 

de péptidos catiónicos, detergentes aniónicos así como a la acción de mecanismos moleculares del 

suero (Anexo 1, Apartado 10.3.2).   

Después de comprobar que la presencia de Omp31 desempeña un papel importante sobre las 

propiedades de la ME de Brucella, se decidió evaluar el efecto de la mutación de omp31 en la 

internación y la sobrevivencia intracelular de la B. melitensis mediante ensayos in vitro así como 

determinar su participación en la virulencia de la bacteria mediante ensayos in vivo con la finalidad de 

evaluar la virulencia residual o persistencia de la bacteria en bazo de ratones inoculados con la cepa 

mutante B. melitensis LVM31 en comparación con la cepa vacunal B. melitensis Rev1 y la cepa 

virulenta de campo B. melitensis Bm133. 

Nuestros resultados demostraron que la mutación de omp31 provoco una disminución 

estadísticamente significativa en la internación y sobrevivencia de la bacteria en macrófagos murinos 

J77A4.1 y células HeLA (Anexo1, Apartado 10.3.3)  

Posteriormente se evaluó en in vivo mediante ensayos de infección en el modelo murino donde 

nuestros hallazgos de este trabajo demostraron que Omp31 juega un papel relevante en la virulencia 

de la B. melitensis ya que la ausencia de esta proteína ocasionó una disminución significativa en la 

colonización esplénica sin ocasionar lesiones o cambios histopatológicos en el bazo en los diferentes 

grupos experimentales (Anexo 2, Apartado 11.3.1). Por último a pesar de la atenuación moderada que 
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ocasiono la mutación de omp31, la inmunización con la cepa B. melitensis LVM31 confirió una 

respuesta protectora similar a la cepa vacunal B. melitensis Rev1 frente al desafío con la cepa virulenta 

de campo B. melitensis Bm133 (Anexo 2, Apartado 11.3.3).   

 

En la actualidad se sabe que debido a las características físico químicas de la ME Brucella son 

resistentes a mecanismos microbicidas de la respuesta inmune innata del huésped,(28) esto podría 

explicar la relación que tiene Omp31 en el mantenimiento de la integridad de la ME de la bacteria. 

Aunque la resistencia de Brucella spp. a los mecanismos independientes de oxígeno no se ha 

explicado sobre una base estructural. Los mecanismos independientes de oxígeno incluyen las 

acciones sinérgicas de varias proteínas y péptidos catiónicos que, en un primer paso, se unen a 

objetivos aniónicos de la ME y hacen que la envoltura celular sea permeable y susceptible a las 

enzimas líticas, bloqueando así las funciones celulares que dependen de la integridad de la membrana 

(31). Se ha demostrado que este género posee una elevada resistencia a una gran variedad de 

péptidos catiónicos bactericidas tales como, defensinas NP-2, lactoferrina, cecropina, lisozima, 

péptidos derivados de bactenecina y polimixina B, así como también a extractos lisosomales de 

leucocitos polimorfonucleares (39). 

Otras investigaciones han descrito que bacterias del género Brucella son también más resistentes a 

la acción de algunos detergentes que otras bacterias Gram negativas, algo que también se ha atribuido 

a las características peculiares de la ME de Brucella. Con base en estos hallazgos se ha se ha sugerido 

una relación entre las propiedades de la ME de Brucella y su patogenicidad (52).  

Por este motivo, en este trabajo se evaluó la susceptibilidad al deoxicolato de sodio (un detergente 

aniónico) y de la polimixina B (péptido catiónico) como modelo para evaluar las posibles alteraciones 

de la ME dé la cepa mutante en comparación con la cepa vacunal B. melitensis Rev1 y la cepa virulenta 

de campo B. melitensis 133. Por lo que nos planteamos la hipótesis si la mutación de omp31 afecta 

dichas propiedades de la ME de la bacteria. Para comprobar esta hipótesis nos planteamos el objetivo 

de evaluar la resistencia de la cepa mutante B. melitensis LVM31 frente a la acción de la polimixina B, 

el deoxicolato de sodio en comparación con las cepas de control. Se utilizó polimixina B y desoxicalato 

de sodio para determinar la estabilidad de la ME y también como indicador para determinar la 

susceptibilidad de las cepas de B. melitensis por el efecto bactericida mediado por péptidos catiónicos 

en el huésped.  
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Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la cepa mutante B. melitensis LVM31 fue 

más susceptible a la acción de la polimixina B y del deoxicolato de sodio, ya que hubo una disminución 

significativa en el porcentaje de sobrevivencia de la cepa mutante en comparación con las cepas 

control. 

Otros estudios han demostrado que el LPS de Brucella también se encuentra involucrado en la 

inhibición de la cascada del complemento, lo que favorece la supervivencia extracelular de la bacteria 

(53). Se ha observado que B. abortus posee una particular resistencia a sueros no inmunes, la cual 

es debida en parte, a que las cadenas polisacarídicas O de su LPS bloquean el acceso de C1q 

(subunidad proteica del primer componente del complemento en la ruta clásica) a las proteínas de la 

membrana externa de Brucella spp (54). Sin embargo, la resistencia que presenta el género Brucella 

a la lisis por el complemento no depende exclusivamente de la presencia de estas cadenas 

polisacarídicas en la molécula de LPS, ya que se ha observado que especies naturalmente rugosas 

muestran una menor o igual sensibilidad que cepas lisas a la actividad de suero no inmune de cordero 

(55). Por tanto, deben existir otras diferencias en la superficie de las especies de Brucella que 

expliquen este distinto comportamiento. Con base en estos resultados decidimos determinar si la 

ausencia de Omp31 de Brucella melitensis disminuiría el porcentaje de sobrevivencia de la bacteria 

frente a la acción de mecanismos microbicidas del suero.  Por lo tanto, se evaluó la sobrevivencia de 

la cepa mutante en presencia de suero no inmune de cabra.  

Nuestros resultados mostraron que la cepa mutante fue más susceptible a la acción del suero debido 

a que hubo una disminución significativa en el porcentaje de sobrevivencia de la cepa mutante en 

comparación únicamente con la cepa virulenta de campo.  

Después de evaluar la susceptibilidad que tiene la ME dé la cepa mutante frente a la acción de péptidos 

catiónicos, detergentes aniónicos y del suero, nuestros resultados sugieren que Omp31 juega un papel 

fundamental en el mantenimiento de la integridad de la ME dé B. melitensis.   

Como se mencionó, Brucella es un patógeno intracelular facultativo que posee una serie de factores 

que difieren ampliamente de los clásicos factores de virulencia de otras bacterias Gram negativas (56). 

Es importante destacar que las especies de Brucella lisas pueden entrar, sobrevivir y multiplicarse en 

células fagocíticas profesionales como macrófagos y células dendríticas, así como en células no 

fagocíticas como células trofoblásticas y células epiteliales (células HeLa) (52, 57). Debido a que 

Brucella spp no posee factores de virulencia clásicos como otras bacterias, en los últimos años se han 

llevado a cabo varias investigaciones con el objeto de determinar la influencia que ejercen las PMEs 
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de la familia Omp25/Omp31 en la virulencia del género Brucella (58). De acuerdo con esto, nos 

propusimos determinar el efecto de la mutación de la PME Omp31 de B. melitensis mediante la 

evaluación de la internación y sobrevivencia intracelular de la cepa mutante en macrófagos murinos y 

células HeLa. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron que la presencia de la PME Omp31 está 

involucrada en la internación de la bacteria en macrófagos murinos y en las células HeLa. Estos 

resultados son parecidos a los resultados experimentales obtenidos en otros estudios, donde 

demostraron que la ausencia de las PMEs Omp31, Omp25d y Omp22 en la membrana externa de B. 

ovis PA causa un descenso de la capacidad invasiva de esta bacteria en macrófagos murinos J774.A1. 

En vista de estos resultados, las tres PMEs podrían estar involucradas en la entrada de B. ovis PA en 

las células J774.A1 a través de procesos dependientes de las “balsas lipídicas” (43).  

En cuanto a la capacidad de sobrevivencia y multiplicación intracelular en macrófagos J774.A1 y 

células HeLa, la mutación de omp31 causó una disminución significativa en la sobrevivencia y 

replicación intracelular de la bacteria. Estos resultados son diferentes a los obtenidos en otros 

trabajos,(44) ya que la evaluación de  diferentes cepas mutantes de B. ovis PA en genes de la familia 

omp25/omp31, observaron que solamente la ausencia de Omp25d o de Omp22 afectaba gravemente 

a la replicación intracelular de la bacteria. Así, mientras que la cepa mutante Δomp25d fue capaz de 

sobrevivir en los macrófagos, la cepa mutante Δomp22 fue completamente eliminada a las 24 horas 

p.i. Esta incapacidad para multiplicarse intracelularmente mostrada por las cepas mutantes Δomp25d 

y Δomp22 de B. ovis PA, podría justificar, al menos en parte, la fuerte reducción en la virulencia que 

presentan ambas cepas en ratón.  

La consecución de un nicho  de replicación en los macrófagos, principales células hospedadoras de 

este patógeno, le va a proporcionar a este microorganismo una protección frente al complemento y a 

anticuerpos durante su diseminación por el hospedador, y la capacidad para mantenerse durante 

largos periodos de tiempo en el organismo afectado, con la consiguiente cronicidad de la infección 

(59). Esta habilidad que presentan las estirpes de Brucella en fase lisa implica un proceso complejo, 

en el cual, este patógeno interfiere con las funciones propias de la célula hospedadora, llegando 

incluso a controlar su propio tráfico intracelular. Así, cuando una especie lisa de Brucella es fagocitada 

por el macrófago, sigue una ruta endocítica en la cual evita degradaciones hidrolíticas por fusión con 

los lisosomas, favoreciendo en los estadíos tempranos de la infección, su supervivencia intracelular 

(60, 61). Por lo que la virulencia de Brucella se asocia con la supervivencia en células fagocíticas.  
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Esto podría explicar los resultados obtenidos en el presente trabajo entre la relación que hubo en la 

disminución de la internación de la cepa mutante B. melitensis LVM31 y la disminución de la 

sobrevivencia y replicación intracelular de la bacteria a partir de las 4 horas hasta las 72 horas post 

infección tanto en los macrófagos murinos como en las células HeLa. Con base en estos resultados 

concluimos que la proteína Omp31 ejerce papeles fundamentales en la capacidad de invasión y 

multiplicación intracelular de B. melitensis 133. 

Después de demostrar que la proteína Omp31 juega un papel importante en la integridad de las 

propiedades de la ME y en la sobrevivencia intracelular de B. melitensis en macrófagos y células 

epiteliales nos planteamos el objetivo de determinar el efecto de la mutación de omp31 en la virulencia 

de la bacteria en un modelo murino (46). 

Los ratones, aunque no son hospedadores naturales de Brucella spp es el modelo experimental de 

laboratorio más utilizado para estudiar la virulencia de Brucella in vivo (62). En este modelo, Brucella 

puede colonizar múltiples tejidos, incluyendo el bazo y el hígado, donde se forman microgranulomas. 

Durante las etapas crónicas de la infección., un estudio reciente que utiliza cepas de Brucella 

bioluminiscentes, también encontró que se dirigen a las glándulas salivales, lo que podría ser 

importante en relación con la infección humana, donde la inoculación se produce por ingestión de 

alimentos contaminados. Además, los ratones presentaron una infección crónica de las articulaciones 

de la cola con Brucella parecida a la brucelosis osteoarticular en los animales y humanos (63, 64). 

El curso de la brucelosis murina depende de la virulencia de la cepa bacteriana, la dosis y la ruta de 

inoculación, así como raza, antecedentes genéticos, edad, sexo y estado fisiológico de los ratones. 

