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1. INTRODUCCION







1.1. ENFERMEDAD DE GLASSER

La enfermedad de Glasser es una patologia infecciosa del ganado porcino
causada por la bacteria Haemophilus parasuis, que cursa con un proceso septico
caracterizado por la produccion de poliserositis, con presencia de abundantes copos de
fibrina. En los dltimos afios ha ido en aumento su prevalencia fruto de la intensificacién
de la produccidn porcina, lo que esta provocando importantes pérdidas econdmicas en el

todo el sector a nivel mundial (Martin de la Fuente, 2007).

1.1.1. Breve historia de la enfermedad

En 1906, Karl Glasser describié una patologia asociada a cerdos jovenes que
cursaba con poliserositis serofibrinosa, de ahi la denominacién de la enfermedad (Turni
et al., 2010). El primer aislamiento del agente causal de la enfermedad de Glésser se
atribuye a Schermer y Ehrlich, en 1922 (Oliveira & Pijoan, 2004), mientras que su
primera caracterizacion fue realizada en 1931 por Lewis y Shope, quienes observaron que
para su crecimiento necesitaba los factores V (NAD) y X (porfirina de hierro) por lo que
lo adscribieron a la especie Haemophilus suis. Posteriormente, en 1969, Biberstein y
White demostraron que el agente causal de esta enfermedad tan solo precisaba del factor
V (NAD) por lo que se propuso el nombre de Haemophilus parasuis, debido a que el
prefijo —para asignado al género Haemophilus implica necesidad de factor V (Oliveira &
Pijoan, 2004).

1.1.2. Etiologia

La enfermedad de Glasser esta causada por cepas virulentas de la bacteria H.
parasuis (Martin de la Fuente et al., 2009). Estas bacterias se aislan en la naturaleza de
las vias respiratorias de Sus scrofa, que engloba cerdos domésticos y jabalies, en los que
se comporta como comensal y, ante ciertas circunstancias (ver después), sus cepas
virulentas pueden causar la enfermedad de Glasser u otros tipos de infeccion (Aragon et
al., 2010; Hoefling, 1994).



1.1.2.1. Taxonomia

TaxonOmicamente, se engloba en el género Haemophilus, de la familia
Pasteurellaceae (Tabla 1) (Oliveira & Pijoan, 2004). A este género se adscriben también
destacados patdgenos humanos, como H. influenzae (Langereis & de Jonge, 2015) o H.

ducreyi (Gonzalez-Beiras et al., 2016).

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase y-proteobacteria
Orden Pasteurellales
Familia Pasteurellaceae
Género Haemophilus
Especie Haemophilus parasuis

Tabla 1: Clasificacion taxonémica de H.

parasuis.

1.1.2.2. Morfologia

Macroscopicamente, tras 48 horas de incubacion en el medio adecuado, sus
colonias son de pequefio tamafio, translucidas y con aspecto de “gotas de rocio” (Imagen
2) (Quinn et al., 2011). Microscopicamente, son bacterias Gram negativas, inmdviles que,
al ser pleomorficas, pueden poseer la apariencia de bacilos o cocobacilos. En funcion de
la cepa, pueden presentar o no capsula; aquellas cepas no capsuladas tienden a tener una
apariencia de bacilos (Imagen 1) con una proporcion ancho/largo variable, desde barra a
filamento. Por el contrario, entre las cepas capsuladas tienden a ser cocobacilos
(Morozumi & Nicolet, 1986).



Microscopia electronica de barrido en la
que se observan bacterias de la cepa
Nagasaki de H. parasuis sobre células
epiteliales renales porcinas de la linea
PK-15 (Frandoloso et al., 2012).

Ticidn Gram sobre la cepa Nagasaki de H.
parasuis observada con microsopio
optico a 1000 aumentos (Fuente

departamento sanidad animal).

Imagen 1: Apariencia microscopica de H. parasuis

1.1.2.3. Cultivo

El cultivo de H. parasuis resulta relativamente complicado, debido a que
presenta un crecimiento lento y ciertas necesidades especiales, como el factor V de
coagulacion de la sangre (dinucleétido de nicotamida y adenina, NAD), lo cual dificulta
su aislamiento a partir de muestras clinicas. Para su cultivo en placa, el medio de eleccién
es el agar chocolate. Este medio incorpora en su formulacion sangre de oveja o de caballo,
que, tras ser lisada mediante tratamiento térmico, libera el contenido de los eritrocitos, lo

que constituye una fuente de NAD para la bacteria.

Como alternativa, se pueden utilizar medios como el agar sangre o el agar PPLO
(Pleuropneumonia-like organism) suplementados con NAD. Asimismo, podemos
observar el crecimiento de H. parasuis en forma de colonias satélites en torno a una estria

nodriza de Staphylococcus aureus o S Staphylococcus epidermidis en agar sangre, gracias



a que estas especies producen NAD soluble. La temperatura 6ptima de crecimiento es de
37°C y la atmosfera de microaerofilia (5% de CO»). Para su cultivo en medio liquido una
buena alternativa la constituye el caldo PPLO enriquecido con NAD vy glucosa (Oliveira,
2007; Rodriguez Ferri et al., 2000).

Imagen 2: Apariencia macroscépica de H. parasuis. A la izquierda, colonias aisladas de H. parasuis

tras su cultivo en agar chocolate. A la derecha colonias astélites de H. parasuis entorno a una estria

nodriza de S. aureus en una placa de agar sangre (Fuente departamento de Sanidad Animal).

1.1.2.4. Serotipado

El nimero de serotipos descritos ha ido incrementandose durante la segunda
mitad del siglo XX, pasando de los cuatro iniciales descritos en 1952 a los 15 actuales
establecidos en 1992 mediante inmunodifusion al enfrentar anti-sueros de conejos a
antigenos termoestables y resistentes a enzimas proteoliticas (Kielstein & Rapp-
Gabrielson, 1992). Sin embargo, mediante esta técnica un porcentaje importante de cepas
eran descritas como no tipables, al no poder ser adscritas a ninguno de los serotipos
conocidos. Una nueva metodologia desarrollada en paralelo por un grupo canadiense
(Tadjine et al., 2004) y por nuestro grupo de investigacion (Del Rio et al., 2003) basada
en la hemaglutinacion indirecta, permitié reducir considerablemente el nimero de cepas
no serotipables, aunque no las elimind por completo (Oliveira, 2007), ademas de

disminuir el nimero de reacciones cruzadas.

Recientemente (Howell et al., 2015) se ha desarrollado una reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) multiplex que permite, mediante el uso de 15 pares de cebadores,
asignar las cepas a su serotipo correspondiente sin la necesidad de recurrir a
procedimientos seroldgicos. Esta nueva técnica es mas rapida, barata y especifica que la

6



hemaglutinacion indirecta, aunque presenta como principal inconveniente el no poder
diferenciar entre los serotipos 5y 12 debido a que el producto de la amplificacion para

ellos es muy similar.

La importancia del serotipo, ademas de las relaciones de proteccién cruzada que
puedan producirse entre ellos desde un punto de vista inmunoldgico, radica en que se
viene utilizando como factor indicador de virulencia (Oliveira & Pijoan, 2004). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que, como acaba de mencionarse, muchas cepas no son

tipables.

Para cada serotipo se ha establecido una cepa de referencia (Tabla 2). En un
estudio llevado a cabo por Kielstein & Rapp-Gabrielson (1992) se estudio el grado de
virulencia de cada serotipo, empleando para ello su cepas de referencia y/o cepas aisladas
de campo, pertenecientes a un serotipo determinado, que fueron empleadas para realizar
una inoculacion intraperitoneal en cerdos SPF (libres de patdgenos especificos, por sus
siglas en inglés). Los serotipos 1, 5, 10, 12, 13 y 14 fueron clasificados como muy
virulentos porgue sus cepas provocaban la muerte, o un estado de maxima gravedad, en
los primeros cuatro dias post-infeccion. Los serotipos 2, 4 y 15, en cambio, fueron
catalogados como moderadamente virulentos porque se observé gque sus cepas inducian
la aparicion de poliserositis pero sin evolucionar a un desenlace fatal. La cepa de
referencia del serotipo 8 solo fue capaz de producir una sintomatologia leve por lo que su
serotipo fue considerado como levemente virulento. Por Gltimo, los serotipos 3,6, 7,9y
11 fueron clasificados como avirulentos, porque no fueron capaces de desencadenar

signos clinicos ni lesiones importantes.



Serotipo Cepa Pais de origen a:;ra?ge?ﬁo Sintomatologia | Virulencia
1 No. 4 Japdn Cavidad nasal Sano Elevada
2 SW140 Japdn Cavidad nasal Sano Moderada
3 SW114 Japon Cavidad nasal Sano Avirulenta
4 SW124 Japon Cavidad nasal Sano Moderada
5 Nagasaki Japon Meninges Septicemia Elevada
6 131 Suiza Cavidad nasal Sano Avirulenta
7 174 Suiza Cavidad nasal Sano Avirulenta
8 C5 Suecia Desconocido  Desconocido Leve
9 D74 Suecia Desconocido  Desconocido  Avirulenta
10 H555 Alemania Cavidad nasal Sano Elevada
11 H465 Alemania Traquea Neumonia  Avirulenta
12 H425 Alemania Pulmon Poliserositis Elevada
13 84-17975 EEUU Pulmon Desconocido Elevada
14 84-22113 EEUU Articulacion  Desconocido Elevada
15 84-15995 EEUU Pulmon Neumonia Moderada

Tabla 2: Cepas de referencia para cada serotipo de H. parasuis. Se indica el pais de origen, su lugar
corporal de aislamiento, la sintomatologia del animal de donde fue aislado y su grado de virulencia
(Kielstein & Rapp-Gabrielson, 1992; Zehr et al., 2012).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que dentro de algunos serotipos se han
descrito tanto cepas virulentas como avirulentas (Lawrence et al., 2014), por lo que la
vinculacion que se puede establecer en esta especie entre el serotipo y el grado de
virulencia no es tan determinante como sucede en otro patdgeno porcino de la misma
familia, Actinobacillus pleuropneumoniae, en el que la dotacion de hemolisinas que
contiene cada serotipo, unido al lipopolisacarido de la membrana externa, vinculan un

determinado grado de virulencia con un serotipo concreto (Tascon et al., 1994).



1.1.2.5. Tipado mediante el perfil de las proteinas de la membrana externa
Mediante la realizacion de electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), sobre extractos de proteinas de la membrana externa, se
han descrito dos perfiles, en funcion de los patrones de bandas proteicas. Entre las cepas
aisladas en las vias aereas de los animales sanos se podian encontrar ambos perfiles. Por
el contrario, las cepas aisladas de localizaciones extra-respiratorias de los animales
afectados por la enfermedad de Glasser presentaban el mismo perfil. Por ello, se asumio

que ese perfil era propio de cepas virulentas (Ruiz et al., 2001).

1.1.2.6. Tipado mediante procedimientos con ADN

En las tres Gltimas décadas se han ido aplicando diferentes técnicas moleculares
sobre el ADN de H. parasuis en un intento de obtener nuevos sistemas de clasificacion,
que evitaran los problemas asociados a la clasificacion mediante serotipos, como es el

caso de las reacciones cruzadas o de las cepas no tipables (Oliveira & Pijoan, 2004).

Smart et al. (1993) aplicaron la “huella dactilar” mediante enzimas de restriccion
a un conjunto de aislados de la bacteria y observaron que aproximadamente un tercio de
ellos mostraban un perfil Gnico, mientras que los dos tercios restantes se podian englobar
en 13 perfiles diferentes. Ademas, observaron que los perfiles de cepas aisladas en
localizaciones sistémicas (virulentas) presentaban un amplio grado de similitud, a la vez
que resultaban diferentes de los aislados obtenidos en la cavidad nasal de cerdos sanos,

aunque se tratara de animales procedentes de la misma explotacion.

Blackall et al. (1997) estudiaron por medio de electroforesis (Multilocus enzyme
electrophoresis) los enzimas intracelulares de H. parasuis. Demostraron que los perfiles
detectados permitian agrupar esta especie en dos grandes grupos, pero, no lograron
establecer una relacion consistente entre la pertenencia a uno de esos grupos y el lugar de

aislamiento de la cepa o, lo que es lo mismo, su virulencia.

Aplicando PCR sobre secuencias intergénicas repetitivas de consenso (ERIC)
se consiguid obtener diferentes perfiles, en funcién de los patrones de bandas observados
mediante electroforesis. Este método parece ser méas discriminatorio que el serotipado,
puesto que dentro de un mismo serotipo se pueden observar cepas con diferentes perfiles
(Oliveira et al., 2003).



Otro método de tipado, desarrollado por nuestro grupo de investigacion, recurre
al estudio del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) sobre
el gen tbpA previamente amplificado por PCR. Las 15 cepas de referencia de los serotipos
mostraron 12 patrones PCR-RFLP, debido a que los los serotipos 5, 12, 14 y 15
presentaban el mismo patron. Aplicando esta técnica sobre un gran nimero de aislados
de campo se encontraron 23 nuevos patrones; sin embargo, tras comparar resultados de
PCR-RFLP con serotipado, no se pudo establecer una correlacion entre el serotipo y el
patrén de PCR-RFLP (de la Puente Redondo et al., 2003). Sobre esta metodologia, las

universidades de Leon y Cantabria desarrollaron una patente.

Como ya hemos mencionado previamente, se ha conseguido desarrollar un
método que permite “serotipar” mediante la aplicacion de una PCR multiplex con la

excepcion de los serotipos 5y 12 (Howell et al., 2015).

Muy recientemente, se han desarrollados tres métodos que utilizan PCRs
multiplex con un elevado poder de discriminacion entre las cepas virulentas y avirulentas.
En uno de ellos (Howell et al., 2017), tras un amplio estudio comparativo del genoma de
las cepas aisladas de vias aéreas y de las obtenidas de localizaciones sistémicas, se
seleccionaron 11 genes que podrian servir como indicadores de virulencia. A partir de
ellos se disefid una PCR multiplex que, al ser aplicada sobre una cepa particular, se le
asigna una puntuacion en funcion del perfil de bandas obtenido tras una electroforesis y,
en caso de sobrepasar un umbral preestablecido, se considera como una cepa virulenta.
Los otros dos métodos, mucho mas sencillos en su ejecucidn, se basaron en la
amplificacion de genes vtaA, que codifican unas proteinas conocidas como
autotransportadores asociados a virulencia. Estas proteinas se clasifican en tres grupos, el
tercero se encuentra en todas las cepas, mientras que el primero se asocia con cepas
virulentas. Mediante una PCR multiplex que permitia la amplificacion de una secuencia
del grupo 1 y otra del grupo 3 (Olvera et al., 2012), se consiguio distinguir entre cepas
virulentas y avirulentas, en funcion de la capacidad de amplificacion de la secuencia
especifica del grupo 3. Sin embargo, este procedimiento presentaba una serie de
limitaciones técnicas que complicaban su aplicacién, por lo que los mismos autores
(Galofre-Mila et al., 2017), basandose en la secuencia lider comun a los genes vtaA,
desarrollaron una nueva PCR multiplex que, utilizando tan solo tres cebadores, permite
la diferenciacion entre cepas virulentas y avirulentas, segun el tamafio del amplicon

resultante.
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1.1.3. Epidemiologia

H. parasuis esta ampliamente distribuido por todo el mundo. Ademas, la
prevalencia de la enfermedad de Glasser ha ido aumentando progresivamente en los
ultimos afios debido a la intensificacién sufrida por los sistemas de produccion porcina;
de hecho, H. parasuis y Streptococcus suis son los principales patdgenos bacterianos a
nivel mundial en lo que a porcentaje de muerte de lechones destetados se refiere
(Gottschalk, 2011). Con respecto al serotipo de las cepas recuperadas a partir de casos
clinicos, en Japon, Alemania, sur de China y Espafia los méas prevalentes fueron el 4 y el
5. En el caso de Australia, el 5y 13; en los Estados Unidos y Brasil, el 4 seguido a escasa
distancia del conjunto de cepas no tipables (Macédo et al., 2009; Oliveira & Pijoan, 2004;
Zhang et al., 2012e).

H. parasuis se puede transmitir de forma vertical entre madre y lechén durante
la lactancia, o de forma horizontal, dentro de la piara. Ademas, el contagio puede tener
lugar por contacto directo o indirectamente por via aerogena, como también a través de

diversos fomites (Frandoloso et al., 2011a).

La enfermedad de Glasser puede presentarse de dos formas, en funcion del status
sanitario de la explotacién en la que ocurra el brote. En el caso de granjas convencionales,
H. parasuis suele encontrarse formando parte de la microbiota de las vias aéreas
superiores, produciéndose su colonizacion en una etapa temprana de la vida por contacto
directo entre el lechon y la madre, la cual ademas también trasmite a la descendencia la
inmunidad pasiva, a través del calostro lo que mantiene al animal protegido, ya que
debido a la presentaciéon de una placenta epiteliocorial en esta especie animal, resulta
imposible el paso de inmunoglobulinas, ni siquiera de las de menor tamario, durante la
vida fetal. En estas explotaciones, ante ciertas circunstancias asociadas a situaciones de
estrés (mezcla de animales de distintas edades y procedencias, destete precoz,
hacinamiento, condiciones higiénicas deficientes, bajada brusca de temperatura, etc...),
las cepas virulentas pueden sobrepasar las defensas del hospedador y provocar la
enfermedad (Smart et al., 1989). Podriamos hablar por lo tanto de una presentacion

endémica de la enfermedad de Glasser.

En las explotaciones con un elevado status sanitario, en las que no circule la
bacteria y no se vacune, los cerdos pueden verse gravemente afectados si se logra

introducir una cepa virulenta, por ejemplo, con la incorporacion de nuevos animales que
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sean portadores, debido a que no tendran ningun tipo de inmunidad frente a ella (Smart
et al., 1989). Se hablaria entonces de una presentacion epidémica de la enfermedad de
Glasser.

Ademas de producir la enfermedad de Glasser, este microorganismo también
puede formar parte del complejo respiratorio porcino (Brockmeier et al., 2002),
participando en procesos respiratorios como la neumonia, aunque en este caso suele
desempefiar un papel de agente secundario a otros patogenos primarios (Hoefling, 1994),
concediéndose ademas una especial relevancia a la asociacion con el virus del sindrome

respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) (Martinez-Martinez. S, 2011).

Con respecto a la importancia relativa de los jabalies como reservorios de H.
parasuis, partiendo de piezas de caza cobradas en Alemania durante la primera década
del siglo XXI, se pudo observar que la prevalencia relativa de H. parasuis en ellas era del
74,2% (Reiner et al., 2010). Se trata ademas de la primera descripcion de esta bacteria

Gram negativa en esta especie salvaje.

1.1.4. Patogenia

H. parasuis se localiza en las vias aéreas superiores y, en el caso de pertenecer a
una cepa virulenta, si encuentra las condiciones necesarias que hemos relatado
anteriormente, puede invadir el organismo del hospedador y diseminarse por diferentes

organos Yy tejidos, hasta desarrollar la enfermedad de Glésser.

1.1.4.1. Evasion del sistema inmunitario en el aparato respiratorio

La mucosa que tapiza las vias respiratorias constituye la primera linea defensiva
del sistema inmunitario para evitar la entrada de patdgenos, dentro de la primera categoria
de “barreras fisicas y mecanismos mecanicos”. Las IgAs ejercen un papel fundamental
en la defensa de esta mucosa (Zhang et al., 2014). Estos anticuerpos son producidos por
células plasmaticas de la submucosa y posteriormente transportados, gracias al
componente secretor, a traves del epitelio para ser liberados en su superficie (Snoeck et
al., 2006), en donde bloquea la adhesién de los patdgenos a la mucosa e interviene en la
retencion de los mismos en el moco (Zhang et al., 2014).

Una estrategia desarrollada por las bacterias patdgenas para burlar este sistema
de defensa consiste en el empleo de enzimas proteasas, capaces de degradar estas
inmunoglobulinas, habiéndose descrito varias en H. influenzae. Esta actividad constituye
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un factor de virulencia de primera magnitud. En el caso de H. parasuis, aunque se ha
observado su actividad proteolitica sobre las IgAs porcinas, todavia no se ha encontrado
la 0 las enzimas responsables de ella (Zhang et al., 2014), aunque se sospecha que una de

las implicadas podria ser la serin-proteasa espP2 (Costa-Hurtado & Aragon, 2013).

Bello-Orti et al. (2014) observaron que la formacion de biofilms era mas
destacada en cepas avirulentas que en virulentas. Esta circunstancia les llevo a proponer
que el estado planctonico, mas comun entre las cepas virulentas, podria ser uno de los
factores que desencadenara la diseminacion e invasion del hospedador, mientras que el
estado de biofilm, més relevante en las cepas avirulentas, les permitiria la colonizacion y

persistencia en la porcion superior de las vias respiratorias.

Al diseminarse las cepas virulentas a partir de la porcion superior de las vias
respiratoria, pueden alcanzar los pulmones, donde los macréfagos alveolares desempefian
un papel crucial dentro del sistema inmunitario, al fagocitar los agentes patdgenos y
regular la inflamacién mediante la liberacion de citoquinas (Zhang et al., 2014). Olvera
et al. (2009) observaron que las cepas provenientes de localizaciones sistémicas durante
la enfermedad y, por lo tanto, consideradas virulentas, eran capaces de resistir la
fagocitosis ejercida por los macrofagos alveolares. Independientemente de su resistencia
a la fagocitosis, la interaccion entre la bacteria y las células del sistema inmunitario
desencadena la produccién de diferentes citoquinas proinflamatorias que resultan

determinantes en la aparicion de las lesiones pulmonares (Zhang et al., 2014).