Por lo tanto, los experimentos significativos requieren una definición de estas variables. Por lo tanto, 

los experimentos significativos requieren una definición de estas variables. Los perfiles de replicación 

del bazo de Brucella son altamente reproducibles y se desarrollan en cuatro fases: i), inicio o 

colonización del bazo (primeras 48 h); ii), fase aguda, desde el tercer día hasta el momento en que las 

bacterias llegan números máximos; iii), fase constante crónica, donde los números bacterianos son 

mesetas; y iv), fase de declinación crónica, durante la cual se eliminan las bacterias del género 

Brucella. Este mismo comportamiento se observó en nuestro estudio en los ratones que fueron 

infectados con la cepa virulenta de campo B. melitensis Bm133. Este patrón muestra signos 

fisiopatológicos claros y es sensible a pequeñas variaciones de virulencia, lo que hace posible evaluar 

la atenuación cuando se utilizan bacterias totalmente virulentas como controles (65). Con base en 

estas investigaciones incluimos diferentes variables en el presente estudio. Utilizamos dos cepas 
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control de Brucella melitensis con diferentes grados virulencia con el objetivo de determinar la 

colonización esplénica de la cepa mutante B. melitensis LVM31 tanto en ratones hembras como en 

machos Balb/c en comparación con las cepas control. Otra variable que incluimos en el estudio fue el 

estado fisiológico de los animales, debido que en el presente estudio inoculamos ratones hembras 

gestantes con las diferentes cepas de Brucella con el objetivo de determinar la colonización esplénica 

de las crías nacidas de las hembras ya que diversos estudios han reportado tanto la transmisión 

vertical y horizontal en crías nacidas de hembras experimentalmente infectadas.(66) Por lo que nos 

planteamos la hipótesis si la mutación de omp31 causaría una disminución en la propagación de la 

cepa mutante por estas vías de transmisión. 

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la ausencia de la proteína Omp31 provocó 

una disminución en la colonización esplénica tanto en ratones machos y hembras Balb/c, además de 

que los órganos de los ratones inoculados con la cepa mutante no presentaron lesiones o cambios 

histopatológicos aparentes en comparación con los ratones inoculados con las cepas control. Estos 

resultados son muy parecidos a los obtenidos en otros trabajos, donde demostraron que la ausencia 

de esta proteína en la membrana externa de la cepa B. ovis PA, a pesar de que reduce en un logaritmo 

los niveles máximos de colonización esplénica de la bacteria en ratón, no disminuye su persistencia 

en bazo (50).  

En cuanto la evaluación del grado de propagación de la cepa mutante en los ratones en estudio, 

nuestros resultados demostraron que hubo una disminución en la colonización esplénica en los 

ratones nacidos de las hembras inoculados con la cepa B. melitensis LVM31 en comparación con las 

cepas control.    

Estos resultados se podrían explicar debido a que la proteína Omp31 también se le ha atribuido un 

papel inmunomodulador en B. melitensis 16M(41), así como características de función porina (67) y 

de unión a grupos hemo en B. ovis, B. melitensis y B. suis (35). Sin embargo, no se han descrito 

efectos drásticos en la virulencia in vivo de B. melitensis Rev1 y de B. ovis PA, en ausencia de 

Omp31(42, 43). De acuerdo con los hallazgos encontrados en el presente trabajo, llegamos a la 

conclusión que la proteína Omp31 no solo está involucrada en el mantenimiento de la integridad de la 

membrana externa, en la internación y sobrevivencia intracelular de la bacteria en macrófagos y 

células epiteliales sino además juega un papel relevante en la virulencia de B. melitensis ya que en 

todos los grupos experimentales que fueron inoculados con la cepa mutante B. melitensis LVM31, 
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hubo una disminución en la colonización esplénica además de no generar lesiones o cambios 

histopatológicos en bazo en comparación con las cepas control. 

Otro aspecto muy importante es la persistencia de la bacteria en bazo ya que es un indicador de 

virulencia o atenuación útil y se utiliza en el control de calidad de las vacunas (virulencia residual). Los 

candidatos vacunales a menudo se analizan en ratones mediante la determinación de la colonización 

esplénica (conteo de UFC/ml) después de la prueba de desafío con las dosis de Brucella virulentas 

adecuadas en los tiempos precisos posteriores a la vacunación. Dado que la mayoría de las vacunas 

de Brucella vivas o muertas brindan cierta protección en ratones, los controles en los ratones 

inmunizados con vacunas de referencia (S19 o Rev1) son críticos. Finalmente, los ratones se han 

utilizado con éxito para evaluar aplicaciones profilácticas o terapéuticas contra la brucelosis. 

Con base en estas investigaciones nos planteamos el objetivo de evaluar la protección conferida en 

ratones inmunizados con la cepa mutante (LVM31), la cepa vacunal (Rev1) y PBS (control negativo) 

frente al desafió con una dosis infectante de B. melitensis Bm133. Los resultados obtenidos en el 

presente trabajo demostraron que hubo una menor persistencia estadísticamente significativa de la 

bacteria en bazo de los ratones inmunizados con la cepa mutante y la cepa vacunal en comparación 

con los ratones inmunizados con PBS, en cuanto la colonización esplénica en los ratones vacunados 

con la cepa mutante y la cepa vacunal no hubo diferencias significativas en ninguno de los tiempos 

post desafío con la cepa virulenta de campo. Con base en estos resultados, concluimos que la cepa 

mutante B. melitensis LVM31 confirió una respuesta protectora similar a la cepa vacunal B. melitensis 

Rev1 frente al desafío con la cepa virulenta de campo B. melitensis Bm133.  

Por último, debido a que la mutación de omp31 provoco una atenuación significativa de la bacteria 

tanto en ensayos in vitro como in vivo, la cepa B. melitensis LVM31 podría ser evaluado como un 

potencial candidato vacunal para el control de la brucelosis caprina.  

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

9. CONCLUSIONES 

1. La proteína Omp31 juega un papel importante sobre el mantenimiento de la integridad de la membrana 

externa y en la sobrevivencia intracelular de B. melitensis en macrófagos murinos y células HeLa. 

 

2. La mutación de omp31 de B. melitensis ocasiono una disminución significativa en la persistencia y en 

la colonización esplénica de la bacteria además de no causar lesiones histopatológicas en bazo y 

testículos en comparación con la cepa vacunal B. melitensis Rev1 y la cepa virulenta B. melitensis 

Bm133 por lo que la ausencia de la proteína Omp31 está implicada en la atenuación de la virulencia 

de la bacteria.   

 

3. La cepa B. melitensis LVM31 confirió una respuesta protectora similar a la cepa vacunal B. melitensis 

Rev1 frente al desafío con la cepa virulenta B. melitensis Bm133, considerando que la cepa mutante 

podría ser un potencial candidato vacunal en el control de la brucelosis caprina.  

 

4. Se inactivó el gen omp22 de B. melitensis para después ser transformado en B. melitensis 133 y 

evaluar el efecto de dicha mutación en la internación y sobrevivencia intracelular de la bacteria. 

 

5. Se inactivó el gen rpsL de B. melitensis mediante la inserción de una secuencia con resistencia a la 

kanamicina para después ser transformado en B. melitensis 133 y evaluar el efecto de dicha mutación 

en la internación y sobrevivencia intracelular de la bacteria. 

 

6. Se inactivó el gen rpsL de B. melitensis mediante la eliminación de una secuencia de 150 pares de 

bases para después ser transformado en B. melitensis 133 y evaluar el efecto de dicha mutación en 

la internación y sobrevivencia intracelular de la bacteria. 
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10. ANEXO 1: Artículo publicado 

Omp31 plays an important role on outer membrane properties 

and intracellular survival of Brucella melitensis in murine 

macrophages and HeLa cells 

 
L. Verdiguel‑Fernandez1

 · R. Oropeza‑Navarro2
 · Francisco J. Basurto‑Alcantara3

 · 

A. Castaneda‑Ramirez4
 · Antonio Verdugo‑Rodriguez1 

 

Arch Microbiol (2017) 199:971–978 

DOI 10.1007/s00203-017-1360-7 

ORIGINAL PAPER 

 

La proteína Omp31 juega un papel importante sobre las propiedades de la 

membrana externa y en la sobrevivencia intracelular de Brucella melitensis en 

macrófagos murinos y células HeLa. 
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B"N.~'oo l'-'~1., UJIL",,, iJuol 'la ... iu:1W AUI&''''llOl J.: M.c, ;,,,,. 
C"""', "',. . . \I",~lu~ M"'., iw 

L.~iu J.: "'-" .oo l'-'~1 •. D'I-""I .. " ",,,,,-, oJo: '>t lCrubiu!u~l~ 
~ I'H,ru '.uloJ¡::f., Foc-..J.aI oJo: '>1<-..1;<,,:> "'-''''fU""i. ) 
Zu .... :"oia. ClJi "-núloJ r-.: ... ,uu.1 -",1ú" .. " ,,,, <1-.: M;."", 
CU)'"" .... " CJ~h. M~",u 

ne"" n.m'"t~ ,., Z""",,,;a, 1 Tn;""",,¡,.1 A",h.-,,,,, ,., 
o." pi Llé"'. T",,,,,,,, ~1e,Oc~ 

pl""", irl. " 'Kl i""" ,i,,, l, '¡ h~' i ""'Tl i ,, ~ . l . n"lII}"i ll ~a"d l~ , 

re nderi11~ pLV _\13 1 pla,mid ... hieb "'a, transtocmed into y, 
ml'litrllüt \1' 1 I rl_~' 1'" «.ra in 10 0hra in 1 .V~1:l 1 mlllan! m 31" 
T I", Ou la " ",mlm .. ", (O M) pnlp"TI~ " f 11", mlll"nl , l" ;1\ 
were eompared with y , mc!;tcm;s Hm13J wild-ty pe "ud 
11. m~lilrn<i< Re,' I vaa::;ne Slra,n, . In "" ."",;ng it' ,'\I""r
libili1y l.U 1-'J1}lIIy.\ÍJI B • ...,.jiulIL .ku.\ } drulul •• unJ nlJl,i m· 
muno sero m. The muton! m. in ",os ~s .. s",d in " ilro wi rh 
su,,'!Val :\S<ay' In murine macropha~, 1774 .A I ,00 fieL> 
~·clls . Ou, rc,u ll' d"muJl" l r~l:: 1l .. 1 LV M31 JI ,ul.m ;" JI '''''' 
su;;aprible to pol)o myxin H. <Odium deoxyc"" 'at~ . ;u¡d 
non immune .. rum ¡han conlro l m:li ns: m=O\" r. OmpJ I 
mulaliun ".=~ a de"rca", in lhe i Jl 1e ",. lizalk~ , UILJ a 
signi licant de<'r~ 3" i11 t)-., inlrace Uular ,,,,v;val com¡>aral 

"~Ih the ", re ""nce ' Irain< In boIh c~u li n. , . ' l 'h~", """" 1< 
"u" ... LIS LI , ~, .. d u,k ,h.1 Oml'.1 1 i, illl l" el .,,1 t,,, ,,, " i ,, l ~ ill_ 

in ~ UM i nt~gnty. bU! " Iso it is ""ceS"'f )' fu, bacterial ime,· 
n. li?' li"" , ~.t3hl ; ,h men r .00 or'd"f'mcnt nf an "rrim.1 
"' I" icmi"" nid ",. amI ~ ,,,,,"1ia l (" , , u" i,'al ,,1\,1 i" I"'<>.: II "_ 

lar Olultip heation . 

K< ~ w"nl, Rr",,,,lIü mdiu',,,¿, . ()ll1{i ' 1 . 1" lnu:dl" be 

re plicntion 

Introduction 

Mi"rov~.ILi sm, b.:k.,ging Iv 11., b'CJl U> Brucdlu "'" Gn" n
nogati",. t:.oultat;' ·e inu'" ... --e Uular h .... cteri' coll sing 1II1ev
¡ions in mJn)' animal s¡le";e. anO hmnans (Bo<duroli ~ r al 
2001). Tcu 'p"~ic, . d~;,¡i l,e d "'l Ibe ba,;" uf ¡Ji IT~n:,IL.' ,", in 
p, r"""eni, ity an d host ~eteren,,~ . Jre re<'~ niled w ithin 
Ihe );I'nns YFI,a!i~ : Y . m_¡ilcnsis. /J. abo",,,_ Y. SIIi<, Y 
,m'<,lI m ili., . 'kl R. r.,""'"",,,~, R. ,!i~n¡,!~di,,'i.<, R. , '~!i.' R 
minu¡¡. "lid H. ;r.,-,pú,,,",, (M(.('~ no el nI. 2002; Scholz et al 
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2010 , IJr",cdla ",elüen'{" . ksi<1,,, irs importanI ' .()()tIOt ie 
a,,,"et, i. the mo>1 rtlennt etiologio "gem 01' O\-';ne "nd 
c ~pri ll e hruce ll", i, . a di , e"," lha! nme< ~bor,ioll in "" ',,, 
and grors re,ulting in Img:c ""oo,omic 1"",,,. pa rt icula,l)' 
in MeJ il"mul<"n w unlrie, (Bbs<:o 1997), Va""ifia li"" i, 
lhe lll,-,>l ,,,iwbk "'ay lo wmrol t><.!lh infediom i" ,h,-""p 
in cnd"mic simation<. n", hve ane nu:lIed n. melitm.';:; 
Re", l >lraiLl i, "onsicl<reJ ¡he beS! "acá", ""aibble Jo, ¡he 
r",~ h)' la, i , 01' 1:>,""" llo,i, in ,htTpandgoa,,(C,arin-lh __ 

tuj i ct al. lW7 ), Ilo"'eve,. thi, ":I<'c i",,, ",aycousc ,,,,,,rtio,, 

if u<ed in animal, in late Jlreg na" cy and its u,,", is koo",,, to 
i"J",," ar" i b<xl~' respon"", inJi'liuguish"bl< by lhe "lII[<'11I 

corwe nt io na) ",mlogical test, !'rom tho,,", oh"""ed in IJ 

melilemÚ' inf"" I"J anirnab. Ihis fa~ 1 limil, lh" " .• I"nJeJ me 
of Re". ¡ in coun!' les applyi"g erad ication pmg,ams h1",<1 

" " :.e" ,¡og.c·a l L~ " i rl g "",1 ,lauglok' irl g "f """ 'I""ili W url i
m,l, ("" Ilogüé, el aL 1\191; Soh uri g el ,1. 1001 1, l'iJl.1J1y, 

Ihi , ,·"""i, .. "T:,i~ i, f" ll)' vin , lenl ¡; ,r h"", :m< " .. 1 "''''')' 

:l<'c ide n,,1 injc" i ~ n i"li""t ion , ha"e hocc n ""'-'ume"ted. "-0 
,,-,1>'" lhe"" probbm, """,,r.,1 slmtegi<s ha"" bee" u""J 
lu improve """"ni """" in", , For "afe l} improw"l<llI . Ihe 
deleli"" of "imlence-re[atM gcnes. reduccd-oose \ 'occina
lion. anJ \'1ICTinalion ,ia lhe on,1 aTkI C<J"ju "~li\',,1 ru uI", 
ha,'. ",ide l)' ¡""'n u,..,.1 (R ~rri o eL aL 1fXl9: Wang motI Wu 
201:1 : Y,ng ~t al. 20 13). Oure, "lé'mbm",,, p"-'t~in, (Cl.\W, ) 

are c'pose" on ti", hacte rial ;;u,faec and are in direct co ,,
lael wilh ,e ll, d fed o" uf lhe ho" inuTL uue ,e,pon"". 
",I"" ehy tr.:.;.' cou ' d hoc importa'" vi rule "ec fact()rs 01' Il no
cdk, sp"~i ", (~b fl íu-\-l arlíu el al , 101 1), The Brualla ,pp. 
Omr25/0mrJ1 fam ily i, forn",d ~y ",wn homo logo u, 
OMP.' (Sulhi d ~L 2(03). Rq;~nling ,·im lcncT. ", ul mH 
Slra;n, 01' B, me/i,er/s:,. B. "oor/u', an<l B. 0'-;. by omp15 
i"acl ival ion ha" " he en fo"nJ lo be a ll"u","ed in ",ice. ~oal, 
(IJ. me!ilerr"¡',¡ (h lmond, ct aL :'(.)2a . h). and c,,!t le (IJ 

ooorms) (E,IIl"-'!lJ, el al. 2001 , 20(2). In adJi liou. Omp15 

Iio bl. 1 Uocl,Ti.l "",in> "00 pl",mid, 

Ar>eh .\licrubiol (2() 1 ¡ ) 1 'I'I :~7 1 ~¡~ 

ha' ,"-",n , hown to irhi!>it ti", Im-,duct ion m tumo, neem,is 
befo, ,Ipha (TS F-Cl) by human mx,,-,phage. ')u ~ier-M a ,,

nn " L aL 2001) a"(ll,, be invo¡",,'¡ in Lh" l"'"ne"l:>i lil)' ,, 1' 
IJ ma!la "",,,,1>,,,,,,. ano",ing fu, ,ecretio" 01' I"" ir lasmic 
p'ot ein,. m ""i,lie rneJiurn (Buige~min el al. 20)4). S",'
erJI r<port, , ho"eJ lh"l Ih" i,,,,el i'al iun uf lhe geue, ,'00 -
ing f","lhe ti"e OMPs 01 thi s fami ly in virule m 11. OL'i, PA. 
anJ delllUUSlra l"J Ihal lhe "bseu~" of Omp2:'xJ oc Omp22 
rr<~ c in, k~d, lo ~ "nling '¡eCTC~'" on yirulcfiC'C ,, 1' IJ. ovi.'· 

PA in mice (Caro-ll crnfi,ld,z el al. 1007: Vizcaino ct al. 
2U14 I. Furthermo", . it wa.< de,m nst,atcd that Omp2'j j a"d 

Omp12 a:-e "ssemial lo , ima,ion "nJ suniv" l of B. "'ú 
in,ide host coTls. justifl' ing tho ;;t~, n g at:enuati"n 01' thc 
t!.omp25d anJ t!.omp22 UL ulanlS, lu ,·onlra,l, li ll le i, knO'\'ll 
al>.~uI 0'" mle of tl", Oml'11 o n " irule,,,,e itl sOlOoll, Sl,ains 
(Muo L¡,,-Muo L." L1 ,,1. 200R). TI", ui", uf Iloi, worl wa, 1" 

generate , n cmp31 mut an! 01' B. me/i,ensis 11 m 133 ' t" in 
,,,,,1 ~,· "I",oLe il, .. IT~' :I on Olv·' rml"' rli ~, ,"',¡ in <r.>" .. II"I;" 
sur"ival " f hacteria in mu,i"" rnaoml'ha~es HU.A I a"d 

HeL" ""Us, 

J\.la terials a!l(1 metbods 

BRctcr ilol , Im ins . gro"1h c<>ndition •• ~nd cloning 
...,dor. 

1'1", strain, used in th i, wo" are listed in Tahk l . IJ ,,,,,elfa 

"Ir.,im "'<r< culiu,eJ al 370(' in a 5% ca, almo'pheI<' lo, 
72 h. T I",y were tYl'ical ly I"opa~ated in /Jrualla ~ml h 

(RR ; Di!'"o 1 ,~¡'oraloTie, . IJ.c L",il. MI) o, I!n,,:elf~ ~g"r 

(llA: Diko L oborat~rics l . both supplon",nled with O.J'X 

)-''',''1 e.\ I''',-( (YEc Dlfcu Labordorie,) an,1 y;; 1" lal bovine 
semm (FHS: (;IBCO-BRI. L it" I'ccllll())og ies. (¡e,man)' ) 
(BB-YE-FBS :mJ BA-YE-BFS), 

1I""l<Tial ,tr,in 
t.',·," herlc!,ia wli DH5~ .:.Iac¿ ~1l5 , ""dA! JDd ",cA l In",.,ion, Ttih "",in d i , colib n," paIl"-,!,,nic,.oo ",a, 

oc,do¡>.-.J i"" 1ab<J.-,lory donin,: U:'<' 
LMM 

/I'"NI:" m,' /i"",is hi<c;'I'" I fl Ol al ~1<,",,," r~lor<oc< ",,; n ( .... ilcl-t)'I'"' Sm:'Olh ,';rul<o' H'-""AI" " ,, ;n l .MM 

Br"",¡:a mdimuis LVM31 omp3 1 ;K ",,' 

t\r.>p' Kan' 

pLV.\-! Ao:op' 

pLVM.11 o";pJI K,o' 

nr .. ",I'" nu:lil<em';' wioh .. KMaln)'cin "" i,la",'c lloi, "urx 
c"""U,' m""",J mi" LOC &111 ,,", uf ompJ 1 

lir ... -dl" ",di"",;, <""'.;/ s<"" clOO<'J ioto Ttii, WQt\; 
pCR1 .l TOPO , 'octo. 

nrl«'.II" nu:lil<e'''-¡' ómp31 ¡.po<' i.",'T1<;d inLo LOC lloi, " .uó; 
Hú.:l I I I _XJ~, 1 ~t,,,.-.t pIJe I ~ 

pl.VM ~· i lh. K.n.m)·"; ,, ""i~.=< ".~",1I 0 

;M<," d i.-ro Ir< .'i<l1T ,;~ 01 '''''r'l l 

LNM Moholar MkJ'OOiok>¡oy L.bo<ator)\ Immunology and M;" ,oNolo~y I\·".rtmcr.t, HIVZ-UNA.\! 

"º Sprin~<r 
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A",h Mi,rotJ;o! 

Plasmids pCR 2.1 roro (Invitrogen , USA), pUC4K, 

,."J "UCI8 W~,~">nI "" du;,illj¡ vt:dUl ' , "LCI8<lut:.> 1101 

replicato in Brua!Ja sp~ .. so il wcd. a, a suicide plasmid 
""Iuired lor hOllhllogoo. =omhinalÍon, Pl asmids ""re 
propa~ated in &cllen'dlia co!; DH~. Recorr_binaDI E. rol; 
ce]], w.re grown in Luria---Be nani (LIl ; Difro L:tbora!o
ric.) mcdium . uppJcmcnted ... i,h SO ,,¡¡'mi of the rcquin:d 
anlibionc(.) depending on plasmid resi.~ance , Bruct'lIa:md 
t-. col, mam, wert provllled oy LMM (Mole<ular _\ l teroln
ology Laborrtory, lmmunol"ll)' and Miorobiology De p,,"
n .. nI , Fl,l VZ-UNAM, Mex ico). 

I'rimc rs ano:! DNA tedtn Í<J.u<S 

a ro""""mal Dt-'A 01 Brucrlla mt!;;ens;s Bml33 "as 
obtai...,d by !he guanidine !hlocy:nate method, as dire<1ed 
by lhe protocol des<-ribtd by Sambrook and Ru .s<lI 2001. 
Prtor lo DNA extrarliOfl. biomas. of bactoria "as sus-
~ndcd in 5 mI of """ik di,tillcd \Vater and ;ncub:t.ted in a 
"",ter b:t.th at SO"C for 45 mi . for inacti.ation. 