Como hemos mencionado previamente con respecto al papel de H. parasuis
como agente causante de neumonias conviene aclarar que, aunque experimentalmente
con dosis altas de cepas virulentas administradas por via intratraqueal se puede conseguir
provocar una neumonia a la par que una septicemia, en el caso de la infeccion natural es
dificil hallar a H. parasuis como agente etioldgico Unico de una neumonia, desempefiando
normalmente un papel de agente secundario a otros patdgenos respiratorios
concomitantes (Amano et al., 1997).
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1.1.4.2. Acceso a la circulacion sanguinea y diseminacion de la bacteria por el

organismo

Tras evadir el sistema inmunitario innato, tanto de las vias respiratorias
superiores como de los pulmones, H. parasuis accede al torrente sanguineo (Zhang et al.,
2014). No se conoce exactamente el mecanismo mediante el que este microorganismo es
capaz de alcanzar la circulacidn, aunque se ha descrito que algunas cepas virulentas son
capaces de adherirse e invadir diferentes tipos de células epiteliales, ademas de inducir
apoptosis en células epiteliales de la traquea. Por lo tanto, la adhesion, la invasion y la
rotura de la mucosa parecen convertirse en procesos importantes en las primeras fases de
la infeccion (Costa-Hurtado & Aragén, 2013).

Las cepas virulentas de H. parasuis son capaces de resistir la accion bactericida
del suero dependiente del sistema del complemento (Cerda-Cuellar & Aragén, 2008),
hecho que les permite sobrevivir en el torrente sanguineo y diseminarse por el organismo
para alcanzar nuevos Organos Yy sistemas. Ademas, la endotoxina (lipido A del
lipooligosacarido de la membrana externa) de H. parasuis produce coagulacion
intravascular diseminada que induce la formacién de microtrombos en diferentes 6rganos
(Amano et al., 1997).

1.1.4.3. Invasion de organos y de cavidades corporales

H. parasuis es capaz de adherirse e invadir celulas del endotelio vascular, a partir
de lo cual se encontraria en condiciones de colonizar nuevos 6rganos, las membranas
serosas (pleura, pericardio y peritoneo), las meninges y las articulaciones. Dicha
capacidad de invasion del endotelio ha sido demostrada en diferentes estudios llevados a
cabo en células porcinas del endotelio de la vena umbilical o en células porcinas del

endotelio microvascular del cerebro (Zhang et al., 2014).

Dentro de las lesiones comunes de la enfermedad de Glésser se encuentran las
poliserositis fibrinosas o fibrinopurulentas (Martin de la Fuente et al., 2009). Como las
membranas serosas presentan una gran vascularizacion, son facilmente accesibles a H.
parasuis y cuando éste invade las membranas, se produce inflamacidn, con extravasacion
de contenido seroso al interior de las cavidades que recubren. Paralelamente, la alteracion
del epitelio de las membranas desencadena la entrada de plasma, con el consiguiente
deposito de fibrina; se habla entonces de un derrame fibrinoso. Si ademés aparecen

bacterias y células inflamatorias, pasaria a denominarse derrame fibrinopurulento.
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1.1.4.4. Factores de virulencia

1.1.4.4.1. Proteina de la membrana externa P2 (OMP-P2)

La OMP P2 es una porina y constituye la proteina mas abundante en la
membrana externa (Zhang et al., 2014). Diferentes estudios han demostrado su
intervencion en la capacidad para resistir la accion bactericida del suero dependiente del
sistema del complemento (Zhou et al., 2013), en la adhesion a macrdfagos alveolares
(Zhang et al., 2012c), o en la captacion de algunos elementos importantes para el

crecimiento bacteriano (Zhang et al., 2012a).

1.1.4.4.2. Lipooligosacarido (LOS)

A diferencia de otras bacterias Gram negativas, las pertenecientes a algunos
géneros, como Haemophilus, Neisseria 0 Campylobacter, presentan su superficie
recubierta de lipooligosacarido (LOS), una variante del lipopolisacarido en la que faltan
total o parcialmente las repeticiones de antigeno O que forma las cadenas laterales,
manteniendo el lipido Ay el nicleo o “core” del oligosacarido (Preston et al., 1996).

Los LOSs de H. parasuis presentan la misma actividad endotdxica que los LPSs
de otras bacterias Gram negativas (no en vano esta accion recae en la porcion mas comdn
de la molécula: el lipido A), lo que agrava los sintomas clinicos y puede desencadenar un
choque endotdxico. Ademas, también se ha descrito la intervencion de los LOSs de esta
bacteria en la adherencia, invasion y resistencia de la actividad bactericida del suero

(Zhang et al., 2014), al igual que en otras muchas bacterias Gram negativas.

1.1.4.4.3. Recubrimiento por acido sidlico de los lipooligosacaridos (LOS)

Ciertos patogenos poseen la capacidad de incorporar acido sialico a su superficie
en un intento de mimetizarse con el hospedador y asi poder evitar la respuesta inmunitaria,
en este caso del cerdo. El &cido sialico recubre la superficie de las células propias del
hospedador y regula negativamente el sistema inmune (Chang & Nizet, 2014). En el caso
de H. parasuis, se ha observado que algunas cepas virulentas, como la Nagasaki, cuentan
con la capacidad de transferir &cido sialico a sus LOSs, a diferencia de otras cepas no
virulentas, como la SW114 (Martinez-Moliner et al., 2012). Los hallazgos con respecto
al recubrimiento de H. parasuis con acido sialico se describen con mayor extension mas

adelante.

15



1.1.4.4.4. Capsula

No existe una asociacion clara entre la produccion de céapsula y virulencia; no
obstante, se ha descrito que cuando se incuban cepas virulentas en presencia de
macrofagos alveolares porcinos desarrollan una capsula diferente, por lo que la capsula
podria intervenir en la resistencia a la fagocitosis observada en dichas cepas (Costa-
Hurtado & Aragdn, 2013). La proteina CapD, encargada de la sintesis de polisacaridos
(Wang et al., 2013), y las proteinas GalU y GalE, responsables de la sintesis de UDP-
glucosa y de su conversion en UDP-galactosa (Zhang et al., 2014), podrian intervenir,

entre otras funciones, en la produccion de la capsula.

1.1.4.4.5. {Hemolisinas?

Mediante cultivo in vitro no ha resultado posible la demostracion de la presencia
de hemolisinas en H. parasuis. Sin embargo, Sack & Baltes (2009) observaron que
algunas cepas virulentas presentaban el operén hhdBA, similar al presente en H. ducreyi,
cuyos genes hhdB y hhdA codifican la proteina de activacion/secrecion HhdB y la
hemolisina HhdA (Palmer et al., 1998). Posteriormente, Assavacheep et al. (2012)
observaron en un estudio sobre una coleccién de aislados procedentes tanto de la cavidad
nasal (avirulentos) como de localizaciones sistémicas (virulentos), que este operén no se
encontraba en ninguno de los aislados recuperados a partir de la cavidad nasal, aunque
tampoco estaba presente en todos los aislados sistémicos. Un nuevo estudio llevado a
cabo por Lawrence & Bey (2015) sobre el genoma de varias cepas de los serotipos 4 y 5

detecto otros cinco nuevos genes que podrian codificar otras hemolisinas.

Sin embargo, como se ha dicho previamente, por cultivo in vitro no se ha podido
demostrar la presencia de hemolisinas en H. parasuis, lo que sigue representando una
diferencia fenotipica importante a la hora de diferenciarlo del agente responsable de la
pleuroneumonia porcina, A. pleuropneumoniae, igual que ocurre con la reaccion o
fendbmeno CAMP.
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1.1.4.4.6. Autotransportadores triméricos asociados a la virulencia (VtaAs)

Los VtaAs son autotransportadores triméricos anclados mediante un barril  a la
membrana externa, que presentan dominios relacionados con la adhesion. Cada cepa de
H. parasuis presenta hasta diez tipos de estas proteinas, que se dividen en tres grupos (1,
2 y 3) en funcion de su dominio translocador (Pina et al., 2009). El grupo 3 parece estar
presente en todas las cepas de la especie, mientras que los otros dos grupos se asocian con
cepas procedentes de aislados de origen sistémico (virulentos). Se ha establecido una
relacion entre los VtaAs pertenecientes al grupo 1 y la resistencia a la fagocitosis. De
hecho, se ha disefiado una PCR multiplex que permite la diferenciaciéon de las cepas
virulentas de las no virulentas (como ya se comentd con anterioridad), utilizando tres
cebadores que hibridan con la secuencia lider de los genes que codifican estas proteinas
(Galofre-Mila et al., 2017).

1.1.4.4.7. Fimbrias

Munch et al. (1992) observaron mediante microscopia electronica que, durante
lainfeccion, H. parasuis mostraba estructuras de tipo fimbrias. Xu et al. (2011) detectaron
en la cepa virulenta SH0165 el operdn pilABCD, capaz de codificar las fimbrias de tipo
IV. Las fimbrias poseen como funcién la mediacion en la adhesion al epitelio de las

mucosas porcinas (Xu et al., 2011).

1.1.4.4.8. Toxinas de distension citoletales (CDTs)

Este sistema de toxinas se encuentra presente en diferentes bacterias patdgenas
Gram negativas. Las CDTs son un complejo de tres proteinas (CdtA, CdtB y CdtC), de
las cuales la primera y la ultima intervienen en la union a la superficie celular, lo que
permite la liberacion en su interior de CdtB, que dafia el ADN de la célula, de forma que
queda detenido el ciclo celular pudiendo producir su muerte. Ademas, también se ha
descrito su papel como mediadoras en la adhesion e invasion, asi como en la induccién

de la produccién de citoquinas (Zhang et al., 2014).

En el caso de H. parasuis, se ha detectado la presencia de los genes que codifican
estas proteinas, con dos copias de cada uno (Yue et al., 2009) y se ha observado que CdtB
es suficiente para inducir la detencién del ciclo celular en las lineas celulares PK-15 (linea
de células porcinas del epitelio renal) (Zhou et al., 2012). Mediante estudios de deleciones

en estos genes, se demostro su papel en la adhesion, invasion y resistencia al suero, debido
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a que las bacterias mutantes veian disminuidas estas tres capacidades (Zhang et al.,
2012b).

1.1.4.4.9. Captacion por la bacteria de hierro del hospedador

El hierro constituye un oligoelemento esencial para la gran mayoria de los
microorganismos, ya que interviene en las reacciones redox, entre otras funciones. Sin
embargo, su concentracion 6ptima para el crecimiento bacteriano es mucho mayor que la
existente de forma disponible en el ambiente del interior de los mamiferos, ya que este
metal se halla secuestrado de diversas formas para satisfacer las necesidades del propio
hospedador. Ademas, durante la infeccion, el organismo del hospedador responde
limitando aun mas la cantidad de hierro disponible, por medio del incremento del
almacenaje de hierro en el interior de las células, la disminucion de la cantidad de hierro
liberado a la circulacion y la disminucién de la biodisponibilidad extracelular del hierro,

tanto libre como formando parte de diversos complejos proteicos (Parrow et al., 2013).

Todas estas circunstancias han determinado que las bacterias patdgenas se hayan
visto obligadas a tener que desarrollar diferentes mecanismos, encaminados a la
sustraccion de hierro del hospedador, los cuales, en general, se basan en proteinas de
membrana y/o secretadas (Parrow et al., 2013).

Dentro de estos mecanismos nos podemos encontrar a aquellos basados en
sideroforos, los cuales son compuestos tipo catecoles o tipo hidroxamatos que son
secretados al exterior para unirse a hierro libre o hierro unido a proteinas del hospedador.
Posteriormente, el complejo hierro-sideroforo es reconocido e internalizado por un
receptor de membrana. En H. parasuis se ha caracterizado un sistema de captacion de
hierro mediante un sideréforo de tipo hidroxamato (del Rio et al., 2006).

Un sistema similar al anterior, pero en este caso destinado a captar grupos hemo,
es el de los hemaforos, que son proteinas secretadas al exterior mediante un transportador,
desde donde son capaces de unirse a grupos hemo libres o a grupos hemo previamente
unidos a la hemopexina del hospedador. Consiguen asi la captacion, para que finalmente
un receptor de membrana reconozca y sitle en el interior de la bacteria el complejo
hemoforo-grupo hemo. En el caso de H. parasuis, se ha descrito un operon hxuABC, que
contiene los genes hxuA, hxuB y hxuC, que codifican el hemoforo (conocido como

proteina de unién a hemo/hemopexina), transportador y receptor, respectivamente (Wen
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et al., 2016). Este sistema ha sido descrito previamente como factor de virulencia en H.

influenzae (Morton et al., 2007).

Otro sistema de gran importancia, no solo dentro de otros integrantes de la
familia Pasteurellaceae sino también de la familia Neisseriaceae, lo constituyen las
proteinas de la membrana externa capaces de reconocer y unirse a las proteinas del
hospedador portadoras de hierro. Entre ellas, pueden destacarse las proteinas de union a
la transferrina (TbpA y TbpB), que han sido estudiadas con profusion durante los Gltimos

afios por nuestro grupo de investigacion en H. parasuis (Frandoloso et al., 2011b).

1.1.5 Cuadro clinico y lesiones

Hoefling (1994) describid tres formas clinicas provocadas por la infeccion de H.
parasuis como agente primario. La principal es una septicemia con poliserositis
fibrinopurulentas, es decir, la enfermedad de Glésser propiamente dicha. Ademas de ésta,
también puede aparecer en algunos casos una septicemia aguda sin presencia de

poliserositis 0 una miositis en los musculos maseteros.

H. parasuis también puede actuar como un agente secundario en neumonias
causadas por otros patégenos primarios, tanto viricos como bacterianos (Hoefling, 1994),
dentro del conocido como “Complejo Respiratorio Porcino” (Brockmeier et al., 2002).

La enfermedad de Glasser cursa con un cuadro séptico y su aparicion suele ser
repentina, afectando principalmente a animales jovenes de entre 5 y 12 semanas, si bien
puede afectar a cerdos de todas las edades (Zimmerman et al., 2012). Cursa con sintomas
iniciales completamente inespecificos, como hipertermia, apatia y falta de apetito, que
iran evolucionando en gravedad conforme se va instalando el cuadro séptico, ademas de
presentarse otros nuevos, en funcion de las localizaciones corporales afectadas. Estos
ultimos, que a continuacion relataremos, si bien son propios de la enfermedad y ayudan
a orientar la sospecha inicial, no resultan en absoluto patognomanicos, puesto que pueden

ser ocasionados por otros microorganismos patogenos (Nedbalcova et al., 2006).

En caso de afectacion de las meninges se observaran sintomas nerviosos como
temblores, incoordinacién de movimientos, paresia del tercio posterior y/o postracion
lateral. Si la infeccion afecta a las cavidades articulares apareceran cojeras, pudiendo
ademaés resultar evidente la inflamacion de la articulacion afectada. También podria
aparecer una sintomatologia respiratoria con disnea y/o descarga nasal. Esta serie de
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sintomas nerviosos, motores y/o respiratorios no tienen por qué coincidir en un mismo
animal, sino que mas bien su aparicién dependera del grado de afectacion de la
localizacion determinada (Zimmerman et al., 2012).

La evolucién del cuadro clinico dependera del grado de virulencia de la cepa
(Kielstein & Rapp-Gabrielson, 1992); en caso de tratarse de una cepa de gran virulencia
y no recibir tratamiento, se desencadenara un elevado porcentaje de mortalidad, debido a
la instauracion de la sepsis. Por lo general, sin embargo, la morbilidad no suele ser muy
elevada, salvo en el caso de que el brote se produzca en una explotacion sin contacto
previo con la bacteria, donde se haya introducido una cepa virulenta (Zimmerman et al.,
2012).

Con respecto a las lesiones observadas en animales afectados por la enfermedad
de Gléasser resulta caracteristica, aunque nuevamente no patognomonica, la presencia de
exudados con diferentes grados de depdsitos de fibrina sobre la superficie de paredes y
organos de diversas cavidades corporales, como la pericardica, toracica, abdominal,
craneal o articular. Ademas, también es posible observar microtrombos en rifién, pulmon
0 cerebro, debido a un choque endotéxico (Amano et al., 1997). Por el contrario, la
presencia de areas de consolidacion neumonicas no suele constituir un hallazgo

macroscopico comun en la enfermedad de Glasser (Amano et al., 1997).

1.1.6. Diagnéstico

1.1.6.1. Diagnostico de presuncion

La similitud existente entre H. parasuis y otras bacterias patdgenas porcinas
(Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus suis 0 Mycoplasma hyorhinis), tanto
con respecto a la sintomatologia como a las lesiones postmortem, obligan a que el
diagnostico presuntivo deba apoyarse en un diagnostico correcto diferencial en el
laboratorio mediante el aislamiento e identificacion bacteriana (Kang et al., 2012;
Nedbalcova et al., 2006).

1.1.6.2. Muestreo y aislamiento

El diagnostico laboratorial correcto de la enfermedad de Glasser se basa en el
aislamiento de la bacteria H. parasuis a partir de lesiones post-mortem en localizaciones

que impliquen una diseminacién sistémica, como por ejemplo las meninges, cavidades

20



serosas Yy articulaciones. Una buena opcién es utilizar hisopos sobre la superficie de
organos o cavidades donde se haya encontrado exudado fibrinoso. Otra buena opcion es
el empleo de jeringas estériles para recoger fluido de las cavidades toracica, pericardica,
peritoneal y/o articulares (carpo y tarso). Como en ocasiones se pueden aislar diferentes
cepas en distintos puntos del cuerpo de un mismo cerdo, lo ideal seria muestrear diferentes

localizaciones (Oliveira, 2004).

El muestreo del aparato respiratorio debe de quedar descartado debido a que, al
formar parte H. parasuis de la microbiota de las vias aéreas, el aislamiento de la bacteria
a partir de cavidad nasal, trdquea o pulmon, no tiene porqué implicar que sea el agente
patdgeno implicado en el proceso infeccioso a diagnosticar (Oliveira & Pijoan, 2002).
Solo en caso de realizar estudios epidemioldgicos sobre animales sanos o en el contexto
del complejo respiratorio porcino deberemos recurrir a la cavidad nasal o pulmén

respectivamente.

La recuperacion de la bacteria a partir de animales que lleven tiempo muertos es
a menudo complicada, por lo que la condicién ideal viene representada por la eutanasia
de un cerdo que presente una sintomatologia clinica propia de una infeccion aguda, del
tipo nervioso, respiratorio y/o articular. Ademas, resulta importante que el animal

seleccionado no haya recibido tratamiento antibiético (Oliveira, 2004).

Un problema asociado al aislamiento de la bacteria es que presenta un
crecimiento lento, con necesidades de cultivo especiales, lo que sumado al hecho de que
las condiciones de muestreo en campo no suelen ser asépticas causa que con facilidad
aparezcan contaminaciones bacterianas que puedan interferir y hasta enmascarar el propio
crecimiento de H. parasuis (Oliveira et al., 2001). Por esta razon hay que extremar, en la
medida de lo posible, las condiciones de esterilidad durante la toma y transporte de las
muestras. Por tanto, se aconseja su mantenimiento en condiciones de refrigeracion, asi
como la utilizacion de los medios de transporte adecuados. EI medio de cultivo de Amies,
suplementado con carb6n (charcoal), parece mantener mejor la viabilidad de la bacteria
que el de Stuart (Oliveira, 2004).

1.1.6.3. Identificacion
Una vez obtenidos -cultivos puros, cuya morfologia macroscépica y
microscopica coincidan con H. parasuis, el siguiente paso pasa por su identificacion.

Antiguamente, se trataba de un proceso lento y hasta tedioso para poder diferenciarlo de
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otras bacterias de caracteristicas similares, presentes también en el cerdo, como ocurre
con varias especies del género Actinobacillus (A. indolicus, A. minor, A. pleuropnemoniae
0 A. porcinus), dentro de las cuales algunas incluso pueden cursar con una sintomatologia
bastante similar (Nedbalcova et al., 2006). Entre las pruebas necesarias para su
diferenciacion fenotipica se encuentra la prueba CAMP (acronimo de Christie, Atkins,
Munch y Peterson), la determinacién de la ausencia de hemolisis y pruebas bioquimicas
del tipo de la ureasa, indol y catalasa. H. parasuis debe ofrecer un resultado negativo a

todas estas pruebas, con la excepcion de la catalasa (Oliveira, 2007).

En las ultimas décadas, el desarrollo de técnicas basadas en la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) ha facilitado y acelerado ostensiblemente el proceso de
identificacion de H. parasuis, evitando la realizacion de pruebas bioquimicas. Oliveira et
al. (2001) disefiaron una PCR para amplificar el gen que codifica el ARN ribosomico
16S, que resulto especifica de la especie salvo en el caso de Actinobacillus indolicus, que
forma parte de la microbiota de la porcion superior de las vias respiratorias y no produce
poliserositis ni poliartritis; por lo tanto, si la toma de muestras es adecuada no deberia
conducir a errores. Solo en el caso de hacer estudios epidemiologicos en cerdos sanos, en
los que no queda otra alternativa que recurrir al muestro de cavidad nasal, A. indollicus

podria interferir.

Unos afios mas tarde, el mismo grupo de investigacion presentdé una nueva PCR
basada de nuevo en el gen del ARN 16S, en la que, mediante la combinacion de tres
cebadores, se conseguia evitar los falsos positivos producidos por bacterias del género
Actinobacillus (Angen et al., 2007). No obstante, esta nueva PCR, aunque mas especifica,

resultaba menos sensible que la anterior.

Posteriormente, Turni et al. (2010) desarrollaron una PCR en tiempo real (RT-
PCR) en la que se amplificaba el gen infB, tras descartar el gen 16S porque producia
falsos positivos con Pasteurella mairii. Esta RT-PCR permitia aumentar
considerablemente la sensibilidad con respecto a las PCRs convencionales y resultaba
completamente especifica. A esto habia que afiadir que esta nueva técnica, ademas de
aplicarse a cultivos aislados a partir de animales enfermos, también podia emplearse
directamente sobre muestras de 6rganos o fluidos, lo que permitia acortar el tiempo de
diagnostico. Sin embargo, con el tiempo se observo que algunas cepas no eran capaces
de ser detectadas con esta RT-PCR mientras que si lo eran con la primera PCR
convencional (Turni & Blackall, 2011).
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Como ya hemos mencionado, una PCR multiplex desarrollada hace dos afios se
basa en 15 parejas de cebadores cuya combinacion permite distinguir la mayoria de
serotipos. Una de ellas, la que amplifica el gen HPS 219690793, es especifica de H.

parasuis sin generar falsos positivos con especies relacionadas (Howell et al., 2015).