T he omp.ll n~cleottde ,.,quertce \Vas rtlroe""d from 
lhe genome sequ-,,,,,,, uf B. "",filensis ",fere"", sumn 
16 M (Gen BlJlk occession n-~. JF91 !17~7 .1) , Prirre" ""re 
de,igned 'o :unpli ,y the entire omp31 11""" (723 bp). The 
prime" were omp31 F" (Io,wan:l prin ... 5'ATGAAATCC 
GrAATTIT()(]C() 3') and omp31 Rv (reverse primer .Y 

TJAGAACITGT AGTJCAG\CC 3") , Pri,"" rs ""re pur
ehued fmm Sigma Genosy. (Unil"" Slate.). PCR was per
forrned on e>.trartod DNA. ::.s follows: 35 c"".les 01 PCR, 
with 1 ,yde consislÍng of 1 min at 95"C fer Dl'A dena
'm",ion. 1 min at SO"C for DNA anncaling, and 1 min at 
72"C for JlOlynoe rlSe -rr.edia..,d primer '''Iem ion . 1).., las! 
cyele ",elude<! tncuM"on of lhe """,pie at 72"C for ~ mm. 
Five m:crolilers Gf lhe amplitied product "",re .nal)'led 

IAI ..... ( .. 

by elOCl-ophGresi. in 1.5% .¡:aro", I,'!'ls in TAE buffer 
(20-111.\1 T,i , lo""." oc~u'" ""i<l, 2-1I'¡"1 EDTA l¡.ti 8.01) 
(Sigma-Aldri,b), 

Inacl i"a t;" n or om;>31 ¡:ene in B. ", elite~sis BOl 1J3 
by oo mologOl'" N<o mbina t ioo 

COOSlru<lÍon of .. combinan! pi.. \i plasmid was carríe<! 
001 u.mg the amplttlCauon p:odlK1 of /JIt!pJ! and el"""" 
imo pl",mid pCR2,I-TOro (Invilrogen , USA). The li~a

lioD mix'u", .... as Ir3nsforrned imo electrocompetent E. col; 

nH~ (Y .-..11, . rI~le~ on I ,H al~r wI1 h bnam}c;n (100 l't!l 
mi). and incubated al 37"<: ovemighl. Subsequem,y, plas
mid extrnc\iol was performe~. pLV plasmid was digesIed 
wilh Hind 111 (Tl-.ermo-SCIENTIFIC) ard Xb<l I (fherrr<>
SClENllf.1Cj enzymes and omp31 was sU>cloned iuo 
pUCI8 plasrr_id previoosly di~es..,d with both eozym.es, 
renrring pLVM. The pLVM pI:Nllid ';vas dige'L-d wtlh 
SaI1 (Tlrrmo-SC1ENTIF1C) ""d omp]; in""tiv",;on """ 
perlorme<! by insening a hnam)dn ""si,to.-.:e cassette 
obllmed from pUC4K 10 re/\der pLVM3 1, Tht s ~Iasmtd 
was trnnsfom.ed by eloctropcrntioa imG the B. mi!;tem;s 
slrzin , obtaining lhe mmam stmin B. I'Ieliteruis LVM31 
(f'ig. 1), 

Gro..-th kln.des or bae te rlal S1 ra lns 

To determi"" B. mrlite",is 133 bi",ar 1, Bruullo melirm
s;s Rev l . and Brucella rreliterni. L VM31 ~rowlh mes. five 
rolonies of fresh cul!u",. we .. t"".n:md ino<ul:t1ed imo a 
.ube with 5 mI of Ilrucc lla broth. which "'" '' ;ncu<>ated at 
37"C lo 150 rpm for 22 h , Thus, a l/50} dilulion of each 
eu llure tn 200 mi <Í BrucelJa broth was made and cullu",. 

were ioc"Jb:tted al 37 "C al 150 rpm far 120 h , T o d""rmi"" 

1M <''') 

:::::::::::::::::::::¡--;:'::::::::::::::;;;:;:i'";::::::::::::::::::::::"¡:'::::::::::::;: ;J .... 

lB) ..... ,.) 

.",~n " •• " 

""" 
.~"" 1 Sd.:ma:'" vi< " of lb: 8"'" in""'iYaboo perlOmK:J ¡, B. ""lim"" 131 • n.¡¡"",n. of 7!J bp 01 ti>< o.otp31. b I nrj •• tio., by i. ",ninj • 
ba . my",n <,.."','" ;n!o!he Sal[ .. ,trie,ion ,;'" of ""'1'1 t 
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lile number of CHJ. ab~ was rreasured al 4 . 6. 8. 
12. 16.24. 48, 72 , % , and I:D h or cu lture and 20 mi or 
a Io-~ diluli"" ""re planed in Iriplica\< "" B ruce11a agar 
wilh o. wilhoul .-.übÍüti<- 10 COUnt colony-forming unilS 
(CFU. ) 

Su~ptibilily assays 

To evaluate lhe suscepllb,ltI)' of IJruulu. "mms lo poty
nl)'~in B (Sigm:o--Aldrich) and sod ium de"" ycholate 
(Sigma-Aldri,h). baclerial suspensiOfl' <Xlfllaining 1 X 10l 
C FlJ/ rnI ",'ere pref>3red . and l mI or them wa. míxed in 

"",lis of a 24-well "eriJe plate wilh 1 mi of 2-mglml pol
ymyxin B o. 0 ,2-mglml sod:um deoxy<holate (final con

centrnlions in lhe wells. I :nd 0.1 m1"ml. respeclively). 
After a 2-h incubalion at 37'C in a 5~ 00, atmosp!>ere. 
lile content of eacb well was mixed , and 50 ¡.;I "",re spreocl 
by lrip:icale on BA-YE-FBS plates suppJement«l wilh 
=tibiOlic(.) when "'qui",d. Thc C FlJ obtaincd after caeh 
lreatme~1 were ""unted, and lhe percenlages of ",rvival 
"",re e>lablished ",ilh ",spect lo a cont-ol culture of bac

teria incubated in PBS (100% survival) (De Tejada el al . 
1995). To determinate lhe , usceptibility 10 nonimmune 

serum, 5 mi of strum was obtained from a spec ifie free 

palhogens {SPf.1 goal. Half of lile serJm was heated al 

~6"C for }() min lo remove complerrent (,ontrol serum) 

and lhe OIl1er ha!f IVas used fresll , Brietly. 1 mi ofbacterial 
SO,pe",1onS wilh appl'O>limately Ix 101 CFU/ml in PBS 
...... '" mi ,~rl in ",'~I ' < "f a 24_ ",~1I _<1~rile rb,~ wi,h)f)() 1,1 "f 
eilller f",s11 serum o. heated serum. Afl<r a 4-h incubalÍDn 

at 37 "C in a 5% CO, almosp>ere , lile ""nlent of each wel! 
\VaS gemly mixed by pipening and 50 ~I of e ach bacte rial 
""'pe ",ion were .~ocI in tri ~li,ate on BA-YE-SFB plates 

""pple~nted wil~ antibioti<:(.) wllen required . The C FU 
obtained after eXJlOsure lo fm;h serum "",re COUnted. and 
,he """,entag"" or ... rvival w..-e e . tablís'>ed wi,h ..,,;pec"o 
lile C FU obtained wilh lile heated serum (100% survival) 
(Co me il el al. 1988). 

Cdl cullu,"" ano:! Í1Úeclio n of lIeLa ano:! Jn~.A 1 cdb 

Prior lo infectiOfl. cell suspellsions were Jlf"pared in lile 
bill-ul """cliulII D ullx>ocu ', )'h..tílint Eaglt: I D ,,:lJtxw', 

Modifoed Eagle Medium (DMEM)1 (Gibco- BRl). su J>
pJemented wilh f.lal bav i..., serum (FBS); 5% (-dv) for 
HeLa ",lis and 10% (v/v ) for murine rnacropha¡es. and 
wilh 4-11'1.\1 L-gIUlamine (complete DMEM medium) ni a 
concemralion of Ix 1O'i cells'ml. Su~quently. cells were 
distribuled in 24- well culture plates (1 mVwell) and incu
bated lo.. 1M h in lhe case 01' HeLa cells. and 14 h Ior mac
rophag .. JTI 4.Al To pe rform infeclion a . say •• Rruct'Iu. 
mdiren:;;s Bm133 aOO Brualla meliunsis LV M31 were 
grown on BrI<c~lIa agar p13t<. (.uppLemented or no< wí,h 

A",II Mkmbiol 

antibiotic as requi re<t) for 48 h, l OO Ihus. tive COIOfl;'" "",re 
grown in 5 mi or On.cdla brooh, a' J7"C. ISO rpm rOl 22 h. 

A l/50 di lulÍon of e::eh culture in 200 mi of Brucdu. brooh 
was pe rf ... med. wilh incubalion ni 37"C. 150 rpm fOl 26 h. 
Frorn Ihis culture. seria! diluli""s l/2 10 I!IO oflhe Oacte 
ria in Bruct'11a brooh "",re mocl. for a multiplicily ofinfec

lion (MO l) of 100: I fo. n\Urine mocropha~s and 300: 1 for 
HeLacell" 

S lal" lical analys" 

A nalyses were performed using lhe corrme",ia! pa:kag!' 
for statistical analy;is R" , using lhe Chi -"1uare rrelhod 

wilh a n ... mal distribulion of dala by lime , ochieving 
greaIer si~nilk= of 99% (/' <.0.01 ). Smlislkal analysis 
look into >CCOUnt lhe absolute UFC value, obtained in SUf

viva! test, lo delermine whelher lile observe<! varianon in 
lhe numher of CFU ts atlributed 10 lhe dependem variable; 
for purposes of our >tudies. il ",as lile intnocellular survival 

of B. melileruis LV M31 mulaal "min in HeLa celb and 
murine nucrop/lag!' s. 

Resu hs 

Amplifica lion ano:! ill8cti "alion or lhe il" n~ ~nrod ing 

Omp31 i. B. md;uuis Ilm 133 by ho noologo us 
fecomblnallon 

The omp31 ge ... wasamplitied and interrupted as described 
in melhoJolo~ y, TllUS. lo obtain Ihe mllanl "raiD. lhe 
pLV M31 plasmid was Irnnsformed in B. melirensis. Bac

leria were spread "" Brocella agar plates supplerr.ented 
wilh 5% FBS, 3% VE. and 50 III of kanam¡cin , whict, "",re 
incubated al ';I"t.: la 4¡; h. Kanamycin- resistanl and ampi
eiHin semilÍve Irnn;[ormanlS ...-ere selecled . DNA extrac

lion was performed lo verify. by PCR. lhe integralion oflhe 
inactívate<! omp31 g< ne by ho....,IO;:<>I.I. re~ombína'íon in'o 
lhe g!'lIOme ofllle wild s!rain (Fig , 2). 

G ro..-Ih ru le or IJrurrlln st ralns 

To detem,;ne lhe eftect of interrupl omp3/ on lhe growlh 

mle. ¡:m"'lh ki...,lics usin¡: <Xlfllrol and mutanl strain; were 
perforn>erl and CFUlml were determined by lhe melhod of 
MiJe . and MiSIa al differem limes during 120 h (Slack and 
Wheklon 1978). A significanl decrea", (1'<0 ,01 ) in lhe 
growlh rnle of lhe n:olanl "mi. B. melueosis LV M31 was 
observed al 4. 12. 16, 24 , 48. 72.96. and l:ll h as com
pared lo lhe field B. melueruis 133 and B. "",Iileru;s Revl 
vaceíne , train. (Fig. 3) , 
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B (I mglml). sodium deo~ychola¡" (O.l mglml). and semm 
was deterrni"",d. A 100% ,u",i'/al for each Slmin was 
asses.sed. as des.rribed in ·'Material . and metOOd s ' seclÍOll. 
A S1ati,tically significan! deere"", (1'<0,001) in mutar.! 

su",ival nposed lo poly myxin Il aOO sodiu:n de""ycho
late (41.32 and 50,71% re<pectiv<ly) compared wi,h boIh 

B. mdileuis Bm133 (77 .1 5 and 86 ,52 re,pectively ) an.;l 
B. melireroS;s Rev 1 (68.57 aOO 7428% respective ly) stl<lÍns 

was observe<! , In comraS! , L VM11 mutant suain was onl~ 
more su=ptible ( /' <.0.01) (59.53%) 'o serum ,han {jo 

loop melirem;, Bm133 Slrain (70 ,59%) {Fig. 41, Therefol't , 

O mp11 coold be involved in maimaining Ottt ,. memb""" 
imegrily ,,00 bacterial viru lence. 