1.1.6.4. Diagnostico serologico

Respecto al diagnostico seroldgico, se han desarrollado diferentes métodos para
la deteccion de anticuerpos especificos frente a la bacteria, como la fijacion del
complemento (Takahashi et al., 2001), la hemaglutinacién indirecta (Miniats et al., 1991)
o diferentes modalidades de la técnica ELISA (Miniats et al., 1991; Solano-Aguilar et al.,
1999).

Sin embargo, el diagndstico seroldgico no suele resultar de mucha utilidad,
debido a que, como se ha dicho antes, la bacteria se encuentra como comensal de las vias
respiratorias, por lo que los cerdos de una explotacion donde previamente circule la
bacteria siempre resultaran positivos. Ademas, las vacunas utilizadas hoy en dia para el
control de la enfermedad, comerciales o autovacunas frente a la cepa presente en la
explotacion, se basan en bacterias inactivadas por lo que la serologia tampoco permite
diferenciar animales vacunados de enfermos o portadores (Liu et al., 2016). Por otro lado,
en caso de que el brote se debiera a una cepa virulenta que hubiera aparecido en una
granja libre, en la que ademéas no se practicara la vacunacion, la serologia tampoco
resultaria la mejor opcion porque, hasta transcurrida una semana del inicio de la

sintomatologia no se detectarian anticuerpos (Nedbalcova et al., 2006).

1.1.6.5. Perfil proteico mediante espectrometria de masas

En los ultimos afios, la espectrometria de masas mediante MALDI-TOF (matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight) se esta convirtiendo en una importante
herramienta para el diagnéstico de enfermedades infecciosas mediante la identificacion

de microorganismos patdgenos a través de su perfil proteico (Moreno et al., 2016).

Biotyper 3.0 es una base de datos que contiene perfiles proteicos de diversas
especies bacterianas obtenidos mediante MALDI-TOF. El perfil proteico obtenido a
partir de un microorganismo aislado, se puede enfrentar a la base de datos que, en base a
un sistema de puntuacion, lo encuadrard dentro de una especie concreta. En 2012 se
amplié dicha base de datos con mas de 40 especies pertenecientes a 15 géneros de la

familia Pasteurellaceae, incluyendo varias cepas de H. parasuis (Kuhnert et al., 2012).
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Un estudio posterior (Moreno et al., 2016) demostro la fiabilidad de este método para la

identificacion de 98 aislados de H. parasuis.

1.1.7. Tratamiento

El tratamiento de eleccion es la antibioterapia administrada por via parenteral,
ademas, para que sea lo mas eficaz posible, debe de ser aplicada tan pronto se observen
los primeros sintomas. Para que el agente antimicrobiano puede alcanzar el fluido
cerebroespinal asi como el sinovial es necesario administrarlo en altas dosis (Nedbalcova
et al., 2006).

De los diferentes estudios llevados a cabo sobre el fendmeno de aparicion de
resistencia a antimicrobianos en H. parasuis se desprende que existe una importante
variabilidad geografica con respecto a la presencia de cepas resistentes a los diferentes
antibioticos muestrados. En Espafia, un estudio llevado a cabo por Martin de la Fuente et
al. (2007) observé que un importante porcentaje de cepas aisladas en campo presentaban
resistencia a mas de un antibiético, siendo el florfenicol el Gnico para el que todas se
mostraban sensibles (Tabla 3). Las cepas espafolas estudiadas fueron comparadas con
otras suministradas por la Universidad de Cambridge y se comprobo que las britanicas se
mostraban mucho mas susceptibles, hasta el punto de que todas o su gran mayoria
resultaban inhibidas in vitro por la accion de la penicilina, ampicilina, ceftiofur,
eritromicina, tilmicosina, enrofloxacino, tiamulina o florfenicol, lo que demostré que las
explotaciones porcinas del Reino Unido se veian sometidas a una presion antibidtica

mucho menor que las granjas espafiolas.
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Antibistico % de resistencia
(n=30)
Ampicilina 56,7
Ceftiofur 6,7
Enrofloxacino 20
Eritromicina 40
Espectinomicina 23,3
Florfenicol 0
Gentamicina 26,7
Neomicina 33,3
Oxitetraciclina 40,0
Penicilina 60,0
Tiamulina 40,0
Tilmicosina 40,0
Trimetoprima-Sulfametoxazol 53,3

Tabla 3: Resistencias a antibidticos en H. parasuis.
Porcentaje de aislados de campo espafioles con resistencia a
diferentes antibioticos estudiados (Martin de la Fuente et al.,
2007).

1.1.8. Prevencion

Esta enfermedad constituye un ejemplo del tipo de infecciones potenciadas por
el aumento de la industria porcina de carécter intensivo durante las Gltimas décadas en
todo el mundo. En las explotaciones convencionales donde circulan cepas patdgenas es
importante evitar o disminuir el efecto de factores estresantes para los animales, que
pueden ocasionar una bajada de defensas, como la mezcla de animales de edades
diferentes, los cambios bruscos de temperatura o la superpoblacion, entre otros. También
se convierte en esencial el control de las enfermedades viricas concomitantes, como el
sindrome respiratorio y reproductor porcino, cuya aparicion podria desencadenar una
infeccion simultdnea por H. parasuis. Una medida que puede resultar Gtil consiste en la

aplicacion de vacios sanitarios (Gottschalk, 2011).

1.1.8.1. Vacunacion

Para la prevencion de la enfermedad de Glasser, tradicionalmente se han venido

utilizando vacunas basadas en bacterias inactivadas (bacterinas) comerciales o, en su
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defecto, vacunas autdgenas obtenidas por inactivacion de la cepa circulante en una

determinada explotacién ganadera (Oliveira & Pijoan, 2004).

1.1.8.1.1. Vacunas inactivadas

Recientemente, se ha publicado una revision muy completa, en la que se efectla
un compendio de las diferentes vacunas y candidatos vacunales probados hasta el afio
pasado (Liu et al., 2016), de la que resumiremos algunos de los aspectos mas destacados.

A dia de hoy, todas las vacunas comerciales disponibles se basan en bacterinas
producidas a partir de una cepa virulenta inactivada. Estas bacterinas suelen inducir una
buena proteccion frente a cepas del serotipo homdlogo, lo que permite mantener
protegidos a los lechones durante la lactacion, si estos proceden de madres vacunadas, y
durante el crecimiento, si previamente al destete se les aplica una primera dosis y

posteriormente una serie de ellas de recuerdo.

No obstante, el uso de bacterinas presenta una serie de inconvenientes,
principalmente la escasa proteccion cruzada observada frente a las cepas de otros
serotipos (de la Fuente et al., 2009). De las pruebas realizadas hasta el momento en el
cerdo, solo se ha observado una proteccion heter6loga completa en el caso de una
bacterina producida a partir del serotipo 3, pero restringida solamente frente a cepas de
los serotipos 1y 4 (Brockmeier et al., 2013). El resto de estudios sobre proteccion cruzada
solo han mostrado un bajo nivel de proteccién heteréloga, nunca completa y solo frente

a algunos serotipos concretos.

Un modo de paliar en parte esta falta de proteccion cruzada podria basarse en la
combinacidn de varios serotipos en una sola bacterina, como la formulada a finales de la
década pasada por nuestro grupo, combinando cepas de los serotipos 2, 4 y 5, los mas
prevalentes en Espafia (Martin de la Fuente et al., 2009). Sin embargo la combinacién de
cepas en una sola bacterina es un proceso complicado y los resultados hasta ahora
tampoco han mejorado mucho en la obtencidn de una proteccion cruzada completamente
eficaz. Como ejemplo de lo anterior, se puede citar lo observado para una bacterina
disefiada a partir de una combinacion de los serotipos 4 y 5 que, ademas de proteger
completamente frente a éstos, también protegio frente a los serotipos 13 y 14, aunque de
forma parcial (Liu et al., 2016) . Otro caso seria el de una bacterina comercial preparada
con los serotipos 1y 6, que protegio parcialmente frente a los serotipos 4 y 5 (Zhao et al.,
2017).
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Otros problemas asociados a las bacterinas consisten en la imposibilidad de
diferenciar animales vacunados de infectados o en la pérdida de antigenos de la superficie
bacteriana, como consecuencia del tratamiento fisico y/o quimico llevado a cabo durante
la inactivacion. Para solucionar este Gltimo inconveniente se han abordado varias vias,
entre otras, los trabajos dirigidos a estudiar la proteccion otorgada por la inoculacion de
bacterias vivas pertenecientes a serotipos carentes de virulencia. Este abordaje ha sido ya
explorado desde hace tiempo, habiéndose demostrado que la administracion mediante
aerosol de cepas de serotipos poco o nada virulentos, como el 2, 3, 4 0 7, permite la
supervivencia de cerdos desafiados posteriormente con una cepa del serotipo 5, de gran

virulencia por tanto (Nielsen, 1993).

Otra posibilidad para evitar la pérdida de antigenos a causa de la inactivacion,
bastante prometedora, pasa por la utilizacion de los denominados “fantasmas o espectros
bacterianos”, que son bacterias carentes de contenido y por lo tanto no infecciosas. Esto
se consigue introduciendo en la bacteria el gen de lisis E, procedente del bacteri6fago
PhiX174, que desencadena la formacion de tuneles en las membranas de las bacterias
Gram negativas, por donde se libera el contenido citosélico, obteniéndose de este modo
Unicamente la envoltura (Langemann et al., 2010). Se puede considerar que se trata de un
método de inactivacion bacteriana que permite evitar tratamientos fisico-quimicos con la

subsecuente pérdida de antigenos que aqueéllos conllevarian.

Con respecto a H. parasuis, se consiguié obtener uno de estos fantasmas
bacterianos a partir de la cepa Nagasaki mediante su transconjugacion con una de cepa
de E. coli portadora de un plasmido con el gen de lisis E. El fantasma bacteriano
resultante, al ser utilizado como vacuna y valorado frente al desafio con la cepa Nagasaki,
indujo una proteccidn ain mayor que la conferida por una bacterina tradicional preparada
a partir de la misma cepa (Hu et al., 2013), debido seguramente a la pérdida de antigenos

de la vacuna durante su proceso de inactivacion.

No obstante, tanto los fantasmas bacterianos como la utilizacién de cepas
avirulentas vivas presentan el mismo problema, en lo que a falta de proteccion cruzada se

refiere.

1.1.8.1.2. Vacunas de subunidades

Una alternativa al uso de bacterias inactivadas se encuentra representada por las

vacunas de subunidades, teniendo como ventajas el riesgo nulo de contagio de la
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enfermedad, en comparacion con las vacunas atenuadas; asi como la de utilizar
exclusivamente antigenos protectores, a diferencia de las bacterinas, elaboradas a partir
de células bacterianas completas, ademas de obviar el riesgo de los procesos de

inactivacion fallidos o incompletos.

En las dltimas dos décadas de investigacion en el campo de la inmunoprofilaxis,
la vacunologia inversa ha supuesto una revolucion sin precedentes. Las herramientas
bioinformaticas, cada dia mas perfeccionadas, permiten el estudio del genoma,
transcriptoma o proteoma de los patdgenos en la bdsqueda de proteinas que puedan

suponer nuevos antigenos potenciales (Sette & Rappuoli, 2010).

En el caso de H. parasuis, se han probado diversas vacunas de subunidades,
aunque todavia no se dispone de ninguna autorizada ni comercializada. Principalmente
se ha trabajado con proteinas de la membrana externa (outer membrane proteins, OMP).
Muchos de los estudios llevados a cabo sobre esta linea de investigacion se han realizado
solo en un modelo animal diferente del cerdo, habitualmente el raton, el conejo o el
cobayo, por lo que resulta imprescindible probar estas mismas formulaciones en el cerdo,
hospedador natural de la bacteria, a fin de confirmar lo observado en estos modelos

experimentales, que, como es sabido, no resultan del todo convenientes.

De las escasas OMPs probadas en cerdo, solo la proteina B de union a la
transferrina (transferrin-binding protein B), producida mediante la tecnologia del ADN
recombinante incorporando una mutacion puntual que le impedia casi practicamente la
unién completa a la transferrina porcina, ha conseguido una proteccion total en cerdos
durante una prueba de desafio experimental llevada a cabo en nuestras instalaciones con
la cepa homéloga (cepa Nagasaki del serotipo 5, en este caso) (Frandoloso et al., 2015a).
Esta mutacion mejoro la proteccion otorgada en comparacion con la proteina nativa, la
cual habia sido probada previamente por nuestro grupo en dos ocasiones, habiéndose
conseguido en el mejor de los casos una proteccion parcial (Frandoloso et al., 2011b;
Martin de la Fuente et al., 2009).

Otras vacunas de subunidades que han mostrado asimismo una proteccion
completa frente a un desafio con la cepa homologa en cerdos son una vacuna basada en
OMPs con afinidad por la transferrina porcina (Frandoloso et al., 2011b) y otra basada en
vesiculas de membrana externa (outer membrane vesicles, OMV) (McCaig et al., 2016).

La primera fue elaborada por nuestro grupo mediante la separacion por cromatografia de
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afinidad de aquellas proteinas con afinidad por la transferrina porcina presentes en un
extracto de OMPs (Frandoloso et al., 2011b). Con respecto a la segunda vacuna con
proteccidn total, se basé en OMVs, que son vesiculas bacterianas liberadas al medio, que
pueden contener toxinas, moléculas de sefializacion, servir para la comunicacion
bacteriana o para la liberacion de otros factores de virulencia u otros componentes en el
interior de células del hospedador mediante la fusion de membranas. A partir de la cepa
Nagasaki se generaron OMVs que, al ser utilizadas como inmundgenos vacunales en
cerdos, permitieron una supervivencia al desafio experimental con la misma cepa
(McCaig et al., 2016). Para estas tres vacunas de subunidades (TbpB mutante, OMPs con

afinidad por transferrina porcina y OMVSs) que han mostrado una proteccion total frente

a la cepa homologa, todavia no se ha valorado su capacidad de proteccion heterdloga.

En la Tabla 4 se muestran algunas de las OMPs investigadas hasta la fecha en

H. parasuis, el modelo animal utilizado y la proteccion conferida.

PROTEINAS MODELO ANIMAL PROTECCION REFERENCIA
OMPs* cerdo incompleta (Martin de la Fuente et al., 2009)
OMPs** cerdo completa (Frandoloso et al., 2011b)

TbpB nativa cerdo incompleta (Frandoloso et al., 2011b)

TbpB mutante cerdo completa (Frandoloso et al., 2015a)
TbpA cobaya incompleta (Huang et al., 2013)
TbpA cerdo incompleta (Frandoloso et al., 2011b)

OMP P2 raton incompleta (zhou et al., 2009a)
OMP P5 raton incompleta (Ahnetal., 2012)

VtaA cerdo incompleta (Olvera et al., 2011)
GADPH cerdo incompleta (Fuetal., 2013)
OapA cerdo incompleta (Fuetal., 2013)
HPS 0675 cerdo incompleta (Fuetal., 2013)
6-PGD conejo incompleta (Fuetal., 2012)

CdtA,ByC raton incompleta (Liu et al., 2016)

Neuraminidasa ratén incompleta (Liu et al., 2016)
SmpA raton incompleta (Yuan et al., 2012)

OMP YgiW raton incompleta (Yuan et al., 2012)

OMP FOG ratéon incompleta (Yuan et al., 2012)
Plp4 raton incompleta (Liu et al., 2016)
PIpD raton incompleta (Liu et al., 2016)
HxuA, By C raton incompleta (Wen etal., 2016)
HPS 06257 ratén incompleta (zhou et al., 2009a)
PalA ratén incompleta (zhou et al., 2009a)
OMP D15 ratén incompleta (zhou et al., 2009a)

Tabla 4: Diferentes OMP de H. parasuis que han mostrado proteccion. Se indica el modelo animal utilizado
y el grado de proteccién obtenidaa. Actualizacion y ampliacién realizada a partir de una tabla publicada
anteriormente (Liu et al., 2016). OMP* indica extracto de OMP de cultivo, obtenido en condiciones

restrictivas de hierro, OMP** indica OMP con afinidad por la transferrina porcina.
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La busqueda de vacunas de subunidades que protejan frente al desafio con la
cepa homdloga en el cerdo es un primer paso, necesario para posteriores estudios de
proteccion cruzada. En el caso de las diferentes OMPs, si alguna de ellas, de forma
independiente o en un conjunto formado por varias, fuera capaz de proteger frente a la
cepa homdloga (aunque posteriormente no fuera completamente eficaz frente a otras
cepas), se podria combinar en una sola formulacién vacunal el mismo o los mismos tipos
de proteinas producidas a partir de diferentes cepas, para conseguir la obtencion de una
vacuna capaz de estimular una proteccion cruzada completa, lo que supondria un proceso

mas sencillo que el necesario para la combinacion de bacterias completas.

Entre las OMPs caracterizadas inmunolégicamente que, a pesar de haber
demostrado algun grado de proteccidn en raton, aun no han sido verificadas en cerdos, se
pueden citar las proteinas P2, P5y D15 (Ahn et al., 2012; Zhou et al., 2009a).

La porina P2 es la proteina mas abundante de la membrana externa de H.
parasuis. En estudios llevados a cabo con una cepa a la que se le introdujo una delecion
en el gen que la codificaba, se pudo demostrar su relacion con la captacion de algunos
elementos importantes para el crecimiento, puesto que la eliminacion del gen se tradujo
en un descenso acusado de la velocidad de crecimiento in vitro (Zhang et al., 2012a).
Desde un punto de vista inmunologico, los estudios con la misma cepa mutante han puesto
de manifiesto su relacion con la capacidad de H. parasuis para resistir los efectos de la
via clasica de activacion del sistema del complemento (Zhou et al., 2013) y para intervenir
en el proceso de adhesion a macrofagos alveolares (Zhang et al., 2012c¢).

Sin embargo, los estudios realizados con células renales de la linea PK-15 o con
las células del corddn umbilical porcino han puesto en evidencia que la eliminacion del
gen de la proteina P2 en la bacteria produce un incremento de la adhesién e invasion,
debido a la sobreexpresion de otros genes relacionados con estos procesos, como los
genes RfaD, ThyA y Mip, en un intento de compensar la pérdida de la proteina que sufrio
la delecion, lo que acaba por provocar un curioso efecto rebote (Zhang et al., 2013). Esta
proteina se encuentra distribuida a lo largo de las 15 cepas de referencia de los serotipos

de H. parasuis, habiéndose encontrado una version ligeramente mas corta en algunas de
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ellas (Li et al., 2012), lo que se traduce en la pérdida de un lazo extracelular en su barril
B (Mullins et al., 2009), siendo las cepas que presentan esta version corta mas eficaces en
la resistencia al complemento (Zhang et al., 2012a).

Varios estudios en los que se ha producido una proteina P2 recombinante de H.
parasuis, mediante su clonacién y expresién en E. coli han demostrado que se trata de
una proteina inmunogena, capaz de ser reconocida por el suero de los animales expuestos
a la bacteria, y que el suero de los ratones inmunizados con ella presenta un incremento
de la actividad bactericida. Ademas, su utilizacion como antigeno vacunal confiere una
resistencia parcial en ratones frente al desafio (Li et al., 2012; Zhou et al., 2009a). Por
ultimo, en un estudio llevado a cabo mediante inmunoprotedémica, se pudo demostrar la
presencia de esta proteina en una fraccion de OMPs purificadas por su afinidad a la
transferrina porcina que, en conjunto, conferia cierto grado de proteccion en cerdos frente

al desafio con la bacteria (Martinez-Martinez et al., 2013).

La proteina P5 es una proteina de membrana externa que presenta homologia
con la OmpA de otras bacterias del género Pasteurella, cuya principal funcion parece ser
que radica en el mantenimiento de la integridad de la membrana, aunque también se ha
verificado que en otras bacterias puede mantener funciones relacionadas con la patogenia,
como la adhesidn al epitelio nasofaringeo o la formacion de biofilms (Zhou et al., 2009b).
No obstante, en el caso de los estudios llevados a cabo en H. parasuis con una cepa en la
que se deleciond el gen que la codificaba, a pesar de apreciarse una disminucion en la
velocidad de crecimiento con respecto a la cepa salvaje, no parecid verse afectada la
capacidad para resistir la accion bactericida del sistema complemento ni las capacidades
para adherirse e invadir células del hospedador, al contrario de lo observado para la
proteina P2 (Zhang et al., 2012d). Por otro lado, los estudios llevados a cabo en ratén con
la proteina obtenida mediante la tecnologia del ADN recombinante han demostrado la
capacidad de la proteina P5 para la induccion de la formacion de anticuerpos
neutralizantes (Zhou et al., 2009a) y para la proteccion parcial de los ratones frente a la
bacteria (Ahn et al., 2012).

La proteina D15 es una proteina de la membrana externa de bacterias Gram
negativas, necesaria para el ensamblaje correcto de las OMPs en la membrana externa
(Zhou et al., 2009b). Al igual que en el caso de la P2, se ha detectado mediante
inmunoprotedmica en la fraccion de proteinas con afinidad por la transferrina porcina
(Martinez-Martinez et al., 2013). Los anticuerpos generados en ratones inmunizados con
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ella resultaron neutralizantes en pruebas en las que se valoro la actividad bactericida del
suero y fue capaz de inducir un cierto grado de proteccién en este mismo modelo
experimental frente a H. parasuis (Zhou et al., 2009a). Asimismo, en un estudio mediante
PCR a tiempo real, se puso de manifiesto que la cepa Nagasaki presentaba mayores

niveles de expresion de esta proteina en comparacion con los de una cepa avirulenta,
como la SW114 (Wei et al., 2014).
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1.2. Haemophilus parasuis Y EL COMPLEJO RESPIRATORIO PORCINO

El término “complejo respiratorio porcino” (CRP) se emplea para describir una
neumonia en la que pueden participar diferentes microorganismo y que causa
sintomatologia clinica principalmente entre la semana 16 y 20, aunque tambien puede
afectar a rangos de edades mas amplios. La etiologia del proceso es multiple, siendo
desencadenada por una serie de diferentes patdgenos primarios, tanto virus como
bacterias, para luego complicarse por otra serie de agentes secundarios oportunistas entre
los que se encuentra H. parasuis (Tabla 5). EI CRP es causante de importantes pérdidas
econdmicas en el sector porcino ya que puede llegar a causar una reduccion de hasta el
6% en la ganancia diaria de peso (Brockmeier et al., 2002b; Gutiérrez Martin, 2014).