.1K- 2 Agamo< gd <Ie~, of PCR_amplifled cmpll gI''''' 

fragments froo "".u/Id prooo<ype .. r.lin,. /~ M 1 lb " ldddd' 
pus. /..aM / amplifleJ ompll fra¡¡ment (/23 bp) fmm" ... <li1<"_ 
" .. Bm131 stnin (Wild-Tyl"). 1-ilM 2 ... pliti<d om~1 lragm<nt 
(DlJ bp) from "- .. <Ii~"ru LVM31 (muta'" ""';"). 1 ___ J ampli_ 
licd ompJ I f""men' (2000 bp) fmm pLVM1I pI"""id 

" 
.. 8 . "",tl6,~" 133 

" 
_ B. _ .. ,...., le.fI 

__ B. m<JIIl"'''''' LV"'ll 

· f.--"',--'.'--o.,--.:--:.,--",,--.c--:.:--,,.c.--,'. 
.... _ ... ~ .... t ~1 

.1K- J Gro.,th linetic. of ". _Jim"ú 13J. R. _Ji"",,ir Re>' 1. """ 
R . .. dir<lUir LV¡.tll. The ... uJ"..., np . .."..,.j as the m<JU1. ± SD 
(. = 3) of the log CFU/""II .. e.och ,i"", poi" 

Itnk or the Omp31 o n the 0;\1 proper1~ or B,ucrlla 
",r/iUnsis 

lo indirec¡]y evaluate the 0 1.1 integrity of the B. melilensis 
"mins unde, study, the slsceptibilily of them to polymy~in 

Rok or the Omp31 prote in in mt ... ce llu Jar su .... ivaJ 
of B,ucrlln m~I;un s;' 

To detennine tre effoot of ompJI mutatiOfl. l'te imrac:ellll
lar ,u", ival of B. melurns;s 113 ,00 B. meliuns;s LV~131 
,train, in HeLa cell, and muri"", mocrophages was evalll
~led , The numbe. of ,i~ble b=leri~ in.he as&:I)' w~s do.e. 
mined al (l- , 4-. 8-. 12-, 24- , 4S- , and 72-h postinfecliO/l . 
The numbe, of CH] fo, B. md;r~ns;s LVM31 mutar.! 

,train invading tre ma;:ropltage and HeLa cell. (timoe zero) 
was lo"", seau'tocal!)' slgm tlcanl V'<O.oo1) ( L~)( lo' 
and 4 ,1)( 101 CFUIr:d respec1ively) as compared with 
B. nudireuis 113 strain () ,8)( 104 and 5.4)(10"' CFU/n-J 
re,pectively).lntrnceIJular survival of B. melitens;s LV M31 
was lowe, Slalistically signific<.rtl (1'<0.011) in both 

HeLa cells and muri ne mocropha~es at any ,ampling tin" 
as comJXRd with B. n"dilensis Bml33 wi kl -Iype 'train 
(Fi~. 5 ) , 

'" 
" 

" " > 

I • " • 
" , 

" ~' • 

_ Polymyxin B 

_ SodilJm Oeo~ychol"l" 

e Serum 

. ' ;.:. 4 s..""'plibility 10 pAyrny.in B. >Odium de""yd!olal< . """ noo
immw.;, !i<lUm of R _~'~.ru BmB). "- "",lir<lUir R",1. """ t 
_h"l<IlSir LVM31 

~ Springu 
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(A) • 

, 

• 

, 

• 

.... B._"_'33 
_ B. m"hI<>ns# Revl 

... B_ m.I!OO ... l'lM3l 

.... B, """"""':1# 133 
_ Il ..... I<I<>St. _ 

... Il . ..... I<I<>$IlI lVloOI 

__ tin'. d "" (hI 

.~1j\.5 E.oIuali<n of ,h< in""""'u"" """,i",1 In mum." mac
~. (.) ood Ik Lo ,,<'1, (lo) 01 ~'ild _,yp< B. "",Io-~nru Il m133 
..... "" ""', ... , ..... in 8. -,;,., .. ro l"M3L Il."'k ..... ""p ..... d .. 
me.ms± SD of "" Iog CRJlml, "" ",,"pling '" Ji!fe",'" ';mes ",.. 

mad<"" !Jipi",'" 

Discuss ioll 

The ",.i.,,,,,,,,, or Br. ul/a ' pp , to meYll"n _ind" penden' 
mochan;sm. has noI !leen explained 011 a Slruemral !>asís. 
Oxy~n-inde pe nden! roechanisms ;oclude t¡'" s)'nerg;Slic 
"",.io. 5 or ..,..-eral eatíonic pro",in, aoo p" ptide<; which. 

in a firsl Slep. bind to OM anionic targets and rtnder the 

cen envelope I"' rme able and su=ptible to lytic <nzymes. 

th<reby bloc kin~ cen fuoctiOfl. that depend 011 rnembrnne 
integrity (G roisman 1994: Lehrtr et al. 1993) , T h< previo", 

studies h:!\'. s30wn tha! Brucellil envelope has pe rmeabilít), 
propertie . and ",n,itiv ilie, '0 anionie detergenu (de T ejocl, 
and Moriyon 1993) that are diff<rent from those rommon to 
G r.lIn- negativ, bacteria. and on th;s !>asís. ít has been sug
geste<! a relatÍDn.hip be.ween B",cel/a OM propenie. aoo 
il. I"'thogenicily.ln thi, w<>d. B. melilemis lVM31 mutJIII 
strai . was stud ie<! for ;IS ",s;stance lo polymy xin 11 . sodium 
deo>.ycholate . and nonimmune sero m compared 10 control 
StraiD' , Polymyxin 11 and sodium demycholate were used 
lo determine OM stabilily and also as an indie~lor of B, 
",di".,,, ... LV M31 muUUl' ,u>c<pt ibility'o tl>o bo<;tcricidal 
effect mediatcd by cat ionic peptides in lhe ho>t , In th;, 
case. B. "",Iheruü l VM31 mutant was more . usceptible 
'u I"'ly"ty ~ i" B HU.J ,.....,¡iuttt <It:u~yd","'", (P<.:O.tXlI ) .., 

eompared wit;, w;ld-type and vace;,.., smins. B",cel!a '1'1' 

are ruso at le"l pa1IÍ<.lly re.;Slant lo killing mediale d b)' 
.he oclion of OOSI non 'mmune serum (Corbeil el al. 1988. 
Eiseoschenk et al. 1999; ESle in el al . 2OO~). w¡¡;eh ma)' 
eonu;bute to .irulence, Thus. B. "",IÍlemu l VM31 mutanl 
survival was <valuated in lhe Jlf"sence of nonimmune goal 
serum. O ur ",.ull. shc" .. ed lhal mulant Slmin i. "",re sus

cepti ble 10 serum action a. ronlpared with lhe wild -Iy pe 
strai. (f'<U,Ul). 'lhe,., results suggeSl ma! U mp.H mighl 

be i"volved in maintaining the integritv of B. ",elirerui, 
OM , A. mentiored , B",cel/a is a foc ultalÍve inU"a<:ellular 
bocter;um. ImJlOnaml)', smooIh Brucell~ specie, are able 
lo erter, .urv i~e , and mu ltiply ;n profe5Sional phagocytic 

cell. a. macrophages and dendrilic cell. a. ""ll "" in 00fI

phagocytic cells soch as lrophoblastic ""lis and epilhel;al 
cell, (Hela «lis) (Bil!am et al 2007; Pizarro-Cemá et al 
2O(X) , Accordingly. we sel oot 10 determine tbe effocI 0 1 

mutate ompJ I in B. nu:lireruis ]:y evaluating imernaliza!iOll 
alld imrace llular surv ;,al of lhe mutan! sr",;n ;n !-lela cell, 

and muri ne nncrophare" O ur ",su]¡s ;ndica!e<! Ih::lt ompJJ 
mutatiOfl cau,.,d a significant decrease in Brucel/t; immce 1-
lular surv ;val. both in munne rrncrophages and H.la ce lls 
T¡..,,, results differ from Ihos< obta;neJ ;n OI""r studie, 
(Manín-Man., el al. 20(8). wh< re different mut,.,1 .traios 

of B ""ís PA 011 gere s belonging to (be 0011'25/0011'31 
family were ,-""alualed , O n Ihat ;nSlance. only lhe absenct 
of O mp25d or 0 011'22 severely affocted baclerial intracel
lular replicalion. ThUs. while ¡Jomp15d mutanl >!min was 
~h,," ,,, ",rv ;v~ in m"""'l'h~~, , ¡Jmt1,,12 m,,'~n' _"",in ""'. 
eontplele ly . l;minated al 24-h JlOSlinf.C1;on . There fore. 
lbese cOIllrndiclory result. could he "'plained consider
ing !ha. tbe O chai .. in S_LPS ma,l OI he r . un·ace anti _ 

gen. sueh as ooter menlbrnne proIein. (OMPs). Jn'vemin~ 
both a . """ if.e ;mmu"" respoose againsl lbem and anti 
bodi .. acce<.,bility (Bowden el al. 1995, C loecb en et al 
199 1) , Conversely , "",gh .tmin. of Bn;cel/a , .uch as B, 
ovü and B. c¡;nis, do no! have Ibis problem •• ioce lbey lack 
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of O-polysacdwide. :uwl Ihus. OMP~ afI.' npooed on lhe 
bact:rial ""rfoce (B_den ct al. 2000: ViJ.ca¡notl al . 2004: 
Vin:á",o c:t al . 200 1). Bascd on lhe!O! oesul!S il ¡. """.es"")' 
lu ",alualc 11., ,ule uf 11., O M»2!i1)1 /wuily iu B. "",1;"',,.i. ID darify differel\."es betweeo SlnIXIIh and rough pbst 

.pecies of BrlfN:!la . 
Achieving a replica!ion níehe in macroph:lgt •• IIr main 

IMN "dls fOl' Ihis palhogen. provideJ ~tion !O rom

ple,.,nl and antibodies action. aIluwin~ fOl' di.""mi .... ion 
imo IIr ho5I. and 10 remain fOl' longtr per10ds of IUn" in 
!he llfP'Iism. resu ltn, io SUbscquell <:hronic inrnion. 
Thi. ability of Brw:tlla ~h phaIe strain. invol .... a 

~"" procesi in ",hid! Ihi. pal~n in",rk~ ... ilh 
host cell function s c,,",o !O conlrol Ih: ir own inlmClel~lar 
tr.Ifr.clln,. Thus. when a smooth n,,,ullo. .. rain i. pbago

cytized by lhe moc~. il !ltarU al! cndocylic pathway 
in .. híeh j1ft:""nu h)'drolytic dcGrad:J;on by fu.ion ... ;th 
Iy""""""s. (""orin, tn early ~ aiJ'~ or inf~tion :uwl iura
cen.lar survival (Cc: 1Ii 20(6), Broccll . virulcnre is llli!iOCi
atro "';Ih survival in pba~oc:ylic ct' lb . The rcsults obtained 
in Ikis study highl i¡¡hl a rela1ionship 1:o::1", ... n a dec .. "", 
in ;nlraccllulm ~urvivul antJ replk lll ion of B. meliten
su LV M31 mulMI Slroin in oo.h mu ri"", macrophages in 
HcLa cells and lhe a~nce of Onlp31. T heref""" Ornp31 
i. ;""olvcd on maintaining OOler me mbr.me integrity. but 
alsocould be releva.-. 10 vlrulcrw:e or H. mellleruü 133 by 
<=nin~ importM! role. in inlraccllulw surviva] and rn"hi
plication. altllou¡¡h ~udie. muS! be dooe in mice IO "'~ tIIi s 
hypothesi •. 