Tipo de

Microorganismo agente etioldgico

Virus del sindrome respiratorio y reproductor porcino
Virus de la influenza porcina
Virus de la enfermedad de Aujeszky
Coronavirus Primarios
Circovirus tipo 2
Mycoplasma hyopneumoniae
Bordetella bronchiseptica

Actinobacillus pleuropneumoniae

Pasteurella multocida
Haemophilus parasuis
Streptococcus suis Secundarios
Actinobacillus suis
Arcanobacterium pyogenes

Diversos tipos de hongos

Tabla 5: Principales microorganismos relacionados con el Complejo Respiratorio

Porcino.
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1.3. FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

1.3.1. Conceptos

En 1992 (Bone et al.) se propuso el término sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (systemic inflammatory response syndrome, SIRS) para definir los complejos
mecanismos que se originan como consecuencia de la activacion sistémica de la respuesta
inmunitaria innata, independientemente de su causa. Su origen podia radicar, tanto en una
infeccion, generalizada o localizada, como en un proceso no infeccioso (del tipo de
guemaduras, pancreatitis no infeciosas, etc.). lgualmente, definieron la sepsis como un
SIRS de origen infeccioso, la “sepsis grave” como una sepsis asociada con una disfuncion
organica, hipoperfusion o hipotension y el choque séptico (o “shock séptico”) como una

sepsis con hipotension arterial, a pesar de una correcta fluidoterapia.

En 2001 (Levy et al.) se revisaron estos conceptos y se definio la sepsis como
un sindrome clinico caracterizado por la presencia conjunta de infeccion y respuesta
inflamatoria sistémica. La sepsis grave fue definida como una sepsis complicada por una
disfuncion orgéanica, mientras que el choque séptico fue definido como un estado de fallo
circulatorio agudo, caracterizado por una persistente hipotension arterial inexplicable por
otras causas diferentes de la sepsis. Ademas, vinieron a confirmar la hipotesis,
previamente establecida, de que el SIRS podia deberse, tanto a un proceso infeccioso

como no infeccioso (Levy et al., 2003).

Figura 1: Esquema de los
conceptos de sepsis y SIRS.
Imagen de elaboracién propia,
basada en otra publicada
anteriormente  (Matsuda &
Hattori, 2006).
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Una década mas tarde se volvieron a examinar estos conceptos (Singer et al.,
2016) y se definio la sepsis como una disfuncion organica, peligrosa para la vida, causada
por una respuesta desequilibrada del hospedador frente a una infeccion. EI choque séptico
fue definido como un tipo de sepsis en el que las anormalidades subyacentes, tanto
circulatorias como metabdlicas y celulares, son suficientemente profundas como para
incrementar sustancialmente la mortalidad. Ademas, se paso a considerar superfluo el
término sepsis grave, ya que realmente todas las sepsis lo son.

Otro concepto que conviene aclarar es el de la septicemia, debido a que a menudo
es utilizado como sinbnimo de bacteriemia o incluso de sepsis. La septicemia
tradicionalmente se define como la enfermedad sistémica causada por la propagacion, via
circulacion sanguinea, de un microorganismo y sus toxinas, mientras que se consideraba
bacteriemia a la presencia de bacterias en el torrente sanguineo, independientemente de
la presencia o0 no de efectos de caracter sistémico (Odeh, 1996). Aunque el término
septicemia se encuentra en desuso, consideramos importante aclararlo, puesto que
histéricamente se describe a H. parasuis como una bacteria causante de septicemia en
cerdos (Amano et al., 1997).

1.3.2. Receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)

Los receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognizing receptors,
PRRs) son proteinas que desempefian un papel central en el funcionamiento del sistema
inmunitario innato. Estos receptores celulares son capaces de detectar sefiales indicadoras
de peligro para el organismo, como sucede por ejemplo con los patrones moleculares
asociados a patogenos (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) y los patrones

moleculares asociados a dafio (damage-associated molecular patterns, DAMPS).

Dentro de los PAMPs podemos encontrar lipopolisacaridos (LPS) y por
extension los lipooligosacaridos (LOS), peptidoglucano, acido lipoteicoico, flagelina,
ADN vy otros componentes de los microorganismos. Como ejemplo de los DAMPs
podriamos citar, entre otras, las proteinas de choque térmico eucariotas, el fibrindgeno o
el &cido hialurénico (Wiersinga et al., 2014).

Los PRRs resultan imprescindibles para mantener al organismo protegido frente
a las infecciones y otro tipo de dafios; sin embargo, su sobreestimulacion puede
desencadenar la aparicion de sepsis, con consecuencias nefastas para el hospedador.
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Dentro de los PRRs, podemos encontrar diferentes tipos, como los receptores tipo Toll
(Toll-like receptors, TLRs), los receptores tipo NOD (Nod-like receptors, NLRs), los
receptores lecitina tipo-C (C-type lectin receptors, CLRs) y los receptores tipo RIG-I
(RIG-I-like receptors, RLRS).

1.3.2.1. Receptores tipo Toll (TLRs)

Los TLRs son considerados los PRRs mas importantes. Son proteinas
localizadas en diferentes tipos de células, principalmente del sistema inmunitario, capaces
de reconocer PAMPs 0 DAMPs e iniciar una ruta de sefializacion celular que desencadene
una respuesta inflamatoria. Estos tipos de receptores poseen un ectodominio rico en
repeticiones de leucina (leucin rich repetitions, LRR), capaz de reconocer los ligandos
correspondientes. También poseen un dominio citoplasmatico conocido como TIR
(Toll/interleukin-1 receptor), necesario para la interaccion con los demas componentes
de la ruta de sefializacién celular (el nombre del dominio se debe a que es compartido
entre los TLR y el receptor de la interleuquina 1). Dicha ruta, con excepcion del TLR-3,
es dependiente del factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88, por sus siglas en inglés)
(Kawai & Akira, 2010).

Cuando un ligando es reconocido por el ectodominio de un TLR, el dominio
citosélico TIR interacciona con el dominio TIR de la MyD88. Esta interaccion puede ser
directa, como en el caso de TLR-5, o indirecta, como en TLR-2 o0 TLR-4, en lo que es
necesario un adaptador intermedio conocido por los nombres de “adaptador que contiene
el dominio TIR” (TIRAP por sus siglas en inglés) o de “adaptador tipo MyD88” (MAL,
por su acrénimo en inglés). MyD88, a su vez, interacciona con la “quinasa asociada a
receptor de IL1” (IRAK, por sus siglas en inglés) y da inicio a una cascada de activacion
que culmina, por una lado, con la fosforilacion de la proteina IkB y, por otro, con la
fosforilacion de las proteina quinasas activadas por mitdgenos (MAPKS, acronimo en
inglés) (Kawai & Akira, 2010).

La proteina IkB inhibe en condiciones normales la entrada en el nticleo del factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras k de las células B activadas (NFkB). Sin
embargo, la fosforilacién de la IkB desencadena la liberacion del NFxB, que entonces
puede penetrar en el nucleo y promover la expresion de genes involucrados en la respuesta
inmunitaria, como los de las citoquinas. Las MAPKs, como la p38, la c-jun amino-
terminal quinasa (JNK, siglas en inglés) o las proteinas quinasas reguladas por sefial
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extracelular (ERKSs, acronimo en inglés), al ser fosforiladas, producen la activacion de
varios factores de transcripcién que también desencadenan la expresion de genes de
citoquinas (Kawai & Akira, 2010).

En el caso del TLR-7 y del TLR-9, la sefial de MyD88, ademas de la ruta via
NFkB, puede inducir la expresion de interferones a través del factor regulador de
interferones 7 (IRF7, acrénimo en inglés) (Uematsu et al., 2005). Existe otra ruta de
sefializacion independiente de MyD88 que actua a través del “adaptador que contiene el
dominio TIR inductor de interferon B (TRIF, por sus siglas en inglés). Esta ruta es la
Unica que utiliza el TLR-3, aunque también es utilizada por el TLR-4 junto a la ruta
dependiente de MyD88. Cuando el TLR-3, que esta localizado en los endosomas, €s
estimulado por sus ligandos, se produce su interaccién con el TRIF, para dar comienzo a
una cascada de activacion mediante dos rutas diferentes. Por un lado, induce la expresion
de interferones a través del factor regulador de interferén 3 (IRF3) y, por otro, estimula
la expresion de genes a través de NFkB y MAPKSs, de una forma similar a como ocurre
en la ruta dependiente de MyD88. En el caso del TLR-4, la dinamica consiste en que,
primeramente, cuando es estimulado por su ligando, transmite la sefial de transduccién a
través de MyD88 activando NFkB y MPAKSs, lo que desencadena la produccion de
citoquinas proinflamatorias y, a continuacion, sufre endocitosis y transmite la sefial a
través de la ruta de TRIF, activando NfkB e IFN de tipo I, de igual forma a como ocurre
en el TLR-3 (Kawai & Akira, 2010).

La mayoria de los TLRs se encuentran formando homodimeros. Sin embargo, el
TLR-2 es una excepcion puesto que forma heterodimeros con el TLR-1 o el TLR-6
(Uddin et al., 2012). En la Figura 2 se representa un esquema de las diferentes rutas de

sefializacion, con su gran complejidad.

En el conjunto de los mamiferos se han descrito hasta 13 TLRs, los cuales varian
en cuanto al tipo de molécula que reconocen, en su ruta de sefializacion, asi como en su
localizacion en la célula (Tabla 6). La diversidad de moléculas reconocidas por el
conjunto de TLRs permite la deteccion de la préctica totalidad de patdgenos, tanto virus
(TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-7, TLR-8 y TLR-9), como bacterias (TLR-1, TLR-2, TLR-
4, TLR-5, TLR-6, TLR-7, TLR-8, TLR-9, TLR-11y TLR-13), hongos (TLR-2, TLR-4,
TLR-6 y TLR-9) y protozoos (TLR-2, TLR-9 y TLR-12). Ademas, aunque la mayoria de
los ligandos descritos con los que interactdan los TLRs son PAMPs, también se han
encontrado TLRs que lo hacen con DAMPs (TLR-2 y TLR-4) (Savva & Roger, 2013).
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Los TLRs localizados en la superficie celular detectan patdgenos o, mas bien,
PAMPs de patogenos, en las inmediaciones de las células, mientras que los TLRs de
localizacion intracelular reconocen PAMPs de patdgenos intracelulares o PAMPs de
patdgenos previamente fagocitados y degradados (Ahmad-Nejad et al., 2002). Dentro de
los implicados en el reconocimiento de bacterias, los mas importantes y estudiados, son
el TLR-2 y el TLR-4 (Arce et al., 2010).

TLRS TLR2 TLR4 TLR3

—4&
~3

Macrophage pDC
cDC

Figura 2: Esquema de las rutas de sefializacion de los TLRs. Por encima de la linea roja superior se
representa el espacio extracelular (a la izquierda de la linea verde) o endosomal (a la derecha de la linea
verde). Por debajo de la linea roja inferior se representa el nicleo y, entre ambas lineas rojas, el citosol
(Kawai & Akira, 2010).
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Receptor Sub-cellular expression  Adaptor molecule  Ligand Origin

TLR1 lwith TLRZ) Cell membrane MyDaa/TIRAP Triacyl lipopeptides Bacteria, mycobactenia
Soluble factors Neisseria meningitidis

TLRZ Iwith TLR1 or TLR&) Cell membrane MyDB&/TIRAP Lipoproteins, lipopeptides Various pathogens
Lipoteichoic acd Gram-positive bactena
Peptidoglycan Bacteria
Lipoarabinomannan Mycobacteria
Phenol-soluble modulin, Staphylococcus epidemidis,
porins Neisseria
Atypical LPS [ eptospira interrogans,

Porphyromonas gingivalis

Glycoinositolphospholipids, Trypanozoma, Tonoplasma,
glycolipids Plasmodium
Beta-glucan, mannan Fungi
Core and NS3 proteins, Hepatitis virus, Epstein-Barr virus,
dUTPase, glycoproteins Cytomegalovirus
HSP70 Host

TLR3 Endalysosamal TRIF Double-stranded RNA Viruses

TLR4 Cell membrane and MyD8s/TIRAP LPS Gram-negative bacteria

endolysosomal TRIFTRAM
O-inked mannan Fungi
Taxol Plants
Fusion and envelope protein Respiratory syncytial virus, mouse
mammary tumor virus

HSP&0 Chlsmydia pneumoniae
HMGE1, HSP70, fibronectin, Host
fibrinogen

TLRS Cell membrane MyDB8 Flagellin Flagellated bacteria

TLRE bwith TLRZ) Cell membrane MyD&aa/TIRAP Diacyl ipopeptides, Myeoplasma, Gram-positive
ipoteichoic acid, fi-glucan bacteria, fungi

TLR7 Endalysosornal MyDB8 Single-stranded RNA Viruses, bactena
Imidazoguincline, loxoribine, Synthetic compounds
bropirimine

TLR8 Endalysosomnal MyDB8 Single-stranded RNA Viruses, bactena
Imidazoquinoline Synthetic compounds

TLR3 Endolysosomal MyDas CpG-containing DNA Bacteria, viruses, fungi
Homozoin Plasmodium falciparum

TLR10 (£TLR1 or TLR2) Cell membrane MyDas Lipopeptides (prediction)

TLRNM Endalysosomal MyDB8 Flagellin Flagellated bacteria

TLR1Z Endolysosomal MyDaa Profilin Apicomplexan parasites

TLR13 Endalysosomal MyDB8 235 RNA Bacteria

Tabla 6: Localizacion en la célula, ruta de sefializacion y ligandos reconocidos por los diferentes TLRs.
Se muestran quellos descritos en seres humanos (TLR-1a TLR-10) y ratones (TLR-11, TLR-12y TLR-
13) (Savva an&d Roger, 2013).
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Con respecto al cerdo, se han encontrado en su genoma los genes que codifican
los TLRs 1 al 10 (Uenishi & Shinkai, 2009). Su expresion se ha descrito en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y en células epiteliales (Uddin et al., 2012).
En el caso del TLR-2 y del TLR-4, los méas importantes en el reconocimiento bacteriano,
se ha descrito la expresion del TLR-2 en diferentes células del sistema inmunitario, como
los macrofagos, monocitos y neutrofilos, pero no en los linfocitos. Ademas, también se
han observado en células epiteliales presentes en el aparato digestivo, en la porcion
traqueo-bronquial, en los tabulos renales, en los conductos biliares y en la capa basal de
la epidermis (Alvarez et al., 2008). En el caso del TLR-4, se ha descrito su expresion en
los monocitos, células dendriticas y macrofagos, asi como en diferentes 6rganos linfoides,
como la medula ésea, los ganglios, bazo y timo, y no linfoides, como el cerebro, higado,

rifidon y ovario (Alvarez et al., 2006).

1.3.2.2. Receptores tipo NOD (NLRs)

Los receptores tipo NOD (NLRs) son PRRs intracelulares que reconocen
PAMPs o DAMPs en el citosol, al contrario de los TLRs, que interactdan con ligandos
en el exterior celular o en el interior de los endosomas. Su denominacion es debida a que
todos presentan un dominio central, conocido como dominio de oligomerizacion de unién
a nucledtido (NOD por su acrénimo en inglés). En el extremo C-terminal presentan un
dominio LRR y en el N-terminal pueden exhibir un dominio conocido como dominio N-
terminal de reclutamiento de caspasas (CARD, por sus siglas en inglés) u otro dominio
conocido como dominio pirina (PYD, por sus siglas en inglés). EI dominio C-terminal
(LRR) seria el que interactuaria con el ligando, mientras que el N-terminal (CARD o

PYD) seria el responsable de transmitir la sefial de transduccién.

Filogenéticamente, dentro de los NLRs se pueden establecer tres grandes
familias: los NODs, que dan nombre al grupo, los NLRPs y los IPAFs (Schroder &
Tschopp, 2010). Dentro de los NODs, en su papel como detectores de PAMPSs bacterianos
destacan el NODI1, que reconoce al acido y-D-glutamil-meso-diaminopimélico, un
componente del peptidoglucano, y el NOD2, que reconoce el muramil dipéptido
(Osvaldova et al., 2017). En cualquier caso, al reconocer sus respectivos ligandos se
forman oligdbmeros entre los receptores, lo que origina una sefial que culmina en la

activacion del NFkB, lo que provoca a su vez la expresion de genes proinflamatorios
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(Kufer et al., 2006). Se especula con que los NOD desemperfian un papel importante en la
regulacion del sistema inmunitario efectuada por la microbiota intestinal. Ambos

receptores tipo NOD estén presentes en el cerdo.

1.3.2.3. Otros receptores de reconocimiento de patrones

Dentro de los PRRs existen asimismo otros receptores, como los receptores de
lectinas tipo C (CLRs, por su acronimo en inglés), que son lectinas localizadas en la
membrana citoplasmatica, lugar donde reconocen carbohidratos procedentes de virus,
bacterias y hongos, lo que desencadena la produccion de citoquinas inflamatorias o la
inhibicion de sefiales procedentes de los TLRs. También se afiaden a esta relacion los
receptores tipo RIG-I (RLR), que se localizan en el citosol y estdn implicados en el
reconocimiento del ARN virico (Takeuchi & Akira, 2010). El término RIG-I proviene de

las siglas en inglés para el gen | inducible por acido retinoico.

1.3.3. La tormenta de citoquinas

Al detectarse un estimulo dafiino, por lo general de origen infeccioso, se produce
una compleja respuesta mediada por citoquinas, cuyo fin Gltimo es mantener controlado
el dafio y eliminarlo. Las citoquinas producidas inicialmente atraen células del sistema
inmunitario y les inducen, a su vez, a producir mas citoquinas. Este proceso debe de estar
estrechamente regulado ya que, de lo contrario, la respuesta inmunitaria podria volverse
mas dafiina que el propio agente desencadenante, lo que sucede en ocasiones con
resultados incluso letales (shock séptico).

Puede suceder que las células que lleguen atraidas por las citoquinas comiencen
a producir mas citoquinas, que a su vez atraerian mas células inmunitarias que producirian
mas citoquinas, lo que desencadenaria un bucle de retroalimentacion positiva con
consecuencias negativas para el organismo, como la aparicion del SIRS. Cuando ocurre
esta retroalimentacion se habla de “tormenta de citoquinas” (Matsuda & Hattori, 2006).
Para mantener fisiologicamente equilibrada la respuesta inmunitaria y evitar el
desencadenamiento de la sepsis u otros efectos perniciosos de una respuesta inmunitaria
exacerbada, se han desarrollado diferentes mecanismos, como las lectinas tipo
inmunoglobulinas de unidn al &cido sialico (Siglec por sus siglas en inglés) que, al ser
estimulados por el acido sidlico del hospedador, ejercen de freno sobre las sefiales
activadoras del sistema inmunitario (Crocker et al., 2012).
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1.3.4. Lectinas tipo inmunoglobulinas de unidn a acido sialico (Siglec)

1.3.4.1 Acidos sialicos

Los &cidos sialicos constituyen un amplio grupo de moléculas que se localizan
en la membrana de las células del organismo, como componentes terminales de
glucolipidos y glucoproteinas (Schauer, 2009). Todos ellos derivan del &cido
neuraminico, una molécula de 9 carbonos con un grupo carboxilo en la posicion 1 y un
grupo amino en la posicidn 5, que generalmente se encuentra acetilado, formando el acido
N-acetilneuraminico (Neu5Ac). A su vez, el Neu5Ac sufre una sustitucion de un
hidrégeno del metil medio del grupo acetilo por un grupo hidroxilo, forméandose el acido
N-glicolilneuraminico (Neu5Gc), presente en la mayoria de los mamiferos, incluido el
cerdo, aunque curiosamente no lo esta en el ser humano, debido a la pérdida de una

enzima (Traving & Schauer, 1998).

El Neu5Ac se sintetiza en el citosol, para ser transportado al interior del aparato
de Golgi, donde es transferido a glucoproteinas o glucolipidos (sializacién) que
posteriormente seran integrados en la membrana (Schauer, 2009). Los &cidos sialicos
poseen un gran numero de funciones, pero, desde el punto de vista inmunitario,

destacaremos las siguientes:

Ligandos de selectinas, que permiten el tréfico de células del sistema inmunitario y de

plaquetas, durante la inflamacion (Ley, 2003)

- Inhibicion de la via alternativa del sistema del complemento a través del factor H, lo

que permite la discriminacion entre las moléculas propias y las ajenas (Meri, 2016)

- Recubrimiento de antigenos propios, lo que evita su posible ataque por parte del sistema

inmunitario

- Ligandos de Siglec, que al activarse envian una sefial inhibitoria que equilibra la
respuesta inmunitaria y permite la discriminacion entre las moléculas propias y las

ajenas
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1.3.4.2. Fisiologia de los Siglecs

Las lectinas tipo inmunoglobulinas de unién al acido sialico (Siglec, por sus
siglas en inglés), como ya hemos referido, son receptores para moléculas recubiertas por
acido sialico que, al reconocer su ligando, envian una sefial inhibitoria, lo que permite,
por una parte, el mantenimiento del equilibrio de la respuesta inmunitaria y, por la otra,

la discriminacion entre las moléculas propias y las ajenas.

En el ser humano y el ratén, las especies mas estudiadas, se han descrito
respectivamente un total de 14 y 9 Siglecs diferentes (Macauley et al., 2014). Desde un
punto de vista evolutivo, existen dos grandes grupos de Siglecs en mamiferos: los Siglecs
1, 2, 4y 15, cuyos genes ortdlogos se encuentran conservados a traves de las diferentes
especies estudiadas, y los Siglecs relacionados con el Siglec-3 (o CD33), que presentan
un namero variable en cada especie, con un elevado grado de similitud de secuencia entre
ellos para su dominio extracelular, lo que parece indicar un origen comun (Escalona et
al., 2015).

Estructuralmente, los Siglecs presentan un ndmero variable de dominios tipo
inmunoglobulina, incluyendo un dominio N-terminal, responsable del reconocimiento de
acido sialico, en su porcién externa. Con respecto a la estructura intracitoplasmatica,

pueden diferenciarse 3 tipos de Siglecs (Macauley et al., 2014):

- Los que presentan un motivo inhibidor, conocido como motivo inhibidor de
inmunoreceptores basado en tirosina (ITIM, por sus siglas en inglés), que frena las
rutas de transduccion de sefiales mediante el reclutamiento de fosfotiroxin

fosfatasas (PTP, por su acronimo en inglés)

- Los que presentan un motivo activador, conocido como motivo activador de
inmunoreceptores basado en tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés), que estimula

las rutas de transduccion de sefales

- Los que no presentan ninguno de los dos motivos anteriores

Como los Siglecs con motivo ITIM son los que actian como represores en la
respuesta inmunitaria y permiten diferenciar lo propio de lo ajeno, ademas de ser mayoria,
nos centraremos en ellos. EI ITIM de los Siglecs, una vez reconocido el ligando
correspondiente, sufre una fosforilacion por accion de una protein-tiroxin-quinasa (PTK)

y, como consecuencia de ello se produce un reclutamiento de PTPs, como son la SHP-1
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(Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1), la SHP-2 (Src homology
region 2 domain-containing phosphatase-2) o la inositol-fosfatasa. Este fendémeno de
atraccion ocasiona una desfosforilacion de efectores que actlan en las rutas de
sefializacion celular, como, por ejemplo, la de MyD88 de los TLRs, lo que produce una

inhibicion de la sefial (Barrow & Trowsdale, 2006) (Figura 3).

Figura 3: Esquema de la accién inhibitoria de un

. Siglec tipo ITIM. En este caso ejercida sobre la
ITIM-Siglec e

TLH. ruta de sefializacion de un TLR. Tras la

interaccion de un Siglec tipo ITIM con su ligando,

se desencadena la fosforilacion via protein-

tiroxin-quinasa (PTK) del motivo ITIM
intracitoplasmatico, lo que implica la atraccion de
PTP ITIM las enzimas fosfotiroxin-fosfatasas (PTPs) que
desfosforilan los efectores de la ruta de
sefializacion iniciada tras el estimulo de un
receptor del sistema inmunitario, un TLR en este

caso, lo que resulta en su inhibicion. Figura

modificada a partir de la original publicada por
Jellusova & Nitschke (2011)

JE|N|32 UDIIEZI|EUaS

NFkB

La interaccién de los Siglecs que presentan ITIM con sus ligandos,
glucoconjugados recubiertos de acido sialico, puede ser de dos formas, cis o trans. En la
interaccion cis, los Siglecs se unen a glucoconjugados presentes sobre la propia célula,
debido a que, salvo una Unica excepcion, estos receptores estan embebidos dentro del
recubrimiento celular de glucoconjugados. Gracias a este tipo de interaccion, los Siglecs
se encuentran estimulados de forma continua, por lo que su sefial puede controlar la sefial

basal de los receptores activadores de la respuesta inmunitaria, por ejemplo, de los TLRs.

En el caso de la interaccion trans, los Siglecs interactdan con los &cidos siélicos
que se encuentran recubriendo glucoconjugados localizados sobre otras células o
recubriendo glucoproteinas solubles. En ambos casos, la sefial inhibitoria generada

“informa” a la célula sobre la que se encuentra el Siglec de que la otra célula, o el
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compuesto soluble, son propios, y por lo tanto, no resultan peligrosos (Macauley et al.,
2014) (Figura 4).

Figura 4: Esquema de los tipos de
interacciones entre los Siglec ITIM y sus
ligandos, con la ulterior inhibicién de la ruta
A de sefializacion iniciada por otro receptor. (A)
se corresponde a la interaccion cis con un
ligando localizado sobre la propia célula, (B)
gl——/ se corresponde a la interaccion trans con un

ligando soluble y (C) se corresponde a la

interaccion trans con glucoconjugados de
otras células. Figura modificada a partir de
B (Macauley et al., 2014).

T

1.3.4.3. Explotacion por los patégenos de la inhibicién inmunitaria mediada por
la interaccion Siglec - acido sidlico
Se ha demostrado que algunos patdgenos, como sucede con varios tipos de virus,
bacterias o protozoos, “aprendieron” mediante co-evolucion a utilizar la inhibicién de la
respuesta inmunitaria mediada por los Siglecs como una estrategia de evasion. Estos
microrganismos evaden, por tanto, el sistema inmunitario al recubrirse con acidos sialicos
y se mimetizan en el ambiente del individuo hospedador, por lo que pasan desapercibidos

y no son reconocidos como “extraiios”.

Para la incorporacion de &cido sialico (sializacion) a su superficie, se han

descrito diferentes métodos. Por ejemplo, se puede citar la sintesis de novo de derivados
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del Neu5Ac, llevada a cabo por algunas bacterias de los géneros Streptococcus, Neisseria,
Escherichia o Campylobacter, igual que la adquisicion de derivados del Neu5Gc o
NeuSAc desde el medio, realizada por bacterias de los géneros Haemophilus y
Pasteurella. Un caso algo diferente es el de la especie Pseudomonas aeruginosa, que
adsorbe en su superficie derivados del Neub5Gc y del NeuSAc desde el organismo
hospedador. Entre los protozoos, Trypanosoma cruzi los adquiere del medio mientras que
Leishmania donovani los adsorbe. También se conocen virus recubiertos por acido
sialico, como el VIH o el virus del sindrome respiratorio y reproductor porcino (PRSS)
(Chang & Nizet, 2014).

Como ejemplos concretos del beneficio para el patdgeno del mimetismo con los
acidos sialicos, cabe referirse a los estreptococos del grupo B, que son capaces de inhibir
la respuesta inmunitaria al recubrir con este &cido sus LPSs, de manera que interactian
con los Siglecs humanos (Carlin et al., 2007), o al caso de Neisseria meningitidis y P.
aeruginosa que, al adquirir el &cido sialico, son capaces de resistir la actividad bactericida
del suero (Chang & Nizet, 2014). Un caso curioso de este tipo de mecanismo es el que
sucede en el sindrome de Guillain-Barré, una enfermedad autoinmunitaria causada
porque los anticuerpos producidos frente a los lipooligosacéridos “sializados” de
Campylobacter jejuni son capaces de reconocer gangliosidos de los nervios periféricos

humanos y desencadenar la consiguiente respuesta contra ellos (Koga et al., 2005).

Ademas, se han descrito diferentes bacterias y protozoos que presentan
sialidasas, un tipo de enzimas hidrolasas capaces de romper la unién entre los acidos
sialicos y sus moleculas portadoras en el hospedador. Este proceso se puede llevar a cabo
simplemente con la finalidad de obtencién de una fuente de energia (algo observado en
diferentes especies de la microbiota, que sintetizan sialidasas con actividad hidrolasa
(Juge et al., 2016)), o bien para la extraccién de acido sialico del hospedador y su posterior
traspaso a la superficie del patdgeno (actividad trans-sialidasa) para su camuflaje, efecto
este Ultimo observado en el protozoo Trypanosoma cruzi (Nardy et al., 2016). Debido a
que existen bacterias con sialidasas con una estructura similar a la del protozoo (Nordvang
et al., 2016), que presentan sializacién en su superficie y que no se tiene la certeza de que
puedan sintetizar acidos sialicos, cabe suponer que sialicen su superficie de un modo

similara T. cruzii.
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En cualquier caso, las sialidasas de los agentes patdgenos constituyen una
prometedora diana terapética, ya que constituyen un factor de virulencia habitual
(Hoffmann et al., 2017).

1.3.4.4. Mecanismos de lucha del hospedador frente a patégenos recubiertos

de acido sialico

Se cree que la evolucion de ciertos patogenos hacia la utilizacion de los &cidos
sidlicos con el objeto de evadir el sistema inmunitario tuvo su contrarréplica evolutiva
por parte de los organismos hospedadores, que desarrollaron Siglecs capaces de
desencadenar una respuesta frente a dichos patdgenos. Esto habria sucedido con los
Siglecs que presentan el motivo ITAM en su porcién citoplasmatica. Esta idea se veria
apoyada en el hecho de que aparecen parejas de Siglecs que, resultan idénticos en su
porcion extracelular, pero difieren intracelularmente al presentar uno un motivo ITIM
mientras que el otro exhibe un motivo ITAM. Esto parece indicar que el primigenio Siglec
portador de ITIM evoluciond modificando su motivo intracelular por un ITAM, debido a

la presion selectiva impuesta por los patdgenos sializados (Macauley et al., 2014).

Otro caso de adaptacion en la lucha contra los patogenos sializados seria el
Siglec-1, también conocido como sialoadhesina 0 CD169. Este Siglec no presenta
motivos ITIM ni ITAM; ademas, presenta extracelularmente una longitud mayor que el
resto de los Siglecs, circunstancia que le permite sobresalir del glucocélix celular y, por
lo tanto, evitar la interaccion cis con la propia célula. Este Siglec actla como detector de
patogenos recubiertos por acido sialico, lo que promueve su fagocitosis y la estimulacion

de la respuesta inmunitaria hacia este tipo de patdégenos (Chang & Nizet, 2014).

Sin embargo, la carrera evolutiva entre los patdgenos y los hospedadores con
respecto al &cido sialico no concluye con lo anterior, puesto que el virus del SIDA
(Izquierdo-Useros et al., 2012) o el del PRRS (Yuste et al., 2017) son capaces, al
recubrirse con este acido, de aprovechar la fagocitosis mediada por el Siglec-1 para ifectar

células del hospedador.
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1.3.4.5. Siglecs porcinos

En el cerdo se han caracterizado los Siglecs 1, 3, 5y 10. Se ha observado que el
primero de ellos se expresa en subgrupos de macréfagos y células dendriticas (Revilla et
al., 2009), mientras que el Siglec-3 (Alvarez et al., 2015) y el Siglec-5 (Escalona et al.,
2014) aparecen en la préactica totalidad de los monocitos, macrofagos, granulocitos
circulantes y, en menor medida, en los linfocitos B. El Siglec-10 se expresa en los
linfocitos B y, en algunos casos, en los monocitos (Escalona et al., 2015).

1.3.4.6. Recubrimiento de Haemophilus parasuis por acido sidlico

En 1997, se observd que la membrana de H. parasuis presentaba actividad
sialidasa y que esta bacteria era capaz de emplear los &cidos sidlicos como fuente de
nutrientes, una vez que otras fuentes se agotaban (Lichtensteiger & Vimr, 1997). En 2003,
se consiguid purificar una sialidasa llamada neuraminidasa a partir de la membrana de la
bacteria (Lichtensteiger & Vimr, 2003). Como en otras bacterias del género Haemophilus,
como es el caso de H. influenzae y H. ducrey, se encontraron evidencias del recubrimiento
de sus LOSs a partir de &cidos sialicos del ambiente extracelular (Goon et al., 2003), por

lo que parece l6gico que en esta especie ocurra lo mismo.

En 2012, se demostrd que la cepa Nagasaki de H. parasuis era capaz de transferir
a sus LOSs el acido sialico presente en el medio, al contrario que la cepa no virulenta
SW114. Sin embargo, no todas las cepas virulentas del estudio efectuado presentaron
actividad sialidasa (hidrolasa), si bien se observo una relacion directa entre las cepas
avirulentas y la ausencia del gen IsgB, que codifica una sialiltransferasa. No obstante,
tampoco la totalidad de las cepas virulentas presentaban dicho gen (Martinez-Moliner et
al., 2012). El afio pasado se describio que la neuraminidasa de H. parasuis poseia una

actividad transialidasa, similar a la observada en T. cruzii (Nordvang et al., 2016).
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1.3.3. Receptor CD163

El CD163 es un receptor localizado en la membrana de las subpoblaciones de
monocitos y macréfagos. Su funcion mejor conocida, aunque no la Unica, consiste en
actuar como receptor “basura” o “basurero”, mediante la union y retirada de sustancias
de desecho circulantes. El primer ligando que se observd que era captado por este

receptor resulto ser el complejo haptoglobina/hemoglobina (Onofre et al., 2009).

Al producirse hemodlisis, la hemoglobina queda libre y puede provocar dafio
oxidativo, nefrotoxicidad o incluso una estimulacion del sistema inmunitario, al ser
reconocida como un DAMP (Lee & Ding, 2013). Para evitar su efecto dafiino, es
secuestrada por la haptoglobina, un tipo de proteina plasmatica, y se forma el complejo
haptoglobina/hemoglobina, que a su vez es captado posteriormente por el receptor CD163
de los macrofagos, para luego ser degradado en el interior celular. En los seres humanos
existen dos alelos diferentes para la haptoglobina, el 1 y el 2; son aquellos complejos
formados entre la haptoglobina-1 y la hemoglobina los que presentan mayor afinidad por
el CD163 y los que, tras ser tras ser internalizados, activan una ruta de sefializacion a
través de la casein-quinasa IlI, que culmina con la induccion de citoquinas

antiinflamatorias, como la IL-10.

Por otra parte, los complejos haptoglobina/hemoglobina sufren una degradacion
en el interior celular por la enzima hemooxigenasa, que puede ser de tipo 2 (de expresion
constitutiva) o de tipo 1 (inducible). La hemoxigenasa de tipo 1 es inducible por
citoquinas anti-inflamatorias como la IL-6, o por la propia estimulacion del CD163.
Ademas, este tipo de hemoxigenasa, al degradar la hemoglobina, genera metabolitos anti-
inflamatorios con efecto citoprotector, como el mondxido de carbono o la biliverdina. Por
lo tanto, esta ruta de eliminacion de la hemoglobina libre mediante su secuestro por la
haptoglobina, captacion por el CD163 y degradacion por la hemooxigenasa-1 posee un
triple efecto beneficioso, primeramente evita los problemas generados por la
hemoglobina libre, ademas induce la produccion de citoquinas anti-inflamatorias por
estimulacion del receptor CD163 y, por ultimo, genera metabolitos anti-inflamatorios y
citoprotectores, al degradar los complejos fromados. Todo esto esta regulado por la I1L-6,
que activa la expresion de la haptoglobina, del CD163 y de la hemooxigenasa-1 (Onofre
et al., 2009).
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Después de la publicacion de la descripcion de la neutralizacion de la
hemoglobina libre por esta ruta se comprob6 que ocurria algo similar con un importante
DAMP, el grupo “caja 1” de gran movilidad (high mobility group box 1, HMGBL1), que
también forma un complejo con la haptoglobina, que estimula el CD163 y desencadena
la induccion de la IL-10 y de la hemooxigenasa-1. El HMGBL1 es una proteina nuclear
que cuando sale al exterior celular, bien secretada activamente por células del sistema
inmunitario al ser estimuladas, o de forma pasiva por la muerte celular, se comporta como
un DAMP que, al interaccionar con los PRRs, desencadena la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias (Yang et al., 2016). Como esta proteina desempefia un papel importante
en la inflamacién, tanto de origen infeccioso como no infeccioso, es necesario evitar la

existencia de unos valores elevados, que podrian desencadenar la aparicion de un SIRS.

Otra de las funciones del CD163 consiste en su actuacion como sensor para el
reconocimiento de bacterias, funcion en la que participa un dominio diferente al que actla
como receptor basurero para los complejos de haptoglobina. La interaccion desencadena
la produccion por parte del monocito o macréfago de citoquinas pro-inflamatorias, como
la IL-1p, la IL-6 y el TNF-a. Sin embargo, no parece inducir la fagocitosis de la bacteria
(Fabriek et al., 2009).

El CD163 ejerce un papel muy importante durante la sepsis, puesto que presenta
tanto un efecto anti-inflamatorio, cuando interacciona con los complejos de la
haptoglobina, como un efecto pro-inflamatorio, cuando interacciona con las bacterias.
Junto a estas funciones, ha sido relacionado asimismo con la adhesion de los monocitos

circulantes al endotelio activado (Onofre et al., 2009).

Ademas de encontrarse anclado a la membrana de los monocitos y macréfagos,
el CD163 puede desprenderse y encontrarse en forma soluble en el plasma y otros fluidos
corporales del individuo, como el liquido sinovial o el cefalorraquideo (Onofre et al.,
2009). No se conoce muy bien la funcion de su forma soluble, aunque se especula con
que su desprendimiento puede representar un mecanismo para intentar disminuir la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias inducidas por la interaccion del CD163 de la
membrana con las bacterias durante una sepsis (Fabriek et al., 2009). En cualquier caso,

se sabe que posee un efecto inmunosupresor sobre los linfocitos T (Frings et al., 2002).
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Después de su liberacion, sigue reteniendo su capacidad de captacion de
complejos de haptoglobina (Moller et al., 2010) y de unidn a bacterias, lo que favorece
en este caso su reconocimiento, fagocitosis y muerte por accion de los granulocitos
circulantes (Kneidl et al., 2012). Se emplea la valoracion de los niveles de CD163 soluble
en el plasma como un indicador prondstico en pacientes con sepsis (Etzerodt & Moestrup,
2013).

Con respecto al CD163 porcino, su expresion se restringe a las subpoblaciones
de monocitos, macrdfagos y células dendriticas (Sanchez et al., 1999), pareciendo existir
una relacién directa entre una mayor maduracion celular y una mayor expresion de este

marcador en estas células (Chamorro et al., 2000).
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2. PLANTEAMIENTO Y OBIJETIVOS
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El sector porcino se sitta en el primer lugar de las producciones ganaderas de
Espafia, con una cuota de mercado del 34,2%. Tal importancia se traslada asimismo al
ambito europeo, en el que el pais ocupa el segundo lugar entre los Estados de la Unién
Europea en produccion de carne de porcino, representando su cabafia el 17,3% del total.
Con respecto a Castilla'y Ledn, esta comunidad autonoma engloba uno de los censos mas
nutridos del conjunto del Estado, con alrededor del 13% de total espafiol, ocupando la
tercera posicion entre las comunidades auténomas, solo por detras de Catalufia y Aragon.
Igual que ocurre a nivel estatal, este sector se erige en el més relevante desde un punto de
vista economico del conjunto de los sectores ganaderos, representando en el caso

castellano-leonés el 17% de la produccion agraria total.

La intensificacion de los sistemas productivos en la industria porcina durante las
ultimas décadas ha propiciado el aumento de la prevalencia de diferentes enfermedades
de origen infeccioso. Uno de los microorganismos que ha experimentado este fenémeno
es Haemophilus parasuis, agente etioldgico de la enfermedad de Glasser, asi como
patdgeno secundario u oportunista del Complejo Respiratorio Porcino. Estos
microorganismos se convierten asi en responsables de importantes pérdidas economicas
en la industria porcina de todo el planeta, de forma especial en los paises mas
industrializados. Por ello, cualquier abordaje que permita un mejor conocimiento de la
enfermedad de Glésser, de su prevencion, de su control y de su microorganismo

responsable, H. parasuis, podra repercutir de forma positiva en el sector porcino.

La prevencion de la enfermedad de Glasser se ha basado tradicionalmente en el
empleo de bacterinas, bien sean comerciales o bien autovacunas generadas a partir de la
cepa circulante en una explotacion concreta. Sin embargo, a los problemas asociados a
este tipo de vacunas, como la pérdida de antigenos durante los procesos de inactivacion,
la posibilidad de inactivacién incompleta del patégeno o la imposibilidad de diferenciar
entre animales vacunados y portadores, se suma, en el caso de H. parasuis, la escasa o
nula proteccion cruzada demostrada entre los diferentes serotipos y cepas de la especie.
La combinacion de diferentes cepas en una misma formulacion inactivada tampoco
permite mejorar los resultados de proteccion porque, nuevamente, la proteccion se ve
mayormente restringida a los dos o tres serotipos incluidos, ya que combinar mas es un
proceso muy complejo, sin olvidar que muchas de las cepas virulentas circulantes no

pueden ser adscritas a ningun serotipo.

55



En los dltimos afios, la investigacion de nuevas vacunas contra ésta bacteria se
ha centrado principalmente en la valoracion de las proteinas de membrana como
antigenos vacunales. Esto se ha visto facilitado gracias a los avances tanto en la tecnologia
del ADN recombinante, que permite producir grandes cantidades de proteinas de una
especie bacteriana en otras especies de manejo mas sencillo en el laboratorio, como en
las bases de datos y programas bioinformaticos, que permiten aplicar procesos de
vacunologia inversa mediante el estudio del genoma, proteoma y transcriptoma de los
agentes patdgenos, para intentar predecir aquellas proteinas que puedan tener valor como

antigenos inmunogenos vacunales.

La ventaja de las vacunas compuestas por proteinas de membrana, y por otras
subunidades bacterianas, con respecto a las bacterinas, es que son facilmente producibles
en cantidad suficiente y que, si alguna de estas formulaciones exhibe un buen grado de
proteccidn para una cepa o serotipo, la combinacion de las mismas proteinas Utiles de
diferentes serotipos es un proceso relativamente sencillo en comparacion con la

combinacion de bacterinas.

Relacionado con lo anterior, en la presente Tesis Doctoral se plantea que se
valoren en un modelo porcino de infeccion experimental (cerdos privados de calostro) la
capacidad protectora frente a la enfermedad de Glésser de diferentes proteinas de
membrana externa de la cepa Nagasaki (cepa de referencia del serotipo virulento de
mayor distribucion mundial, el 5), las cuales han mostrado proteccion en un modelo

murino de infeccion en estudios llevados a cabo con otras cepas.

El grupo de investigacion dentro del cual se integra esta Tesis Doctoral presenta
una dilatada trayectoria en el desarrollo de estudios experimentales con cerdos privados
de calostro, que han sido utilizados para la valoracion del poder protector de diferentes

formulaciones vacunales, entre las que figuran proteinas de la membrana externa.