Adu: .... kd ... _1II Th;. won. ""'" ___ ti br PAPlrr 
1:'''212610. PAl'lrr 1S.2~ I SIJ. ond .. APlrr L .... 222S I .... UNAM. Th< 
.. tbon~ ...... lk.IInl A.dl»<> '" lit, ,""""in! "'PI""'.wI 
M ... F~ M_ 1Or .... adnuru_~ "'1'1""'-
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11. Anexo 2. Manuscrito en preparación 

Evaluación de la virulencia y de la protección conferida en ratones Balb/c 

inoculados con la cepa mutante LVM31 de Brucella melitensis  

 
Resumen 
Brucella melitensis es la especie más virulenta dentro del género Brucella para los 
seres humanos, y es el principal agente causal de la brucelosis en cabras, 
ocasionando pérdidas significativas en la producción pecuaria debido a que provoca 
abortos, metritis, infertilidad y el nacimiento de animales débiles.  Para el control de 
la brucelosis en pequeños rumiantes se utiliza la vacuna viva atenuada de B. 
melitensis cepa Rev1, la cual es considerada la mejor vacuna contra la enfermedad 
en pequeños rumiantes, sin embargo puede ocasionar abortos, artritis o la 
presentación de la enfermedad en los animales además de que es virulenta para el 
humano. Con base en estos aspectos es fundamental identificar proteínas 
asociadas a la virulencia de la bacteria para generar un candidato vacunal. Las 
PMEs mayoritarias de la familia Omp25/31 han sido objeto de estudio ya que estas 
proteínas contribuyen de forma relevante al mantenimiento de la integridad de la 
membrana externa pero su implicación en la virulencia de las distintas especies de 
este género no está claramente descrita. En trabajos previos demostramos que la 
ausencia de la proteína Omp31 altero la propiedades de la ME y disminuyó la 
sobrevivencia intracelular de B. melitensis en macrófagos murinos y células HeLA. 
Debido a estos resultados nos planteamos el objetivo de estudiar el papel en la 
virulencia de dicha proteína mediante la determinación de la virulencia residual y  
detección de lesiones en bazo y testículos  de ratones inoculados con la cepa 
mutante B. melitensis LVM31 además de evaluar la protección conferida en ratones 
inmunizados con la cepa mutante frente al desafío con la cepa virulenta B. 
melitensis Bm133. Nuestros resultados demostraron que la mutación de omp31 
provocó una disminución en la colonización esplénica sin generar lesiones o 
cambios histopatológicos aparentes en ambos órganos en comparación con las 
cepas control y que la cepa mutante confirió  una protección similar a la cepa 
vacunal B. melitensis Rev1 frente al desafío con la cepa virulenta B. melitensis 
Bm133. Estos resultados nos permiten concluir que Omp31 juega un rol importante 
en la implicación de la virulencia de B. melitensis en el modelo murino y debido a la 
atenuación de la cepa podría ser un potencial candidato vacunal contra brucelosis 
caprina.  
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Abstract 
Brucella melitensis is the most virulent species within the genus Brucella for humans, 
and is the main causal agent of brucellosis in goats, causing significant losses in 
livestock production because it causes abortions, metritis, infertility and the birth of 
weak animals. For the control of brucellosis in small ruminants live attenuated of B. 
melitensis Rev1 vaccine strain is used, which is considered the best vaccine against 
the disease in small ruminants, however it can cause abortions, arthritis or the 
presentation of the disease in the animals besides that it is virulent for the human. 
Based on these aspects, it is essential to identify proteins associated with the 
virulence of the bacteria to generate a vaccine candidate. The majority PMEs of the 
Omp25 / 31 family have been studied since these proteins contribute in a relevant 
way to the maintenance of the integrity of the outer membrane but its implication in 
the virulence of the different species of this genus is not clearly described. In 
previous studies, we demonstrated that the absence of the Omp31 protein altered 
the outer membrane properties and decreased the intracellular survival of B. 
melitensis in murine macrophages and HeLA cells. Due to these results we set 
ourselves the objective of studying the role in the virulence of this protein by 
determining the residual virulence and detection of lesions in spleen and testis of 
mice inoculated with the B. melitensis LVM31 mutant strain in addition to evaluating 
the conferred protection in mice immunized with the mutant strain against challenge 
with the B. melitensis Bm133 virulent strain. Our results showed that the mutation of 
omp31 caused a decrease in splenic colonization without generating lesions or 
histopathological changes apparent in both organs in comparison with the control 
strains and that the mutant strain conferred a similar protection to the B. melitensis 
Rev1 vaccine strain against the challenge with B. melitensis Bm133 virulent strain. 
These results allow us to conclude that Omp31 plays an important role on the 
virulence of B. melitensis in the murine model and due to the attenuation of the strain 
could be a potential vaccine candidate against goat brucellosis. 
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11.1 Introducción 

Los microorganismos del género Brucella son patógenos intracelulares facultativos 

que infectan una gran variedad de mamíferos, produciendo aborto epizoótico en 

animales y una enfermedad febril septicémica en el hombre denominada brucelosis 

también fiebre de Malta o fiebre ondulante, una de las zoonosis de mayor 

distribución e importancia mundial.(2) Actualmente se han reconocido diez especies 

del género Brucella de las cuales B. melitensis es la especie más aislada y patógena 

en el humano y es el agente etiológico de la brucelosis caprina la cual ocasiona 

fuertes pérdidas económicas ya que provoca infertilidad en machos, abortos, 

mastitis, artritis en los animales.(68) Por lo tanto la vacunación tiene que ser 

considerada la herramienta fundamental para bloquear la diseminación de la 

brucelosis entre los animales. La vacuna Rev1 es considerada la mejor cepa para 

el control y prevención de la brucelosis caprina y ovina, sin embargo su aplicación 

presenta efectos adversos ya que puede ocasionar abortos y hembras que están en 

lactación pueden secretar la cepa vacunal por la leche, infectando a las crías, 

interfiere con el diagnóstico serológico además de que es virulenta para el 

humano.(13, 14, 69) 

Esta enfermedad es causada por bacterias del género Brucella spp., las cuales son 

bacilos cortos, Gram negativos, inmóviles, no esporulados, sin cápsula por lo que 

estos patógenos no poseen factores de virulencia clásicos como otras bacterias. 

Con base en estos hallazgos varios estudios han conducido a que muchos de los 

aspectos de la virulencia de Brucella se hayan relacionado con las características 

de su membrana externa (ME). La ME de Brucella posee propiedades particulares 

demostradas por ser resistentes a la acción de péptidos catiónicos (lisozima, 

lactoferrina, defensinas o catelicidinas), detergentes, EDTA, suero no inmune y 

compuestos catiónicos.(15, 43, 56) Los principales componentes de la ME de 

Brucella es el lipopolisacárido (LPS) y las proteínas de membrana externa (PME). 

Las PME se encuentran expuestas en la superficie de la bacteria y entran en 

contacto directo con las células y los efectores de la respuesta inmune del 

organismo hospedador.(38) Por tanto, su estudio dentro de este campo es de gran 

interés, ya que puede proporcionar un conocimiento más amplio sobre los 
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mecanismos de interacción huésped-parásito empleados por este género, que 

podría además, permitir el desarrollo de nuevas vacunas atenuadas mejores a las 

existentes.(28, 70) En los últimos años se han llevado a cabo varias investigaciones 

con el objeto de determinar la influencia que ejercen las PMEs de la familia 

Omp25/Omp31 en la virulencia del género Brucella.(51) En cuanto a la proteína 

mayoritaria que compone esta familia de PMEs, Omp31, diversos estudios han 

mostrado que la proteína muestra alrededor de un 32 % de identidad con HbpA, la 

cual pertenece a la familia de proteína fijadoras de hemina Hbp de Bartonella 

quintana.(40) Debido a esto, se han realizado diversos estudios en los cuales se ha 

comprobado que la proteína Omp31 de B. suis posee una cierta capacidad para unir 

hemina, y que la expresión del gen que la codifica, se induce cuando la bacteria se 

cultiva en condiciones con limitación de hierro. (35). Además se sabe que Omp31 

no es necesaria para la virulencia de B. abortus, ya que en esta especie no está 

presente el gen que la codifica debido a una deleción en su genoma.(33) Asimismo, 

se ha demostrado que tampoco afecta a la virulencia de la cepa vacunal B. 

melitensis Rev1 en ratón (42), aunque cabe destacar que dicha cepa presenta 

niveles de la proteína Omp31 inferiores a los observados en la cepa parental de la 

que procede, por lo que no puede descartarse que este hecho esté relacionado con 

la atenuación de esta cepa.(45) Por otro lado, otros estudios demostraron, que la 

ausencia de esta proteína en la membrana externa de la cepa B. ovis PA, a pesar 

de que reduce en un logaritmo los niveles máximos de colonización esplénica de la 

bacteria en ratón, no disminuye su persistencia en bazo. (43) 

En nuestro grupo de trabajo demostramos que la mutación de la PME Omp31 alteró 

las propiedades de la membrana externa de B. melitensis y provocó una disminución 

significativa en la internación, en la sobrevivencia y replicación intracelular de la 

bacteria en macrófagos murinos J774.A1 y en células HeLa (46), por lo que Omp31 

podría desempeñar un papel relevante en la virulencia de la bacteria. Para 

comprobar dicha hipótesis nos planteamos el objetivo de determinar el efecto de la 

mutación de omp31 en la virulencia de la bacteria en un modelo murino.   
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11.2 Material y métodos 

11.2.1 Cepas bacterianas y Condiciones de cultivo 

Las cepas utilizadas en este trabajo están enlistadas en la tabla 1. Las cepas 

bacterianas fueron cultivadas en agar Brucella suplementado con 5% (v/v) de 

suero fetal bovino (SFB) y 3% (p/v) de extracto de levadura (EL) durante 72 h. 

a 37° C. Previo a su empleo, las cepas fueron caracterizadas a través de 

pruebas bioquímicas para la identificación de microorganismos del género 

Brucella como Triple azúcar hierro (TSI), citrato, urea, ácido sulfhídrico-indol-

motilidad (SIM)), así como tinción de Gram. El manejo de la bacteria se realizó 

en la Unidad de Bioseguridad 2 del Departamento de Inmunología y 

Microbiología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

Tabla 1. Cepas bacterianas 

Cepa bacteriana Genotipo relevante Características relevantes Origen 

Brucella melitensis biotipo 1 
Bm133 

Cepa de referencia 
mexicana (wild type) 

Cepa lisa virulenta de Brucella LMMa 

Brucella melitensis Rev1 Cepa vacunal de 
referencia 

Cepa lisa virulenta de Brucella 
con resistencia a 
estreptomicina 

LMMa 

Brucella melitensis LVM31 omp31::Kanr Cepa mutante de Brucella 
melitensis con resistencia a 

kanamicina. 

Verdiguel 
et al 2017 

a LMM, Laboratorio de Microbiología Molecular, Departamento de Microbiología e Inmunología, UNAM. 

 

11.2.2 Animales de experimentación y lineamientos éticos 

Se requirieron grupos representativos para que se puedan hacer muestreos 

de sangre y la recolección de órganos a diferentes tiempos con la finalidad 

de evaluar la virulencia residual y la protección conferida por la cepa mutante 

en comparación con la cepa vacunal con la finalidad que se pueda realizar el 

análisis estadístico de los resultados. 

Se verificó la salud diaria de los animales, el comportamiento, el 

mantenimiento del peso constante del animal, signología de alguna 

enfermedad de tipo infecciosa. En caso de que los animales presenten 

alguna alteración de los parámetros antes mencionados, se procedió a su 

sacrificio. 
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Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical de acuerdo a la 

NOM- 062 - ZOO- 1999 y los cadáveres fueron incinerados de acuerdo a la 

NOM-087-ECOL-SSA1-2002.(71, 72).  

Una vez sacrificados los animales se extrajo el bazo en condiciones 

asépticas. Cada bazo fue homogenizado en bolsas estériles en 0.5ml de 

PBS, posteriormente se realizaron diluciones decuples seriadas (v/v) y 20 µl 

de cada homogenizado se sembraron por triplicado y por repetición doble por 

ratón en placas de agar Brucella suplementado. Las placas se incubaron a 

37°C y en una atmósfera de 5% de CO2 hasta poder realizar el conteo de 

UFC. Esta metodología se realizó para de determinar la virulencia residual y 

de la protección conferida en ratones inoculados con las cepas de Brucella 

11.2.3 Determinación de la virulencia residual y de la protección 

conferida en ratones inoculados  con las cepas de Brucella 

Grupos de 10 ratones hembras y 10 ratones machos BALB/C de 8 semanas de 

edad, fueron inoculados intraperitonealmente con aproximadamente 5X105 UFC de 

la cepa de campo, con la cepa vacunal y con la cepa mutante en 0.2ml de PBS; la 

cuantificación de las UFC obtenidas del bazo para 2 ratones por cepa fueron 

determinadas a la semana 3, 6, 9, 12 y 15 pos inoculación para los ratones hembras 

y la cuantificación de las UFC obtenidas del bazo para 2 ratones por cepa fueron 

determinadas a la semana 4, 8 y 12 pos inoculación para los ratones machos 

(Cuadro 1) 

Grupo 1  Determinación de la virulencia residual de ratones 

hembras inoculados con la cepa de campo 

Brucella melitensis Bm133. 