Ademas, mediante el estudio del transcriptoma de la bacteria en condiciones de
cultivo in vitro similares a las que se suceden durante la infeccion en lo que a temperatura
del animal y disponibilidad de hierro se refiere, se espera poder encontrar proteinas que
presenten una elevada posibilidad de aparecer expresadas en una mayor cantidad sobre la
superficie bacteriana durante la infeccion vy, por lo tanto, pudiesen tener valor como

antigenos vacunales en futuros estudios.
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Por otro lado, todavia existe un gran desconocimiento sobre la patogenia de la
enfermedad de Glasser, proceso séptico que genera poliserositis fibrinosas. Empleando
las muestras sanguineas obtenidas durante la infeccién experimental, se indagara en las
modificaciones inducidas por H. parasuis en el perfil de expresion de una serie de
receptores relacionados con la respuesta inmunitaria y con la instauracion del fendmeno

de la sepsis, que caracteriza a esta enfermedad porcina.

Como Objetivos Concretos de esta Tesis Doctoral citaremos los siguientes:

e Clonacion, expresion y valoracion de la eficacia protectora frente a la
enfermedad de Glasser experimental (en cerdos privados de calostro), de tres
proteinas de membrana externa de la cepa Nagasaki de H. parasuis, P2, P5y
D15, que han demostrado previamente un grado de proteccién aceptable en un

modelo murino.

e Estudio de receptores relacionados con la sepsis sobre células mononucleares

de sangre periférica en cerdos infectados con Haemophilus parasuis.

e Blsqueda mediante estudios transcriptomicos de proteinas sobreexpresadas
en la superficie de H. parasuis en condiciones de cultivo parcialmente
mimeéticas a la infeccion, como son la restriccion de hierro y una temperatura
febril.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. INSTALACIONES

Las técnicas generales desarrolladas en esta Tesis Doctoral fueron llevadas a
cabo en laboratorios pertenecientes a la Unidad de Microbiologia e Inmunologia, del
Departamento de Sanidad Animal, de la Universidad de Leon (ULE). Los procedimientos
realizados en conejos para estudiar la inmunogenicidad de las proteinas recombinantes
fueron desarrollados en el Animalario de la ULE. La cria de cerdos privados de calostro
materno fue realizada durante sus fases iniciales en esas mismas instalaciones y
posteriormente en una unidad experimental aislada localizada en Navafria (Ledn) donde,
ademaés de su alojamiento, se realizaron las inmunizaciones y la infeccion experimental.
La inspeccidn post mortem y la toma de muestras de los cerdos infectados fue llevada a

cabo en la sala de necropsias de la Facultad de Veterinaria de la ULE.

Los estudios de poblaciones celulares sanguineas mediante citometria de flujo
se desarrollaron en laboratorios del grupo de “Inmunologia Porcina” del Instituto
Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) en Madrid y en el

Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la ULE.

3.2. MICROORGANISMOS

3.2.1. Haemophilus parasuis

Se utilizd la cepa Nagasaki, cepa de referencia para el serotipo 5 (Kielstein &
Rapp-Gabrielson, 1992).

3.2.2. Escherichia coli

Se utilizaron las siguientes cepas:
e Cepa TOP10 (Invitrogen): F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15

AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG
o Cepa LMG194 (Invitrogen): F- AlacX74 gal E thi rpsL AphoA (Pvu Il) Aara714

leu::Tnl0

61



3.3. ANIMALES

3.3.1. Conejos
Los estudios de caracterizacion inmunogenica de las proteinas recombinantes se
Ilevaron a cabo sobre 12 conejos de raza New Zealand (Charles River) machos, de tres

meses de edad.

3.3.1. Cerdos privados de calostro

La infeccion experimental con H. parasuis y la valoracion de la capacidad
protectora de las proteinas recombinantes se realizaron sobre cerdos privados de calostro
materno, de cruce Landrace x Duroc, procedentes de una explotacion de alto estatus
sanitario localizada en Villaveza del Agua (Zamora). EI numero de animales utilizados
fue de 45.

3.4. PRODUCTOS Y REACTIVOS

3.4.1. Productos y reactivos microbioldgicos generales

3.4.1.1. Medios de cultivo de Haemphilus parasuis

El cultivo en placa de H. parasuis fue realizado en agar chocolate con Vitox
(Thermo Scientific, PO5090A). El cultivo liquido se llevo a cabo en caldo PPLO
(Pleuropneumonia-like organism) (Laboratorios Conda, 1262) suplementado con D-
glucosa (Sigma-Aldrich, G7528), a una concentracion final del 0,075% y con NAD
(dinucledtido de B-nicotamida y adenina) (Sigma-Aldrich, N7004), a una concentracion
final de 150 uM.
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3.4.1.2. Medios de cultivo de Escherichia coli

El cultivo en placa de las diferentes cepas de E. coli fue realizado en agar LB
(Luria-Bertani) (Laboratorios Conda, 1083) suplementado, cuando fue necesario, con
ampicilina (Sigma-Aldrich, A9518), a una concentracion final de 100 pg/ml. El cultivo
liquido se llevo a cabo en caldo LB (Laboratorios Conda, 1231) suplementado, en caso
de ser necesario, con ampicilina a una concentracién final de 100 pg/ml y/o L-arabinosa
(Sigma-Aldrich, A3256), a diferentes concentraciones. Durante los procesos de
transformacion de la cepa TOP10 se utilizé el medio SOC (Super Optimal broth with
Catabolite repression) (Thermo Scientific, 15544034).

3.4.1.3. Medio de congelacion de bacterias

El medio utilizado para almacenar y conservar bacterias a -80 °C fue preparado
disolviendo leche descremada en polvo (Sigma-Aldrich, 70166) al 5%, junto con triptona
(Thermo Scientific, LP0042B) al 2,5% y glicerol (VWR Chemicals, 24386.298) al 20%,
en agua MilliQ. Fue esterilizado mediante autoclave en un ciclo de 110 °C, 20 minutos y
1 atmasfera de presion. Posteriormente, se repartio en alicuotas de 1 ml y se conservo a

-20 °C hasta su uso.

3.4.1.4. Medio de indculo para el desafio con Haemophilus parasuis

Para la infeccion experimental de los cerdos privados de calostro, se resuspendio
la masa microbiana de H. parasuis en medio RPMI-1640 esteéril, con bicarbonato sodico
y sin L-glutamina (Sigma-Aldrich, R0883).

3.4.1.5. Solucidn salina estéril (SSE) (NaCl 154 Mm)

Se prepard disolviendo 9 g de NaCl (Sigma-Aldrich, S7653) en 1 litro de agua
MilliQ y se esteriliz6 en autoclave en un ciclo de 110 °C, 20 minutos y 1 atmdsfera de

presion.
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3.4.1.6. Soluciones de stock de suplementos para medios de cultivo

D-glucosa (50 %)

Se preparo disolviendo 50 g de D-glucosa (Sigma-Aldrich, G7528) en 100 ml de
agua MilliQ vy se esterilizd con filtros de acetato de celulosa con un tamafio de poro de
0,2 um (VWR, 514-0061). Se almacen6 a 4 °C.

Dinucleédtido de B-nicotinamida y adenina (NAD) (20 mg/ml)
Esta solucion se preparo disolviendo 200 mg de NAD (Sigma-Aldrich, N7004)
en 10 ml de agua MilliQ. Después se esterilizo con filtros de acetato de celulosa con un

tamafo de poro de 0,2 um, se reparti6 en alicuotas de 1 ml y se almacend a -20 °C.

Solucién de ampicilina (100 mg/ml)

Se disolvio 1 g de ampicilina (Sigma-Aldrich, A9518) en 10 ml de agua MilliQ.
Se esterilizé con filtros de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0,2 um, se
repartio en alicuotas de 1 ml y se almacen6 a -20 °C.

Solucién de L-arabinosa (20%)

Se preparo disolviendo 20 g de L-arabinosa (Sigma-Aldrich, A3256) en 100 ml
de agua MilliQ. Se esterilizé con filtros de acetato de celulosa con un tamafio de poro de
0,2 um (VWR, 514-0061) y se almacen¢ a 4 °C.

Solucién de 2,2’-dipiridilo (50 mM)
Se disolvieron 156 mg de 2,2"-dipiridilo (Sigma-Aldrich, D216305) en 20 ml de
agua MilliQ. Posteriormente se esterilizo con filtros de acetato de celulosa con un tamarfio

de poro de 0,2 um, se alicuotd en volumenes de 1 ml y se conservo congelado a -20 °C.

3.4.2. Productos y reactivos para procedimientos con acidos nucleicos

3.4.2.1 Cebadores

Los cebadores (Roche) utilizados se enumeran en la Tabla de la pagina siguiente.
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NOMBRE DIANA SECUENCIA
trx pBAD/Thio-TOPO TTCCTCGACGCTAACCTG
pbadfw pBAD/Thio-TOPO ATGCCATAGCATTTTTATCC
pbadrv pBAD/Thio-TOPO GATTTAATCTGTATCAGG
nlp2 Gen OmpP2 de H. parasuis GATTTTGATGGTCAATTGCGTC
rp2 Gen OmpP2 de H. parasuis CCATAATACACGTAAACCAACACC
nlp5 Gen OmpP5 de H. parasuis GCTAAAGCTGGTTGGGCAACATTC
rps Gen OmpP5 de H. parasuis CATAGAAACTTCTTTTGAACCTTGAACTTGG
nd15 Gen OmpD15 de H. parasuis TCAGCACTTATTGAGCATTACC
cd15 Gen OmpD15 de H. parasuis TGTCAAAGTCCCTTCTGT
hpsfw rDNA 16S de H. parasuis GTGATGAGGAAGGGTGGTGT
hpsrv rDNA 16S de H. parasuis GGCTTCGTCACCCTCTGT
cycf Gen de la ciclofilina porcina CCTGAACATACGGGTCCTG
cycr Gen de la ciclofilina porcina AACTGGGAACCGTTTGTGTTG
mcpf Gen de la MCP-1 porcina ACCAGCAGCAAGTGTCCTAAAG
mcpr Gen de la MCP-1 porcina GTCAGGCTTCAAGGCTTCGG
tnff Gen del TNF-a porcino CCTCTTCTCCTTCCTCCTG
tnfr Gen del TNF-a porcino CCTCGGCTTTGACATTGG
ilif Gen de la IL-1p porcina GGCCGCCAAGATATAACTGA
il1r Gende lalL-1p porcina GGACCTCTGGGTATGGCTTTC
il6f Gen de la IL-6 porcina TGGCTACTGCCTTCCCTACC
il6r Gen de la IL-6 porcina CAGAGATTTTGCCGAGGATG
i18f Gen de la IL-8 porcina TTCGATGCCAGTGCATAAATA
il8r Gen de la IL-8 porcina CTGTACAACCTTCTGCACCCA
14f Gen del CD14 porcino ACCACCCTCAGACTCCGTAATG
14r Gen del CD14 porcino TTGCGCCACTTTCAGTACCTT
163f Gen del CD163 porcino GCCTGTCTCATCGCATTCCT
163r Gen del CD163 porcino GGATTTAGCATATCCGTTTCATCTG
ti2f Gen del TLR2 porcino TCACTTGTCTAACTTATCATCCTCTTG
tl2r Gen del TLR2 porcino TCAGCGAAGGTGTCATTATTGC
tl4f Gen del TLR4 porcino GCCATCGCTGCTAACATCATC
tl4r Gen del TLR4 porcino CTCATACTCAAAGATACACCATCGG
tI5F Gen del TLR-5 porcino CAGCGACCAAAACAGATTGA
TI5r Gen del TLR-5 porcino TGCTCACCAGACAGACAACC

Tabla 7 : Cebadores utilizados en esta Tesis Doctoral

Las parejas de cebadores nlp2-rp2, n1p5-rp5 y nd15- rd15 se utilizaron para
amplificar los genes de las proteinas que se caracterizaron inmunoldgicamente. Ademas,
también se usaron para seleccionar los transformantes correctos en la PCR post-
transformacion y en la secuenciacion. Los cebadores trx, pbadfw y pbadrv se emplearon
en la secuenciacion de transformantes; igualmente, pbadrv se empled en la PCR de
seleccion de transformantes. Los cebadores hpsfw y hpsrv se utilizaron para la

confirmacion de aislamiento de H. parasuis después de la infeccion experimental. Los
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restantes cebadores se emplearon durante el estudio de expresion diferencial de genes

relacionados con la respuesta inmune mediante PCR en tiempo real.

3.4.2.2. Vector de clonacion

Los genes de las proteinas objeto de estudio fueron clonados y expresados en el
vector pBAD/Thio-Topo, utilizando el “pBAD/TOPO® ThioFusion™ Expression Kit”
(Invitrogen, K370-01).

3.4.2.3. PCR convencional

3.4.2.3.1. Amplificacidn de los genes de las proteinas

Reactivos utilizados:
e “Platinum® Taq DNA Polymerase” (Invitrogen, 10966-026), con Taq

polimerasa, tamp6n 10x y cloruro magnésico 50 mM

e Mezcla de desoxinucle6tidos, 10 mM cada uno (Biotools, 20.038)

3.4.2.3.2. Amplificacion del gen codificante de ARN ribosémico 16S para la deteccion
de Haemophilus parasuis
Reactivos utilizados:
o “Biotools DNA Polymerase” (5 U/ul) (Biotools, 10.043), con Taq polimerasa
y tampén 10x

e Mezcla de desoxinucle6tidos, 10 mM cada uno (Biotools, 20.038)

3.4.2.4. PCR en tiempo real
Reactivos utilizados:

e “SG gPCR Master Mix (2x) Kit” (Eurx, E0401-03), que contiene una

mezcla lista para usar de Taq polimerasa, SYBR Green, tampon y

desoxinucleotidos
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3.4.2.5. Extraccion de acidos nucleicos (ADN o ARN)

Para la extraccion de ADN genémico de H. parasuis se utilizé el Kit “Wizard®
Genomic DNA Purification” (Promega, A1125). Para la extraccion de ADN plasmidico
de transformantes de E. coli se utilizo el kit “Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (Promega, A1460). Para la extraccion de ARN bacteriano se utilizd
el “High Pure RNA Isolation Kit” (Roche, 11 828 665 001). Por ultimo, para la extraccion
de ARN de drganos y tejidos porcinos se utilizd el “RNeasy® Plus Mini Kit” (Qiagen,
74136).

3.4.2.6. Purificacion de productos de PCR

Se utilizo el kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega,
A9281).

3.4.2.7. Eliminaciéon de ADN gendmico en muestras de ARN

En el caso de las muestras de ARN bacteriano se utilizé el “DNA-free™ Kit”
(Applied Biosystems, AM1906). Para las muestras de ARN porcino se utiliz6 el mismo
kit que para la retrotranscripcion, el “QuantiTect® Reverse Transcription Kit” (Qiagen,
205314).

3.4.2.8. Retrotranscripcion
Para la retrotranscripcion del ARN porcino se utilizé el “QuantiTect® Reverse
Transcription Kit” (Qiagen, 205314).

3.4.2.9. Electroforesis en gel de agarosa

Tampon TAE 10x
e 49,4 g de Trizma® base (Sigma-Aldrich, T1503)
e 11,42 ml de &cido acético glacial (Sigma-Aldrich, A6283)
e 20 ml de solucién preparada con EDTA (Panreac, 131669) 0,5 My pH =8
e Agua MilliQ hasta 1 litro

Para su uso se prepard TAE 1x diluyendo 1:9 en agua MilliQ.

67



Geles de agarosa

Se prepararon al 1% disolviendo 0,5 g de agarosa (Laboratorios Conda, 8014)
en 50 ml de tampdn TAE 1x.

Tampon de carga del ADN

Se utilizo el “6x DNA Loading Dye” (Thermo Scientific, R0611).

Marcador de peso molecular del ADN

Se utilizo el “GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder” (Thermo Fisher,
SM0321).

Tincion de acidos nucleicos

Se utilizo el producto RedSafe™ (Intron Biotechnology, 21141).

3.4.3. Productos y reactivos para procedimientos con proteinas

3.4.3.1. Extraccion, replegado y purificacion proteica

TBS (Tris-Cl 50 mM y NaCl 150 mM)
e 7,9 gde Trizma® hidroclorada (Sigma-Aldrich, T3253)
e 8,25 g de NaCl (Sigma-Aldrich, S7653)
e Agua MilliQ hasta 1 litro

Se ajusto su pH a 8.

Se trata de una formulacién diferente al TBS usado para los western blots.

Tampones de TBS-urea
e 7,9 gde Trizma® hidroclorada (Sigma-Aldrich, T3253)
e 8,25 g de NaCl (Sigma-Aldrich, S7653)
e Urea ( Sigma-Aldrich, U5378), a diferentes concentraciones finales (8 M, 6
M,4M,2M,1Mo0,5M) segun el caso
e Agua MilliQ hasta 1 litro
Se ajusto su pH a 8.
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Solucion stock de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (100 mM)

e 1,79 dePMSF (Sigma-Aldrich, P7626) en 100 ml de agua MilliQ.

Tampon de elucidn (imidazol 300 mM, L-arginina 400 mM)
e 0,79 g de Trizma® hidroclorada (Sigma-Aldrich, T3253)
e 0,83 g de NaCl (Sigma-Aldrich, S7653)
e 2 gdeimidazol (Sigma-Aldrich, 15513)
e 8,4 g de L-arginina monohidroclorada (Sigma-Aldrich, A5131)
e Agua MilliQ hasta 0,1 litros

Se ajusto su pH a 8.

3.4.3.2. Cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC)
Como gel de afinidad se utilizd el “HIS-Select® Nickel Affinity Gel” (Sigma-
Aldrich, P6611) y como columnas de cromatografia, las Econo-Pac® (Bio-Rad, 7321010).

3.4.3.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsufalto sodico (SDS-
PAGE)
Los geles utilizados para la electroforesis en gel de (SDS-PAGE) tuvieron una
concentracion de acrilamida/bis-acrilamida del 12 % (gel separador) y del 5 % (gel
concentrador). Fueron preparados afiadiendo los diferentes componentes en las

cantidades indicadas en la siguiente Tabla:
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(TEMED) (Sigma-Aldrich, T9281)

GEL GEL
CONSTITUYENTES
SEPARADOR CONCENTRADOR
Agua MilliQ 4.125 ml 1.75 ml
Solucidn de acrilamida/bis-acrilamida al
) ) 5ml 4125 pl
30 % (Sigma-Aldrich, A3574)
Tris-HCI Buffer 1,5 M, pH 8,8
3.125 ml -
(Bio-Rad, 161-0798)
Tampon Tris-HCI,5 M, pH 6.8
. - 312,5 pl
(Bio-Rad, 161-0799)
Solucioén de dodecilsulfato sédico (SDS)
) ) 125 pl 25 ul
(Sigma-Aldrich, L5750) al 10 % en agua
Solucioén de persulfato amonico (Sigma-Aldrich,
125 ul 25 ul
A3678) al 10 % en agua
N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine
5ul 2,5 ul

Tabla 8: Geles de poliacrilamida. Cantidades necesarias para la obtencion de 2,5 geles.

Tampon de electroforesis 5% (TRIS 125 mM, glicina 960 mM y SDS al 0,5%)
e 15 g de Trizma® base (Sigma-Aldrich, T1503)
e 72 gde glicina (Sigma-Aldrich, G8898)

e 5 gde solucion de dodecilsulfato sédico (SDS) (Sigma-Aldrich, L5750)

e Agua MilliQ hasta 1 litro
Se ajusto su pH hasta 8,3.

Tampon de electroforesis 1x (TRIS 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1%)

Se prepar6 diluyendo 1:4 el tampdn de electroforesis 5x.

Tampon de carga de proteinas

Se utilizo el “2x Laemmli Sample Buffer” (Bio-rad, 161-0737).

Marcador de pesos moleculares de las proteinas

Se utilizd el “Precision Plus Protein™ Standards Dual Color” (Bio-rad, 161-

0374).
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Solucidn de tenido
e 1 gde azul de Coomassie
e 400 ml de metanol (Sigma-Aldrich, 32213)
e 100 ml de &cido acético glacial (Sigma-Aldrich, A6283)
e Agua MilliQ hasta 1 litro

Solucidn de desteiido
e 400 ml de metanol (Sigma-Aldrich, 32213)
e 100 ml de &cido acético glacial (Sigma-Aldrich, A6283)
e Agua MilliQ hasta 1 litro

3.4.3.4. Western Blot

Tampon de transferencia 10x (TRIS 250 mM, glicina 1,92 M)
e 30 g de Trizma® base (Sigma-Aldrich, T1503)
e 144 g de glicina (Sigma-Aldrich, G8898)
e Agua MilliQ hasta 1 litro

Tampon de transferencia 1x (TRIS 25 mM, glicina 192 mM, metanol al 20%)
e 100 ml de tampon de transferencia 10x
e 200 ml de metanol (Sigma-Aldrich, 32213)
e Agua MilliQ hasta 1 litro

Se prepar6 inmediatamente antes de su uso.

TBS 10x (TRIS 190 mM, NaCl 1,37 M, KCI 25 mM)
e 30 g de Trizma® hidroclorada (Sigma-Aldrich, T3253)
e 80 g de NaCl (Sigma-Aldrich, S7653)
e 2 gde KCI (Sigma-Aldrich, P9541)
e Agua MilliQ hasta 1 L

Se ajusto su pH a 8.

Se trata de una formulacion diferente al TBS utilizado durante la extraccién

proteica.
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TBS 1x con leche descremada al 5% (TRIS 19 mM, NaCl 137 mM, KCl 2,5 mM vy leche

descremada al 5%)
e 10 mlde TBS 10x
e 5 gde leche descremada en polvo (Sigma-Aldrich, 70166)
e Agua MilliQ hasta 100 ml

Utilizado para el bloqueo de la membrana y para la dilucion de los anticuerpos.

Tampon de lavado de la membrana
e 0,5 ml de Tween® 20 (Sigma-Aldrich, P1379)
e 100 ml de TBS 10x
e Agua MilliQ hasta 1 litro

Membrana de transferencia

¢ Membrana de nitrocelulosa (Thermo Scientific, 88018)

Anticuerpos comerciales conjugados con la enzima peroxidasa
e Anticuerpo anti IgG de conejos, producido en cabra y conjugado a
peroxidasa (Sigma-Aldrich, A6154)

e Anticuerpo anti IgG de cerdo, producido en conejo y conjugado a peroxidasa
(Sigma-Aldrich, A5670)

Sustrato de la enzima peroxidasa

e “Pierce® ECL Plus Western Blotting Substrate” (Thermo Scientific, 32132).

Pelicula de revelado

e “Amersham Hyperfilm® ECL” (GE Healthcare, 28906836).
Liquidos para revelado de pelicula

e Revelador (Rodinal, AGFA)
e Lavado (Agua destilada)
e Fijador (Agefix, AGFA)
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3.4.4. Productos y reactivos para la preparacion de los antigenos

vacunales

Adyuvante
Se utiliz6 Montanide IMS 2215 VG PR (Seppic, 36031P).

Tampodn acetato sédico (0,1 M, pH 6)

e 0,82 g de acetato sédico (Panreac, 131633)

e Agua MilliQ hasta 100 ml

e SeajustosupHab

Se esterilizo6 utilizando filtros de acetato de celulosa, con un tamafio de poro de
0,2 um (VWR, 514-0061).

3.4.5. Productos y reactivos para citometria de flujo

3.4.5.1 Aislamiento de células mononucleares sanguineas de sangre periférica

(PBMCs)

Gradiente de concentracion

Se utilizo Histopaque ®-1077 (Sigma-Aldrich, 10771).

Solucién de lavado
e 20 ml de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich, F2442).
e “Dulbecco’s phosphate buffered saline” (DPBS) modificado sin CaClz ni
MgCl> (Sigma-Aldrich, D8537), hasta 1 litro.
Se trata de productos estériles, mezclados bajo condiciones asépticas en cabina

de seguridad bioldgica.

Medio de congelacion

e 10 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, D2650).
e 90 ml de suero fetal bovino (Sigma-Aldrich, F2442).

Se trata de productos estériles, mezclados bajo condiciones asépticas en cabina

de seguridad bioldgica.
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3.4.5.2. Tincion de PBMCs para su recuento al microscopio
Solucién de azul de tripan 10x (stock)
e 1,25 gde azul de tripan (Sigma-Aldrich, T6146).
e “Phosphate buffered saline” (PBS) sin calcio ni magnesio (Lonza, BE17-
516Q), hasta 100 ml.

Solucidn de azul de tripan 1x (solucién de uso)

Se diluyd la solucion anterior en PBS hasta una proporcion 1:9. Se filtro
posteriormente a traves de filtros de acetato de celulosa, con un tamafio de poro
de 0,2 um de diametro (VWR, 514-0061).

3.4.5.3. Tampones para citometria de flujo
Solucion de azida sédica al 10% en PBS (stock)
e 1 gde azida sodica (Sigma-Aldrich, S2002).

e “Phosphate buffered saline” (PBS) sin calcio ni magnesio (Lonza, BE17-
516Q), hasta 10 ml

Tampén FACS (BSA al 0,1%, azida sédica al 0,01%)
e 1 gde albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, A9647).
e 1 ml de azida sodica al 10 % en PBS.
e “Phosphate Buffered Saline” (PBS) sin calcio ni magnesio (Lonza, BE17-
516Q), hasta 1 litro.

Se esterilizo con filtros de 0,45 um y se conservé a 4 °C.

Tampoén FACS-fijador (BSA al 0,1%, azida sédica al 0,01%, formaldehido al 0,1%)
e 1 gde albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, A9647).
e 1 mlde azida sodica al 10 % en PBS.
e 2,7 ml de formaldehido al 37% en agua (Sigma-Aldrich, 252549).
e “Phosphate buffered saline” (PBS) sin calcio ni magnesio (Lonza, BE17-
516Q), hasta 1 litro.

Se esterilizo con filtros de 0,45 um y se conservo a 4 °C.
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3.4.5.4. Anticuerpos empleados en citometria de flujo

Anticuerpos primarios

ABREVIATURA CLON DIANA ISOTIPO REFERENCIA
aTLR2-1gG1 1H11 TLR-2 porcino IgG1 de ratén Alvarez et al., 2008
aTLR4-IgM 3H3 TLR-4 porcino IgM de ratén Alvarez et al., 2006

aSIGLEC1-lgG2a 1F1/CR4  Siglec-1 porcino IgG1 de ratén Revilla et al., 2009

aSIGLEC3-1gG1 5D5 Siglec-3 porcino IgG1 de ratén Alvarez et al., 2015
aSIGLEC5-1gG1 4F7 Siglec-5 porcino IgG1 de ratén Escalona et al., 2014
aSIGLEC10-I1gG1 2E9 Siglec-10 porcino IgG1 de ratén Escalona et al., 2015
aCD163-IgG2a  1C6/BM CD163 porcino lgG2a de ratdn Pérez et al., 2008
aCD163-1gG1 2A10/11  CD163 porcino IgG1 de ratén Sanchez et al., 1999
oPMN-IgG2a 6D10 Granulocitos IgG2a de raton Pérez et al., 2007
0CD172a-lgG2b 74-22-15a CD172a porcino IgG2b de ratdn Pescolv;t824et al.

Tabla 9: Anticuerpos primarios empleados en la citometria de flujo. Todos ellos fueron

sobrenadantes producidos y cedidos por el grupo de Inmunologia Porcina del Instituto

Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA).

Anticuerpos primarios irrelevantes

Tabla 10: Anticuerpos irrelevantes primarios
empleados en la citometria de flujo. Todos ellos,
excepto el 7E10 que era comercial, fueron

sobrenadantes producidos y cedidos por el Grupo

CLON ISOTIPO
4B9 IgG1 de ratén
1D9 lgG2a de ratdn
3E4 IgG2b de ratén
7E10 IgM de raton

Anticuerpos secundarios conjugados

de Inmunologia Porcina del INIA.

ABREVIATURA DIANA ORIGEN  CONJUGADO CASA COMERCIAL
RAM-IgG1-Fitc  IgG1 de ratén Rata FITC BD F::Sr_”;;ge”
RAM-IgGl-Fitc  IgG1 de ratén Rata FITC Soutgizz_%g;eCh

GAM-lgG2a-Fitc  IgG2aderatén  Cabra FITC 50”?1‘8;’(‘)_%;;“*‘

GAM-IgG2a-APC  IgG2aderatén  Cabra APC 50”?1‘82’8_31?;““

GAM-IgG2b-APC  IgG2b de ratén Cabra APC Sou’;?g;rcl)_li'lii;ech
GAM-IgM-Fitc IgM de ratén Cabra FITC Sout?g;r(l)_s(')icz);cech

Tabla 11: Anticuerpos secundarios conjugados empleados en la citometria de flujo.
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3.4.6. Productos y reactivos para la técnica ELISA

3.4.6.1. Tampones y soluciones

Tampon fosfato salino con Tween-20, para lavado (NaCl 0,131 mM, Na,HPO, 1,7 mM, KH;PO,
2 mM y Tween-20 al 0,25%)

e 7,65 g de NaCl (Sigma-Aldrich, S7653).

e 0,24 g de NaoHPO4 (Panreac, 131679).

e 0,27 g de KH2PO4 ((Sigma-Aldrich, P5379).

e 2,5 ml de Tween®-20 (Sigma-Aldrich, P1379).

e Agua MilliQ hasta 1 litro.

Tampon carbonato para tapizado de las placas (Na,CO; 150 mM, Na;HPO,4 1,7 mM, KH,PO, 2
mM y Tween-20 al 0,25%, pH 9,6)
e 3,18 g de Na.CO:s.
e 5,86 gde NaHCO:s.
e Agua MilliQ hasta 200 ml.
Se ajusto el pH a 9,6. Se esteriliz6 con filtros de acetato de celulosa, con un

tamano de poro de 0,2 um y se conservd a 4 °C hasta su utilizacion.

Tampoén de bloqueo y dilucion de los anticuerpos (TBS-Tween-20 + leche al 5%)
e 5 gde leche descremada en polvo (Sigma-Aldrich, 70166).
e 100 ml de PBS-Tween-20.

Solucion de acido citrico al 0,1 M
¢ 0,384 g de CeHsO7.
e 20 ml de agua MilliQ.

Se prepar6 inmediatamente antes de su uso.
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Tampon de citrato / acetato (acetato sédico 100 mM, pH 6)

Se disolvieron 0,82 g de acetato sodico en 80 ml de agua MilliQ. Se ajusto el pH
a 6 con una solucion de acido citrico al 0,1 M y se enrasé hasta los 100 ml con agua
MilliQ. Se esterilizd con filtros de acetato de celulosa, con un tamafio de poro de 0,2 pm

y se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

Solucién de TMB (40 mM) en DMSO
e 0,19de 3,3'5,5-tetrametilbencidina (TMB).
e 10 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, D2650).

Se conservo en oscuridad a temperatura ambiente.

Solucién de sustrato para la peroxidasa (volumen suficiente para una placa de ELISA)

e 10 ml de tampdn acetato / citrato
e 0,1 ml de solucion de TMB
e 3 uldeH0:;

Se prepar6 inmediatamente antes de su uso.
Solucion de frenado (H2SO4, 1 M))

e 5,67 ml de H2SO4 al 96 % (Panreac 131058).
e 94,33 ml de agua MilliQ.

3.4.6.2. Anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa

e Anticuerpo anti-lgG de conejos, producido en cabra y conjugado a
peroxidasa (Sigma-Aldrich, A6154).

e Anticuerpo anti-1gG de cerdo, producido en conejo y conjugado a peroxidasa
(Sigma-Aldrich, A5670).
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3.5. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS “ON-LINE” Y PROGRAMAS
INFORMATICOS

3.5.1. Estudio y clonaje de las proteinas OMP P2, P5y D15

Base de datos de secuencias
Las secuencias de los genes y proteinas estudiadas fueron obtenidas de la base
de datos “GenBank” del National Institute of Health

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), de los Estados Unidos de América.

Prediccion de dominios
Se utilizd la herramienta “InterProScan” para encontrar dominios en las

proteinas estudiadas. Herramienta accesible en la pagina http://www.ebi.ac.uk/interpro/.

Prediccidn de péptidos seiial
Se utilizé el servidor “SignalP 4.1”, el cual permite predecir la localizacion de

péptidos sefial. Accesible en la pagina http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/.

Estudio del barril B de las proteinas de membrana externa

Para conocer las regiones de las proteinas de membrana externa expuestas al
exterior se utilizd el programa “PRED-TMBB”, herramienta accesible en
http://bioinformatics.biol.uoa.gr/PRED-TMBB/.

Prediccidn de epitopos
Se utilizé la herramienta “ProPred-17, disponible en
http://www.imtech.res.in/raghava/propredl/.

Diseio de los cebadores
Se utilizé el programa “Oligo Calc”, tanto para el disefio de las secuencias de los
cebadores como para el calculo de las temperaturas de fusion. Se encuentra accesible en

la pagina web http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html.
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Alineamiento de secuencias

Se utilizé el programa “Lalign”, que permite la realizacion de alineamientos
entre dos secuencias de &cidos nucleicos o de proteinas. Accesible en el portal del servidor
ExXPASYy (http://www.expasy.org).
Traduccién de las secuencias nucleotidicas a secuencias aminoacidicas

Se utilizo el programa “Translation utility”, herramienta de la Universidad de

Ghotenburg. Accesible en la pagina http://bio.lundberg.gu.se/.

Cdlculo de las secuencias reversas complementarias
Se utilizd el programa “Reverse Complement”, herramienta accesible en

http://www.bioinformatics.org/sms/index.html.

Prediccion del peso molecular de las proteinas
Se utilizd6 la herramienta “Protein Molecular Weight”, accesible en

http://www.ualberta.ca/~stothard/javascript/protein_mw.html.

3.5.2. Citometria de flujo

Para seleccionar una correcta combinacion de fluorocromos, en funcion de los
filtros y  laseres  del citometro, se utilizo la  pagina  web

http://m.bdbiosciences.com/us/s/spectrumviewer.

3.5.2.1. Analisis de datos de la citometria de flujo

Para los analisis definitivos de los datos de citometria de flujo se utilizo el

programa “Flowjo® V10”.

3.5.3. PCR en tiempo real

El programa utilizado para las PCRs en tiempo real fue el “Realplex Software
V2.2”.
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3.5.4. Estudio del transcriptoma por RNA sequencing

Control de calidad de lecturas brutas
Para el control de calidad de las lecturas brutas se emple6 “FastQC”.

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)

Alineamiento con el genoma de referencia
Se realizd empleando “TopHat”.

(https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml)

Ensamblado y fusidn de transcritos y andlisis de genes expresados diferencialmente
Se empleo el paquete Cufflinks.

(http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/)

Localizacién celular de proteinas

Se emple6 la  herramienta web  “CELLO”  accesible

http://cello.life.nctu.edu.tw/

Identificacion de proteinas relacionadas con la patogenia

Se empled la herramienta “MP3” accesible

https://david.ncifcrf.gov/home.jsp

Andlisis de enriquecimiento funcional

Se emple6 el servidor web “DAVID” accesible

https://david.ncifcrf.gov/home.jsp
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3.5.5. Analisis estadisticos

Se utilizo el programa “SPSS” (IBM), utilizando en cada una de las técnicas
llevadas a cabo el estadistico adecuado. Para comprobar si los datos de los diferentes
estudios seguian o no una distribucién normal y asi poder seleccionar el estadistico mas
apropiado, se recurrio al test de Shapiro-Wilk, considerando que se seguia una

distribucion normal si el valor de p era superior a 0,05.

En el caso de la citometria se utilizé la prueba t de Student para muestras
relacionadas, al comparar las intensidades de expresion de los diferentes marcadores entre
antes y despues de la infeccion. En el caso de la PCR en tiempo real se empleo la prueba
t de Student para muestras independientes, al objeto de conocer si existian diferencias
significativas entre la expresion de los diferentes genes entre los animales no inmunizados

y los animales inmunizados con las tres proteinas.

Para los ELISAs se utilizé la prueba t de Student para muestras relacionadas, a
la hora de comparar la densidad dptica entre los diferentes tiempos o la prueba t de Student
para muestras independientes, cuando la prueba se realizaba entre dos grupos diferentes
de animales, en un mismo momento. Se tomo en cuenta la existencia de diferencias

significativas cuando el valor de p era inferior a 0,05.

Con los datos del RNA sequencing, las herramientas con las que se realizaron los
analisis de expresion diferencial de genes y de enriquecimiento funcional emplean un

test-t corregido mediante Benjamini- Hochberg.

3.6. PROTOCOLOS DE TECNICAS HABITUALES

3.6.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se realizaron utilizando una cubeta “Mini-PROTEAN® Tetra Cell” (Bio-Rad) y
una fuente de energia “PowerPac Basic” (Bio-Rad), con tampdn de electroforesis 1x. Las
muestras proteicas se diluyeron 1:1 en tampdn de carga. El volumen de carga en cada

pocillo fue de 15 pl de la mezcla anterior. La corriente utilizada durante las electroforesis

fue de 120 V durante 2 horas.

Al finalizar cada electroforesis, los geles fueron tefiidos mediante la incubacion

a temperatura ambiente durante varias horas en la solucion de tefiido, en un dispositivo
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que aplicaba un movimiento de oscilacion lento. Transcurrido ese tiempo se destifieron
incubandolos en una solucion de destefiido durante varias horas, retirando la solucion

cada vez que se consideraba saturada de colorante y remplazandola por una nueva.

3.6.2. ELISA indirecto

3.6.2.1. Tapizado de placas con las proteinas recombinantes

Con cada una de las proteinas recombinantes se tapizaron varias placas de
ELISA. Para ello se afiadi6 a cada pocillo de 100 ul de tampén carbonato de pH 9,6 con
10 pg de proteina recombinante (la dilucion de las proteinas en el tampdn carbonato se
llevd a cabo inmediatamente antes de proceder al tapizado). Se incubaron las placas
durante 2 horas a 37°C y luego toda la noche a 4°C, con oscilacion lenta. Transcurrido ese
tiempo se elimino el contenido de los pocillos y se efectuaron 3 lavados con PBS-Tween-
20. A continuacion, se bloquearon los pocillos mediante la incorporacion a cada uno de
200 pul de tampdn de bloqueo e incubando durante 2 horas a 37 °C, con movimiento de
oscilacion lento. Se elimind el contenido de los pocillos y se realizaron 3 lavados
adicionales con PBS-Tween20. Las placas tapizadas se utilizaron en el momento o se

congelaron a -20 °C hasta el momento de su utilizacién.

3.6.2.2. Tapizado de placas con bacterias inactivadas

Para proceder a la inactivacion de las bacterias se partio de un cultivo de la cepa
Nagasaki de H. parasuis en 200 ml de caldo PPLO enriquecido con glucosa 'y NAD, con
una densidad Optica de 0,4 a 600 nm de longitud de onda. Se centrifugd durante 20
minutos a 18.000x g a 7 °C para posteriormente resuspender el sedimento en 40 ml de
solucidn salina estéril. La inactivacion se llevé a cabo incorporando 4 ml de una solucién
de thimerosal al 1% (concentracién final del 0,1%) e incubando inicialmente durante 2
horas a 37 °C y después durante toda la noche a 4 °C, en ambos casos con movimiento de
oscilacion lento. Se ajusto la concentracion proteica con tampon carbonato de pH 9 a 13
ng/0,1 ml y se tapizaron las placas afiadiendo 13 pg de proteina a cada pocillo, siguiendo

el mismo procedimiento descrito en el apartado anterior.
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3.6.2.3. Adicidn de los sueros y conjugado: desarrollo del ELISA indirecto

El suero fue diluido en PBS-Tween-20 con leche descremada al 5%. Las
diluciones utilizadas se indican méas adelante, segin el caso. A cada pocillo se le
anadieron 100 pl de suero diluido y se incubaron las placas durante 1 hora a 37 °C y
movimiento de oscilacion lento. Con posterioridad, se realizaron 3 lavados con PBS-
Tween-20. A continuacion, se afiadieron a cada pocillo 100 pl del anticuerpo secundario
conjugado correspondiente, diluido convenientemente en PBS-Twen-20 con leche
descremada al 5%. Se volvieron a incubar las placas durante 1 hora a 37 °C con

movimiento lento de balanceo y se realizaron 3 ultimos lavados con PBS-Tween-20.

Para el revelado se anadio6 a cada pocillo 100 pl de la solucion del sustrato para
la peroxidasa, que contenia TMB y H20>, y se incub0 en oscuridad durante 1 minuto.
Para frenar la reaccion se afiadi6 a cada pocillo 50 pl de una solucion 1M de H.SO4. Por
ultimo, se efectud la lectura de la absorbancia a 450 nm en un espectrofotdmetro
“Multiskan Go” (Thermo Scientific).

3.6.3. Western blott

Para los western blots se realiz6 primeramente una electroforesis en gel de
poliacrilamida, sus bandas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, sobre la
que se realizo el western blot propiamente dicho. A continuacion se relatan los pasos

realizados en cada uno de los western.

3.6.3.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) previa

Previamente a cada western blott se realizaron 2 geles idénticos en SDS-PAGE,

destinando uno de ellos a ser tefiido y el otro a la realizacién del western blot.

3.6.3.2. Transferencia a membrana de nitrocelulosa

La membrana de nitrocelulosa y el gel se introdujeron en un casette de
transferencia, que fue insertado en una cubeta “Mini Potean II” (Bio-Rad) rellena de
tampon de transferencia 1x y conteniendo una camisa con hielo. Se aplicé una corriente
de 100 V durante 1 hora a 4 °C, recurriendo como fuente de alimentacion al dispositivo

“PowerPac Basic” (Bio-Rad).
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3.6.3.3. Bloqueo de membrana de nitrocelulosa

Inmediatamente después de realizar la transferencia, se bloque6 la membrana de
nitrocelulosa mediante su incubacién en TBS 1x con leche descremada al 5% durante 3
horas a 37 °C, o toda la noche a 4 °C, aplicando una oscilacion lenta. Posteriormente, se

lavé 4 veces con tampon de lavado de membrana.

3.6.3.4. Realizacion del Western blot

El suero se diluyd en TBS 1x con leche descremada al 5%, a una dilucién
adecuada, que se indica mas adelante segun el caso, y se utilizaron 20 ml de suero diluido
para incubar la membrana durante 60 o 90 minutos, a 37 °C y movimiento lento de
oscilacion. Transcurrida esta etapa, la membrana fue lavada 4 veces con tampén de lavado

de membrana.

Se incubd la membrana de nitrocelulosa en 20 ml de anticuerpo conjugado,
diluido convenientemente en TBS 1x con leche descremada al 5% durante 60 o 90
minutos, a 37 °C y movimiento de oscilacion lento. A continuacion, se volvieron a realizar

4 lavados.

Para revelar la membrana se afiadio el sustrato “Pierce® ECL Plus Western
Blotting”, segln las especificaciones del fabricante. En un cuarto oscuro, se colocoé la
membrana en un cassette de rayos X junto con una pelicula de revelado. Después de un
periodo de exposicion adecuado, la pelicula fue sumergida en solucién de revelado
durante no mas de 90 segundos, luego lavada con agua destilada y después en la solucién
de fijado. Por altimo, se lavo la pelicula con agua destilada.
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3.7. VALORACION DE TRES PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE
LA CEPA NAGASAKI DE Haemophilus parasuis COMO
ANTIGENOS VACUNALES CONTRA LA ENFERMEDAD DE GLASSER
EN CERDOS

3.7.1. Produccion de proteinas de membrana externa recombinantes

3.7.1.1. Estudio bioinformatico preliminar de las proteinas

Previamente al disefio de los cebadores se realiz6 un estudio por medio de
herramientas bioinformaticas para recabar informacion sobre las proteinas que se
deseaban clonar. Las secuencias aminoacidicas de las proteinas OmpP2 y OmpP5 de la
cepa Nagasaki de H. parasuis se obtuvieron a partir de la base de datos del “Genbank”,
con sus numeros de acceso ACX55073.1 y EPZ99109.1, respectivamente. En el caso de
la OmpD15, al no estar secuenciada en la cepa Nagasaki, se trabajo inicialmente con la

secuencia de la cepa SH0165, con el nimero de acceso ACL32859.1.

Con las tres secuencias proteicas se realizd una busqueda por homologia de
secuencia de los dominios més probables, utilizando el programa InterProScan. También
se confirmd su localizacion en la membrana externa con el programa “PSORTb”. En las
regiones transmembrana de barril B se buscaron los lazos expuestos al espacio
extracelular con el programa “PRED-TMBB” y, sobre ellos se llevd a cabo una prediccién

de epitopos, mediante el uso de la herramienta “ProPred-1".