Grupo 2  Determinación de la virulencia residual de ratones 

hembras inoculados con la cepa vacunal Brucella 

melitensis Rev1. 

Grupo 3  Determinación de la virulencia residual de ratones 

hembras inoculados con la cepa mutante de B.  

melitensis LVM31 

Grupo 4 Determinación de la virulencia residual de ratones 

hembras inoculados con 0.2 ml de PBS 
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Grupo 5 Determinación de la virulencia residual de ratones 

machos inoculados con la cepa de campo Brucella 

melitensis Bm133. 

Grupo 6 Determinación de la virulencia residual de ratones 

machos inoculados con la cepa vacunal Brucella 

melitensis Rev1. 

Grupo 7 Determinación de la virulencia residual de ratones 

machos inoculados con la cepa mutante de B.  

melitensis LVM31 

Grupo 8 Determinación de la virulencia residual de ratones 

machos inoculados con 0.2 ml de PBS 

Cuadro 1. Grupos de ratones (n=10) inoculados con las cepas de Brucella. 

 

 

11.2.4 Evaluación de la protección conferida de ratones inmunizados con la 

cepa mutante y la cepa vacuna frente al desafío con la cepa virulenta B. 

melitensis Bm133  

Grupos de 10 ratones hembras BALB/c de 8 semanas de edad, fueron inmunizados 

vía subcutánea con 1X109 UFC con la cepa mutante y con la cepa vacunal en una 

suspensión de 0.2ml y un grupo control de 10 ratones no vacunados, fueron 

inoculados con 0.2ml de PBS. Treinta días pos inmunización los ratones fueron 

desafiados vía intraperitoneal con 108 UFC/ratón de la cepa de campo. Los ratones 

fueron sacrificados por dislocación cervical tres, seis y nueve semanas después pos 

desafío y se obtuvieron los bazos de los ratones y fueron procesados 

individualmente para cuantificar las UFC por ratón. (Cuadro 2) 

Grupo 1  Determinación de la protección conferida en 
ratones vacunados con la cepa mutante Brucella 
melitensis LVM31 

Grupo 2  Determinación de la protección conferida en 
ratones vacunados con la cepa vacunal Brucella 
melitensis Rev1. 

Grupo 3  Determinación de la protección conferida en 
ratones vacunados con una solución estéril de 
PBS. 

Cuadro 2. Grupos de ratones (n=10) inoculados con las cepas de Brucella 
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11.2.5 Evaluación de la virulencia residual en crías nacidas de hembras 

inoculadas con las cepas de Brucella 

Grupos de 3 ratones hembras BALB/c de 10 semanas de edad fueron inoculados 

intraperitonealmente con una suspensión de 0.2ml (5X105 UFC) de la cepa de 

campo, la cepa vacunal, la cepa mutante y con 0.2ml de PBS. Siete días pos 

inoculación se introdujo un ratón macho BALB/c en las jaulas correspondientes a 

cada uno de los grupos. El macho fue retirado hasta el momento que empezaron a 

parir las hembras para evitar comportamientos de tipo canibalismo. Las crías fueron 

separadas tres semanas post nacimiento y confinadas en otras jaulas. Las crías 

fueron sacrificadas a las seis semanas de edad y aleatoriamente se tomaron 

muestras de bazo de tres ratones por grupo, los bazos fueron procesados como se 

menciona en la metodología para determinar la colonización esplénica de las crías 

mediante cuantificación de las UFC. (Cuadro 3)  

Grupo 1  Determinación de la virulencia residual de crías de 
hembras inoculados con la cepa mutante Brucella 
melitensis LVM31. 

Grupo 2  Determinación de la virulencia residual de crías de 
hembras inoculados con la cepa vacunal Brucella 
melitensis Rev1. 

Grupo 3  Determinación de la virulencia residual de crías de 
hembras inoculados con la cepa de campo 
Brucella melitensis Bm133. 

Grupo 4 Determinación de la virulencia residual de crías de 
hembras inoculados con 0.2ml de PBS 

Cuadro 3. Crías de hembras gestantes (n=3) inoculadas con las cepas de Brucella 

 

11.2.6 Evaluación de lesiones de órganos de ratones BALB/c 

inoculados con las cepas de Brucella 

A la semana 15 pos infección, dos ratones fueron sacrificados por grupo de 

los animales enlistados en el cuadro 1 y en el cuadro 2 para tomar muestras 

de bazo y de testículos en caso de los machos, las cuales fueron fijadas en 

formalina al 10% con un pH de 7.2 y se tiñeron con tinción de hematoxilina 

y eosina (H&E) para ser observadas en un microscopio fotónico para su 

revisión e interpretación de lesiones histopatológicas.(73) 
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11.3 RESULTADOS  

 

11.3.1 Evaluación de la virulencia residual en ratones inoculados con 

las cepas de Brucella. 

Con base en los resultados de nuestro equipo de trabajo donde se demostró que la 

mutación de omp31 altero las propiedades de la membrana externa y disminuyó la 

sobrevivencia intracelular de B. melitensis en macrófagos murinos y células Hela 

(resultados del Anexo 1), decidimos evaluar el papel de la proteína Omp31 en la 

virulencia de la bacteria en un modelo murino. Por lo que ratones BALB/c fueron 

inoculados con la cepa mutante B. melitensis LVM31 con la finalidad de evaluar la 

virulencia residual mediante la determinación de la colonización esplénica en 

comparación con ratones inoculados con la cepa virulenta B. melitensis Bm133 y con 

la cepa vacunal B. melitensis Rev1. 

Los resultados de este trabajo demostraron que hay una disminución estadísticamente 

significativa (P<0.01) en la colonización esplénica en los ratones hembras inoculados 

con la cepa mutante B. melitensis LVM31 en la semana 3, 6, 9, 12 y 15 post infección 

en comparación con la cepa virulenta B. melitensis Bm133, mientras que en 

comparación con la cepa vacunal B. melitensis Rev1 hubo una disminución 

estadísticamente significativa (P<0.01) en la colonización esplénica en en la semana 

9, 12 y 15 post infección. (Fig. 1A) 

Cuadro 7. Datos de la cinética de la colonización esplénica de ratones hembras inoculados con las cepas de 

Brucella. 

Tiempo 

p.i. (S) 

B. melitensis 133 B. melitensis Rev1 B. melitensis LVM31 PBS 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

3 6.5X104 
0.042 

3.6X103 
0.021 

9.5X102 
0.042 

- - 

6 4.6 X106 
0.035 

9.4 X104 
0.07 

9.3X103 
0.042 

- - 

9 8.5 X107 
0.049 

7.2 X105 
0.035 

8.5X102 
0.028 

- - 

12 8.6 X105 
0.021 

9.6 X103 
0.021 

9.3 X101 
0.063 

- - 

15 1.1 X104 
0.014 

0.85X103 
0.021 

2.4 X101 
0.021 

- - 

 

En cuanto a los ratones machos, se demostró que hubo una disminución 

estadísticamente significativa (P<0.01) en la colonización esplénica en los ratones 

inoculados con la cepa mutante B. melitensis LVM31 en la semana 4, 8, y 12 post 

infección en comparación con la cepa virulenta B. melitensis Bm133 y con la cepa 

vacunal B. melitensis Rev1. (Fig. 1b) En ambos ensayos los ratones inoculados con 
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0.2ml de PBS (control negativo) no hubo crecimiento de colonias en los medios de 

cultivos. 

Cuadro 8. Datos de la cinética de la colonización esplénica de ratones machos inoculados con las cepas de 

Brucella. 

Tiempo 

p.i. (S) 

B. melitensis 133 B. melitensis Rev1 B. melitensis LVM31 PBS 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

Media de 

UFC/ml 

Desviación 

estándar 

4 1.7X105 
0.078 

8.9X103 
0.028 

0.3X103 
0.035 

- - 

8 1 X107 
0.042 

7.2 X105 
0.042 

9.2X103 
0.057 

- - 

12 3.9 X106 
0.049 

2.6 X104 
0.057 

3.0X102 
0.057 

- - 

 

Con base en estos hallazgos pudimos comprobar la hipótesis planteada en el anexo 

1, demostrando que la proteína Omp31 juega un papel importante en la virulencia de 

B. melitensis en el modelo murino. 
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Figura 1 (A). Colonización esplénica de ratones hembras BALB/c inoculados con las cepas de Brucella 
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Figura 1 (B). Colonización esplénica de ratones machos BALB/c inoculados con las cepas de Brucella 

 

 
11.3.2 Evaluación de la protección conferida en ratones inmunizados 

con las cepas vacunales 

El objetivo de este ensayo fue determinar si la cepa mutante B. melitensis LVM31 

era capaz de proteger a ratones hembras BALB/c frente al desafío con la cepa de 

campo virulenta de B. melitensis Bm133. Los ratones inmunizados 

intraperitonealmente con 0.2ml (1x109 UFC/ml) con la cepa mutante, la cepa vacunal 

(control positivo) y con 0.2ml de PBS estéril (control negativo), fueron desafiados 30 

días pos vacunación con la cepa virulenta de campo. Se tomaron muestras de bazo 

de dos ratones por grupo y se determinó la colonización esplénica en la semana 3, 

6 y 9 post desafío. Se realizó el conteo de UFC por triplicado y por repetición. Los 

resultados representan la media ± desviación estándar del log UFC/ml. 

Los resultados de este trabajo demostraron que hubo una disminución en la 

colonización esplénica en ratones inmunizados con la cepa mutante en comparación 

con los ratones inmunizados con la cepa vacunal. Debido a que no hubo una 

diferencia estadísticamente significativa entre dichas cepas, estos resultados nos 
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permiten concluir que la cepa mutante de B. melitensis LVM31 confirió una 

protección similar a la cepa vacunal B. melitensis Rev1 frente al desafío con la cepa 

virulenta B. melitensis Bm133. (Fig.2) 
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Figura 2. Evaluación de la protección conferida de ratones hembras Balb/c inmunizadas con la cepa 

mutante y la cepa vacunal 

 
11.3.3 Evaluación de la virulencia residual en crías nacidas de hembras 

inoculadas con las cepas de Brucella 

El objetivo de este experimento fue determinar la colonización esplénica en 

ratones BALB/c de seis semanas de edad nacidos de hembras BALB/c 

inoculadas con las cepas de Brucella y con PBS.  

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que hubo una menor 

colonización esplénica en los ratones nacidos de las hembras inoculadas con la 

cepa mutante B. melitensis LVM31 en comparación con la cepa vacunal y la cepa 

de campo virulenta. Con base en estos resultados se puede concluir que la 

transmisión de la bacteria de la madres a las crías fue estadísticamente significativa 

reducida en los ratones inoculados con la cepa mutante B. melitensis LVM31 en 

comparación con las cepas control.  
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Figura 3. Evaluación de la virulencia de crías nacidas de hembras inoculadas con las cepas de Brucella 

spp. 

 

11.3.4 Evaluación de lesiones de órganos de ratones BALB/c inoculados con 

las cepas de Brucella 

Después de demostrar que la mutación de omp31 generó una disminución en la 

colonización esplénica, por lo tanto una atenuación en la virulencia de la bacteria en 

el modelo murino, se tomaron muestras de bazo y de testículos (en caso de machos) 

de dos ratones por grupo 15 semanas post inoculación con las cepas de Brucella 

con la finalidad de determinar las lesiones histopatológicas de los órganos. 

Los resultados de este trabajo demostraron que los bazos de los ratones inoculados 

con PBS (Fig. 4A) y con la cepa mutante B. melitensis LVM31 (Fig. 4B) no 

presentaron cambios histopatológicos aparentes mientras que los bazos de los 

ratones de los ratones inoculados con la cepa de campo (Fig. 4C) y la cepa vacunal 

(Fig. 4D) presentaron atrofia linfoide discreta difusa en pulpa blanca con abundante 

megacariocitos en pulpa roja y atrofia linfoide moderada difusa con escasos 

megacariocitos respectivamente.  

En cuanto a los testículos de los ratones inoculados con las cepas de Brucella, no 

presentaron cambios histopatológicos aparentes en ninguno de los casos. 

 

(A) (B) 
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(C) 

 

(D) 

 
Figura 5. Muestras de bazos de ratones inoculados con las cepas de Brucella. Fig. 5(A) Bazo de 

ratón inoculado con B. melitensis LVM31. Fig. 5(B) Bazo de ratón inoculado con B. melitensis 
Rev1. Fig. 5(C) Bazo de ratón inoculado con B. melitensis Bm133. Fig. 5(D) Bazo de ratón 

inoculado con PBS. 

En el caso de los ratones hembras BALB/c inmunizados con la cepa mutante 

y la cepa vacunal y, desafiados con la cepa campo 30 días post inmunización, 

se tomaron muestras de bazo de dos ratones por grupo 9 semanas post 

desafío. 

Los hallazgos de este trabajo demostraron que los bazos de los ratones 

inoculados con la cepa mutante (Fig. 5A) y la cepa vacunal (Fig. 5B) 

presentaron hiperplasia linfoide grave difusa en pulpa blanca y moderada 

cantidad de megacariocitos en pulpa roja, mientras que los bazos de los 

ratones inmunizados con PBS (Fig. 5C) presentaron atrofia linfoide moderada 

difusa en pulpa blanca y abundante cantidad de megacariocitos en pulpa roja.  

(A) (B) 
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(C) 

 
Figura 6. Muestras de bazos de ratones inmunizados con la cepa mutante y vacunal. Fig. 

6(A) Bazo de ratón inmunizado con B. melitensis LVM31. Fig. 6(B) Bazo de ratón 
inmunizado con B. melitensis Rev1. Fig. 6(C) Bazo de ratón inoculado con PBS. 

 

12. Discusión 

Brucella es un patógeno intracelular facultativo. Es importante destacar que las 

especies de Brucella lisas pueden entrar, sobrevivir y multiplicarse en células 

fagocíticas profesionales como macrófagos y células dendríticas, así como en 

células no fagocíticas como células trofoblásticas y células epiteliales (células HeLa) 

(52, 57) Debido a que Brucella spp no posee factores de virulencia clásicos como 

otras bacterias, en los últimos años se han llevado a cabo varias investigaciones 

con el objeto de determinar la influencia que ejercen las PMEs de la familia 

Omp25/Omp31 en la virulencia del género Brucella (58). La consecución de un 

nicho de replicación en los macrófagos, principales células hospedadoras de este 

patógeno, le va a proporcionar a este microorganismo una protección frente al 

complemento y a anticuerpos durante su diseminación por el hospedador, y la 

capacidad para mantenerse durante largos periodos de tiempo en el organismo 
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afectado, con la consiguiente cronicidad de la infección (59). Esta habilidad que 

presentan las estirpes de Brucella en fase lisa implica un proceso complejo, en el 

cual, este patógeno interfiere con las funciones propias de la célula hospedadora, 

llegando incluso a controlar su propio tráfico intracelular. Así, cuando una especie 

lisa de Brucella es fagocitada por el macrófago, sigue una ruta endocítica en la cual 

evita degradaciones hidrolíticas por fusión con los lisosomas, favoreciendo en los 

estadíos tempranos de la infección, su supervivencia intracelular (60). Por lo que la 

virulencia de Brucella se asocia con la supervivencia en células fagocíticas. Esto 

podría explicar los resultados obtenidos por nuestro grupo de investigación entre la 

relación que hubo en la disminución de la internación de la cepa mutante B. 

melitensis LVM31 y la disminución de la sobrevivencia y replicación intracelular de 

la bacteria a partir de las 4 horas hasta las 72 horas post infección tanto en los 

macrófagos murinos como en las células HeLa. Con base en estos resultados 

concluimos que la proteína Omp31 ejerce papeles fundamentales en la capacidad 

de invasión y multiplicación intracelular de B. melitensis 133. 

Después de demostrar que la proteína Omp31 juega un papel importante en la 

integridad de las propiedades de la ME y en la sobrevivencia intracelular de B. 

melitensis en macrófagos y células epiteliales nos planteamos el objetivo de 

determinar el efecto de la mutación de omp31 en la virulencia de la bacteria en un 

modelo murino.(46)  

Los ratones, aunque no son hospedadores naturales de Brucella spp es el modelo 

experimental de laboratorio más utilizado para estudiar la virulencia de Brucella in 

vivo. (62) En este modelo, Brucella puede colonizar múltiples tejidos, incluyendo el 

bazo y el hígado, donde se forman microgranulomas. Durante las etapas crónicas 

de la infección., un estudio reciente que utiliza cepas de Brucella bioluminiscentes, 

también encontró que se dirigen a las glándulas salivales, lo que podría ser 

importante en relación con la infección humana, donde la inoculación se produce 

por ingestión de alimentos contaminados. Además, los ratones presentaron una 

infección crónica de las articulaciones de la cola con Brucella parecida a la 

brucelosis osteoarticular en los animales y humanos.(63, 64) 
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El curso de la brucelosis murina depende de la virulencia de la cepa bacteriana, la 

dosis y la ruta de inoculación, así como raza, antecedentes genéticos, edad, sexo y 

estado fisiológico de los ratones. Por lo tanto, los experimentos significativos 

requieren una definición de estas variables. Por lo tanto, los experimentos 

significativos requieren una definición de estas variables. Los perfiles de replicación 

del bazo de Brucella son altamente reproducibles y se desarrollan en cuatro fases: 

i), inicio o colonización del bazo (primeras 48 h); ii), fase aguda, desde el tercer día 

hasta el momento en que las bacterias llegan números máximos; iii), fase constante 

crónica, donde los números bacterianos son mesetas; y iv), fase de declinación 

crónica, durante la cual se eliminan las bacterias del género Brucella. Este patrón 

muestra signos fisiopatológicos claros y es sensible a pequeñas variaciones de 

virulencia, lo que hace posible evaluar la atenuación cuando se utilizan bacterias 

totalmente virulentas como controles (65). Con base en estas investigaciones 

incluimos diferentes variables en el presente estudio. Utilizamos dos cepas control 

de Brucella melitensis con diferentes grados virulencia con el objetivo de determinar 

la colonización esplénica de la cepa mutante B. melitensis LVM31 tanto en ratones 

hembras como en machos Balb/c en comparación con las cepas control. Otra 

variable que incluimos en el estudio fue el estado fisiológico de los animales, debido 

que en el presente estudio inoculamos ratones hembras gestantes con las 

diferentes cepas de Brucella con el objetivo de determinar la colonización esplénica 

de las crías nacidas de las hembras ya que diversos estudios han reportado tanto 

la transmisión vertical y horizontal en crías nacidas de hembras experimentalmente 

infectadas (66). Por lo que nos planteamos la hipótesis si la mutación de omp31 

causaría una disminución en la propagación de la cepa mutante por estas vías de 

transmisión. 

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la ausencia de la proteína 

Omp31 provocó una disminución en la colonización esplénica tanto en ratones 

machos y hembras Balb/c, además de que los órganos de los ratones inoculados 

con la cepa mutante no presentaron lesiones o cambios histopatológicos aparentes 

en comparación con los ratones inoculados con las cepas control. Estos resultados 

son muy parecidos a los obtenidos en otros trabajos, donde demostraron que la 
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ausencia de esta proteína en la membrana externa de la cepa B. ovis PA, a pesar 

de que reduce en un logaritmo los niveles máximos de colonización esplénica de la 

bacteria en ratón, no disminuye su persistencia en bazo (50). En cuanto la 

evaluación del grado de propagación de la cepa mutante en los ratones en estudio, 

nuestros resultados demostraron que hubo una disminución en la colonización 

esplénica en los ratones nacidos de las hembras inoculados con la cepa B. 

melitensis LVM31 en comparación con las cepas control.    

Estos resultados se podrían explicar debido a que la proteína Omp31 también se le 

ha atribuido un papel inmunomodulador en B. melitensis 16M(41), así como  

características de función porina (67) y de unión a grupos hemo en B. ovis, B. 

melitensis y B. suis.(35) Sin embargo, no se han descrito efectos drásticos en la 

virulencia in vivo de B. melitensis Rev1 y de B. ovis PA, en ausencia de Omp31.(42, 

43) De acuerdo con los hallazgos encontrados en el presente trabajo, llegamos a la 

conclusión que la proteína Omp31 no solo está involucrada en el mantenimiento de 

la integridad de la membrana externa, en la internación y sobrevivencia intracelular 

de la bacteria en macrófagos y células epiteliales sino además juega un papel 

relevante en la virulencia de B. melitensis ya que en todos los grupos 

experimentales que fueron inoculados con la cepa mutante B. melitensis LVM31, 

hubo una disminución en la colonización esplénica además de no generar lesiones 

o cambios histopatológicos en bazo en comparación con las cepas control. 

Otro aspecto muy importante es la persistencia de la bacteria en bazo ya que es un 

indicador de virulencia o atenuación útil y se utiliza en el control de calidad de las 

vacunas (virulencia residual). Los candidatos vacunales a menudo se analizan en 

ratones mediante la determinación de la colonización esplénica (conteo de UFC/ml) 

después de la prueba de desafío con las dosis de Brucella virulentas adecuadas en 

los tiempos precisos posteriores a la vacunación. Dado que la mayoría de las 

vacunas de Brucella vivas o muertas brindan cierta protección en ratones, los 

controles en los ratones inmunizados con vacunas de referencia (S19 o Rev1) son 

críticos. Finalmente, los ratones se han utilizado con éxito para evaluar aplicaciones 

profilácticas o terapéuticas contra la brucelosis. 
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Con base en estas investigaciones nos planteamos el objetivo de evaluar la 

protección conferida en ratones inmunizados con la cepa mutante (LVM31), la cepa 

vacunal (Rev1) y PBS (control negativo) frente al desafió con una dosis infectante 

de B. melitensis Bm133. Los resultados obtenidos en el presente trabajo 

demostraron que hubo una menor persistencia estadísticamente significativa de la 

bacteria en bazo de los ratones inmunizados con la cepa mutante y la cepa vacunal 

en comparación con los ratones inmunizados con PBS, en cuanto la colonización 

esplénica en los ratones vacunados con la cepa mutante y la cepa vacunal no hubo 

diferencias significativas en ninguno de los tiempos post desafío con la cepa 

virulenta de campo. Con base en estos resultados, concluimos que la cepa mutante 

B. melitensis LVM31 confirió una respuesta protectora similar a la cepa vacunal B. 

melitensis Rev1 frente al desafío con la cepa virulenta de campo B. melitensis 

Bm133.  

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que 

la proteína Omp31 juega un papel relevante en la virulencia de la bacteria debido a 

que hubo una disminución significativa en la colonización esplénica y una menor 

persistencia de la bacteria (virulencia residual) en bazo tanto en ratones machos, 

hembras Balb/c infectados experimentalmente con la cepa mutante en comparación 

con las cepas control. 

Por último, debido a que la mutación de omp31 provoco una atenuación significativa 

de la bacteria tanto en ensayos in vitro como in vivo, la cepa B. melitensis LVM31 

podría ser evaluado como un potencial candidato vacunal para el control de la 

brucelosis caprina. 
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