Finalmente, se realiz6 una comparacion entre las cepas Nagasaki y SH0O165, en
cuanto a la prediccion de epitopos sobre los lazos extracelulares en las proteinas OmpP2
y OmpP5 (nimeros de acceso respectivos para la cepa SH0165: ACL31860.1 y
ACL33726.1). Esta comparacion también se llevé a cabo, posteriormente, en la OmpD15,

una vez que se obtuvo su secuencia en la cepa Nagasaki.

3.7.1.2. Cultivo de Haemophilus parasuis para la extraccion de su ADN

El cultivo de la cepa Nagasaki de H. parasuis se realizd en agar chocolate,
incubando entre 24 y 48 horas a 37 °C, con un 5% de CO.. Después de obtener colonias

aisladas, se resembraron en caldo PPLO suplementado con glucosa y NAD, para
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incubarse posteriormente toda la noche a 37 °C y 150 rpm. A partir de este crecimiento
en caldo, se extrajo ADN utilizando el “Wizard® Genomic DNA Purification Kit”,

siguiendo las especificaciones del fabricante.

3.7.1.3. Disefio de los cebadores y amplificacion de los genes

3.7.1.3.1. Diseiio de los cebadores

A partir de la base de datos “GenBank” se obtuvieron las secuencias de los genes
OmpP2 y OmpP5 de la cepa Nagasaki de H. parasuis, con numeros de acceso
HM172010.1 y HM172042.1, respectivamente, y del gen OmpD15 de la cepa SH0165,
con nimero de acceso CP001321.1 | :1243543-1245960. Utilizando el programa “Oligo
Calc”, se disefiaron los cebadores necesarios, tanto para la amplificacion de los
fragmentos génicos que se deseaban clonar, como para ser utilizados en la posterior
secuenciacion de los transformantes. Los cebadores disefiados para la amplificacion del
gen OmpP2 fueron los n1p2 y rp2; para el OmpP5, los n1p5y rp5, y para el OmpD15, los
nd15 y cd15 (Tabla 7).

3.7.1.3.2. Eleccion de la temperatura de anillamiento

El mismo programa fue utilizado para calcular las temperaturas de fusion, tanto
de los cebadores como de los amplicones resultantes, datos necesarios para el calculo de
la temperatura de anillamiento méas adecuada para la amplificacién de los fragmentos
génicos por PCR. Este calculo de la temperatura de anillamiento se llevd a cabo

aproximandose lo maximo posible a la siguiente formula:

Ta optima de anillamiento = 0.3 x T2 melting cebador més baja + 0.7 x T2 melting amplicon — 14.9

3.7.1.3.3. PCRs de amplificacion de los fragmentos génicos de interés

Las PCRs convencionales se realizaron en un termociclador “Mastercycler
Gradient” (Eppendorf). Las muestras consistieron en ADN de la cepa Nagasaki de H.
parasuis. La mezcla maestra para las PCR se preparé con los reactivos especificados

previamente, siguiendo la formula expuesta en la Tabla 12.
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REACTIVO VOLUMEN Tabla 12: Mezcla maestra de PCR

Agua libre de DNAsas 37,5 ul convencional para  amplificar
Tampon de la Taq polimerasa Spl genes a clonar. Se muestran los
MgCl. 15l volUmenes de reactivos que afadir
Cebador forward 1pl . .
para una UOnica reaccion de
Cebador reverse 1ul o
desoxinuclestidos 0,5 l amplificacion, con un volumen
Taq polimerasa (Platinum®) 0,5 ul final de 50 pl.
Muestra de ADN 3 ul

En el programa del termociclador se utilizé un paso de desnaturalizacion inicial
a 94 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion, anillamiento y
elongacion. En la desnaturalizacion de los ciclos se empled una temperatura de 94 °C
durante 1 minuto. En el paso de anillamiento de los ciclos, se aplicé durante 1 minuto una
temperatura de 56 °C para la amplificacion de OmpP2, o de 58 °C para la amplificacién
de OmpP5 y OmpD15. En el paso de elongacion de los ciclos se utilizé una temperatura
de 72 °C durante 3 minutos. Después de los ciclos se aplicd un paso de elongacién final
de 30 minutos a 72 °C.

Los tamafos correctos de los amplicones fueron confirmados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, utilizando una cubeta “MINI-SUB® CELL GT”
(Bio-Rad), una fuente de alimentacion “PowerPac Basic” (Bio-Rad) y el marcador de
peso molecular “GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder”.

3.7.1.4. Clonacidn de los fragmentos génicos amplificados en Escherichia coli

TOP10

El kit utilizado, tanto para la clonacién de los amplicones como para su expresion
fue el “pBAD/TOPO® ThioFusion™ Expression Kit”, que utiliza el vector “pBAD/Thio-
TOPO®”, plasmido que contiene un promotor Pgap y un gen araC con el fin de permitir
el control de la expresion mediante arabinosa. Ademas, posee un origen pUC para
permitir su replicacion en un gran nimero de copias en E. coli y porta el gen de resistencia
a la ampicilina, mediante el cual resulta posible la seleccion de las bacterias

transformadas.
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Este vector permite la expresion de la proteina de interés fusionada por su
extremo N-terminal a una HP-thioredoxina, lo que favorece la traduccién proteica de toda
la proteina de fusién resultante y, en algunos casos, la solubilizacion y purificacion. Por
su extremo C-terminal, la proteina de interés ira fusionada a un epitopo V5, para su
posterior reconocimiento mediante Western blot con anticuerpo comercial anti-V5 en
caso de ser necesario, y seguidamente a una cola de 6 histidinas para su purificacion
mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos (niquel) (Figura 5).
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Figura 5: Estructura del vector pBAD/Thio-TOPQ®.

3.7.1.5. Purificacion de amplicones
Previamente a su insercién en plasmidos, los productos de PCR procedentes de
las amplificaciones de los 3 fragmentos génicos fueron purificados con el kit “Wizard®

SV Gel and PCR Clean-Up System”, siguiendo las especificaciones del fabricante.

3.7.1.6. Insercidn de los fragmentos génicos en los vectores de expresion
Siguiendo las especificaciones del kit de clonacion, el producto de PCR
purificado de cada fragmento fue insertado en el vector, mediante la incubacion durante
5 minutos a temperatura ambiente, de una mezcla de vector pBAD/Thio-TOPO®, tampdn
comercial y producto de PCR. Una vez transcurridos los 5 minutos se paso la reaccion a

hielo para inmediatamente continuar con el siguiente paso, la transformacion.
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3.7.1.7. Transformacién de Escherichia coli TOP10

Se afiadieron 2 pl de la reaccion de insercion del paso anterior a un vial comercial
de células E. coli TOP10 competentes, previamente descongelado en hielo, y se incubd
en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se aplico un choque térmico de 1 minuto a
42°C, utilizando un bloque térmico, para inmediatamente sumergirlo en hielo. A
continuacion, se afladieron al vial 250 pl de medio de cultivo SOC disponiéndolo en un
agitador orbital, se incub6 durante 1 hora a 37 °C y 200 rpm. Transcurrido ese tiempo, se
sembraron en superficie 25, 75 y 150 ul de cultivo en SOC sobre placas de agar LB con
100 pg / ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. La siembra con
diferentes volimenes se realiz con el fin de asegurar que al dia siguiente se obtuvieran

placas con una densidad adecuada de colonias.

3.7.1.8. Seleccion de los transformantes de Escherichia coli TOP10

A las 24 horas de incubacion, se seleccionaron varias colonias aisladas y se
resembraron cada una en una placa de agar LB con ampicilina (100 ug/ml) y se volvieron
a incubar 24 horas a 37 °C. Una vez efectuado este pase, se selecciond una colonia de
cada placa, se resembré en 10 ml de caldo LB con ampicilina (100 pg/ml) y se incubo
durante toda la noche a 37 °C y 200 rpm para poder proceder a la extraccion de los

plasmidos.

Finalizada la incubacién y comprobado el crecimiento, se llevo a cabo la
extraccion plasmidica con el kit “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System”,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de plasmidos se verificaron

mediante PCR y electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Para estas PCRs se utilizé como cebador forward el de los fragmentos clonados
(n1p2 para el OmpP2, nlp5 para el OmpP5 y nd15 para el OmpD15) y como cebador
reverse el pbadrv, el cual hibrida corriente abajo de la sefial de parada del plasmido
recombinante. Esta combinacion de cebadores permitia conocer si los plasmidos
extraidos de las colonias de transformantes contenian el fragmento génico insertado en el
sentido correcto, debido a que la probabilidad de que el fragmento se insertara en el
sentido incorrecto era del 50 %.

En la PCR de seleccion de transformantes se utilizd la misma mezcla maestra

que la descrita con anterioridad para las amplificaciones de los fragmentos genéticos, a
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partir del ADN de H. parasuis, y un programa de termociclador practicamente idéntico,
con la Gnica diferencia de que la temperatura de anillamiento utilizada en este caso fue de
55°C.

Las muestras de plasmidos que resultaron positivas a la PCR fueron
secuenciadas utilizando el kit “Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied
Biosystems) y el secuenciador “Abi 3130xI Genetic Analyzer” (Applied Biosystems), en
el servicio del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Ledn. Los
cebadores seleccionados para la secuenciacion fueron los utilizados para la amplificacién
inicial de los fragmentos génicos (nl1p2 y rp2 para el vector con el gen OmpP2, n1p5 y
rp5 para el vector con el OmpP5 y nd15 y cd15 para el vector con el OmpD15), pbadrv,
citado anteriormente, y otros dos cebadores, trx y pbadfw, que hibridaban corriente arriba
del fragmento insertado. Con el uso de todos estos cebadores, se garantizaba cubrir con
dos lecturas, como minimo, la longitud total de los fragmentos insertados, incluyendo sus
regiones flanqueantes, lo cual resultaba necesario para verificar que no se perdiese el

marco de lectura ni la sefial de parada (Figura 6).
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TTTGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGATCCTACC
TGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAGAAATAATT
TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATACCCATGGGATCTGATAAAATTATTCATCTGACTG
ATGATTCTTTTGATACTGATGTACTTAAGGCAGATGGTGCAATCCTGGTTGATTTCTGGGCACA
CTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCTCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGC
AAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGATCACAACCCGGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCC
GTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAAAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACT
GTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGCTCTGGATCCGGTGATGAC
GATGACAAGCTCGCCCTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAGGGCGAGCTTGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCT
CTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACGGTCT
CCAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGC
AGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCATGCCGAACTC

Figura 6: Esguema de un fragmento de la secuencia forward del vector con la secuencia
génica de interés. La porcion en azul y verde se corresponderia con el marco de lectura abierto
de la proteina recombinante, indicandose la secuencia del fragmento génico clonado en verde
como sucesion de N, y las regiones que codifican las proteinas aportadas por el vector en azul,
HP-thioredoxina corriente arriba al inserto y epitopo V5, cola de histidinas y la sefial de parada
corriente abajo. Mediante el subrayado se destacan las regiones de hibridacion de los
cebadores, siendo la primera la correspondiente al cebador pbadfw; la segunda, al cebador trx;
la tercera, al cebador forward de la secuencia de interés (n1p2, nlp5 o nd15); la cuarta, al
cebador reverse de la secuencia de interés (rp2, rp5 o cd15) y la quinta, al cebador pbadrv.

Las cinco secuencias obtenidas para cada transformante fueron ensambladas y
alineadas con la secuencia esperada, con la finalidad de seleccionar aquel transformante
que no presentara fallos en su secuencia. El alineamiento se realizo utilizando el programa
“Lalign”. Los transformantes que resultaron correctos se conservaron a -80 °C en el medio

de congelacién citado anteriormente.
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3.7.1.9. Transformacion de Escherichia coli LMG194 con los vectores de

expresion

3.7.1.9.1. Preparacion de células competentes de Escherichia coli LMG194

Se afiadieron 300 pl de cultivo de una noche de E. coli LMG194 a 30 ml de caldo
LB, se cultivé en un agitador orbital a 37 °C y 200 rpm y se monitorizé la densidad Optica
a 600 nm, con un espectrofotdmetro “Multiskan Go” (Thermo Scientific). Al alcanzar
una densidad oOptica de entre 0,4 y 0,5 se incub0 el crecimiento en hielo durante 10
minutos. A continuacion, se centrifugd durante 10 minutos a 4 °C y 4.500x g, se elimind
el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 15 ml de CaCl, 50 mM frio (mantenido
en hielo). Se volvio a centrifugar durante 10 minutos a 4 °C y a 4.500x g y se resuspendio
el sedimento en 1,5 ml de CaCl, 50 mM frio para, a continuacion, incubar 3 horas en
hielo. Transcurrido ese tiempo, se afiadieron 0,48 ml de glicerol puro frio, y la mezcla se
repartio en alicuotas de 200 pl, que se conservaron por congelacion a -80 °C hasta su

utilizacion.

3.7.1.9.2. Trasnformacion de Escherichia coli LMG194 y seleccién de transformantes
Se anadieron 10 pl de vector (extraido del transformante de TOP10
correspondiente) a un vial con 200 pul de E. coli LMG194 competentes, previamente
descongelado en hielo. Se incubd 30 minutos en hielo y, a continuacion, se sometié a un
choque térmico de 42 °C durante 1 minuto. Seguidamente, se afiadié 1 ml de caldo LB y
se dispuso en un agitador orbital a 37 °C y 200 rpm durante 1 hora, antes de sembrar en
superficie 3 placas de agar LB con ampicilina (100 pg/ml), con volimenes de 25, 75 o
150 pl. Al dia siguiente, se seleccionaron varias colonias y se siguio con ellas el mismo
procedimiento que el descrito previamente para los transformantes de TOP10, es decir,
fueron validadas por PCR con el cebador forward del inserto y el cebador pbadrv. Las
muestras positivas fueron enviadas a secuenciar. Los transformantes correctos fueron

conservados por congelacion a -80 °C.
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3.7.1.10. Produccion de las proteinas recombinantes

A continuacién, se describen los procedimientos llevados a cabo para inducir y
extraer proteina recombinante a partir de un volumen de 600 ml de cultivo. Debe
advertirse que tuvieron que repetirse varias veces con cada una de las 3 proteinas, con el
fin de disponer de una cantidad suficiente, necesaria para llevar a cabo los estudios

posteriores.

3.7.1.10.1. Induccidn de la expresidén proteica

Se inocularon 6 ml de cultivo de 18 horas del transformante correspondiente de
E. coli LMG194 en 600 ml de caldo LB con ampicilina (100 pg/ml). Se incub6 a 37 °C y
200 rpm hasta obtener una densidad 6ptica a 600 nm de 0,4, aproximadamente. Alcanzada
esa densidad, para inducir la expresion proteica se afiadieron 2,25 ml de una solucion de
arabinosa al 20% hasta alcanzar una concentracion final del 0,075%, previamente
establecida como la de mayor rendimiento proteico, y se incub6 a 37°C y 200 rpm durante
2 horas. Transcurrido ese tiempo, se frend el crecimiento introduciendo el cultivo en

hielo.

3.7.1.10.2. Extraccion proteica

Todo el volumen del crecimiento se centrifugd durante 14 minutos a 18.000x g
y 4°C en una centrifuga “5810 R” (Eppendorf) y el sedimento resultante fue resuspendido
en un volumen final de 12 ml de TBS (Tris-Cl 50 mM y NaCl 150 mM). Se afiadieron
120 pl de solucién de stock de PMSF, para obtener una concentracion final de 1 mM. En
un sonicador “Barnson Sonifier” (WWR) se aplicaron 4 ciclos de 40 segundos sobre la
resuspension, incubando 1 minuto en hielo entre cada ciclo. Al terminar, se incub6 15

minutos en hielo y se centrifugo durante 7 minutos a 18.000x g y 4 °C.

El sobrenadante fue recogido como la fraccion proteica soluble mientras que el
sedimento fue resuspendido en 12 ml de TBS con urea 8 M e incubado 15 minutos en
hielo. A continuacion, se centrifugo la resuspension durante 7 minutos a 18.000x g y
4 °C para recoger el sobrenadante como fraccion proteica insoluble. Las fracciones
soluble e insoluble fueron estudiadas mediante SDS-PAGE para verificar la presencia de

la proteina de interés.
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3.7.1.10.3. Purificacion proteica mediante cromatografia de afinidad por iones
metdlicos inmovilizados (IMAC)

Debido a que las proteinas recombinantes portaban una cola de histidina, la
purificacion proteica pudo llevarse a cabo mediante una IMAC utilizando una resina con
niquel. Para ello, se afiadio la resina de afinidad a una columna de IMAC, de manera que
al apelmazarse se redujera hasta un volumen final de 4 ml. A continuacion, se equilibro
la resina mediante un lavado con 30 ml del mismo tampon que se utiliz6 previamente
para la extraccion proteica. Una vez equilibrada, se afiadié el extracto proteico a la

columnay se incubo durante toda la noche a 4 °C, con un movimiento lento de oscilacion.

A continuacion, se efectud la apertura de la columna, a fin de proceder a la
separacién del extracto. Posteriormente, se practicaron lavados consecutivos sin
agitacion, con 5 ml de TBS y concentraciones decrecientes de urea (6, 4, 2, 1y 0,5 M),
con el propdsito de ir disminuyendo progresivamente la concentracion de urea, mientras
se permitia la renaturalizacién de las proteinas fijadas a la resina. Finalmente, se llevo a

cabo un lavado en las mismas condiciones, con 60 ml de TBS, sin urea.

La elucion de las proteinas retenidas en la resina se realizd mediante la adicion
del tampon de elucion. Se practicaron 4 eluciones consecutivas con 4 ml de tampodn,
recogiendo cada una por separado. En cada elucién, mediante SDS-PAGE, se confirmé
la presencia de una banda purificada del tamarfio predicho para cada proteina, y ademas

se midio la concentracion proteica utilizando un “NanoDrop 1000” (Thermo Scientific).

Para lavar y reutilizar la resina se llevo a cabo una elucion con TBS con imidazol
500 mM y sucesivos lavados con un volumen total de 60 ml de TBS. La resina se recogio
en TBS con un 33% de etanol y se almacené a 4 °C para usos posteriores con la misma

proteina.

3.7.1.10.4. Reconocimiento de las proteinas recombinantes por sueros procedentes

de cerdos previamente expuestos a Haemophilus parasuis

Con el fin de comprobar si las proteinas recombinantes producidas eran
reconocidas por anticuerpos de cerdos previamente infectados con la misma cepa, se
llevaron a cabo ELISAs indirectos y western blots, enfrentando las proteinas

recombinantes a suero procedente de:
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o Cerdos previamente exouestos a H. parasuis mediante su vacubacion con la bacterina
comercial Porcilis® Glasser (Laboratorios Intervet), obtenida a partir de la cepa 4800
(mismo serotipo que la cepa Nagasaki) y, a continuacion, infectados

experimentalmente con la cepa Nagasaki, por via intratraqueal.
e Cerdos no vacunados ni infectados previamente a H. parasuis.

La comparacion entre grupos se realizé en dos momentos diferentes: cuando los
cerdos infectados todavia no lo habian sido y cuando ya habian sido sometidos a la
inmunizacion y posterior desafio. Ademas, para cada grupo también se efectud la
comparacion entre estos dos momentos, antes y después del contacto con el
microorganismo (en el caso del grupo expuesto). Los sueros utilizados en este ensayo
se mantenian almacenados a -20 °C y procedian de una infeccion experimental anterior
(Frandoloso et al., 2015a).

ELISA indirecto con sueros de cerdos previamente infectados con la bacteria y con sueros de
cerdos no expuestos

En placas tapizadas con las proteinas recombinantes se llevaron a cabo ELISAS
indirectos, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. El suero fue diluido 1/100 en
PBS-Tween-20 con leche descremada al 5%. El anticuerpo secundario utilizado fue un
anti 1gG de cerdo, producido en conejo y conjugado con peroxidasa, que se diluyd
1/10.000 en PBS-Tween-20 con leche descremada al 5%. Se empled suero de cuatro

cerdos infectados y de otros cuatro animales control.

Western blots con sueros de cerdos previamente infectados con la bacteria y con sueros de
cerdos no expuesto

Previamente se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida en las que se
visualizaron en un mismo gel las tres proteinas recombinantes, en paralelo. Los geles
resultantes fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa, en las que se llevaron a
cabo los Western blots, segin el protocolo descrito anteriormente. Los sueros de los
cerdos fueron diluidos 1/100 en TBS 1x con leche descremada al 5%, mientras que el
anticuerpo secundario (anti IgG de cerdo, producida en conejo y conjugada con

peroxidasa) fue diluido 1/10.000 en TBS 1x con leche descremada al 5%.
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3.7.2. Valoracion de la inmunogencidad de las proteinas recombinantes

en conejos

Previamente a la valoracion de la eficacia protectora frente a la enfermedad de
Glasser en el cerdo, su hospedador natural, se llevé a cabo una prueba en un modelo de
conejo, para comprobar la capacidad de las OMPs recombinantes de inducir la produccién

de anticuerpos especificos.

3.7.2.1. Descripcion del modelo animal

Las pruebas se llevaron a cabo en las instalaciones del animalario de la
Universidad de Leon, siguiendo las directrices del Comité de Etica y del Real Decreto
53/2013. El informe favorable obtenido, ratificado posteriormente por la Junta de Castilla

y Ledn, como resulta preceptivo, se correspondié con la referencia ULE-006-2015.

Se utilizaron cuatro grupos de tres conejos de raza New Zealand (Charles River),
de tres meses de edad, que fueron alojados en jaulas adecuadas y alimentados ad libitum.
Tres de los grupos fueron utilizados para valorar cada una de las OMPs recombinantes
por separado (un grupo para cada proteina), mediante tres inoculaciones por via
intramuscular espaciadas entre si tres semanas. El cuarto grupo fue utilizado como
control, siendo inoculado con un preparado identico al de los otros grupos, libre de

proteinas.

Inmediatamente antes de cada inmunizacion y una semana despueés de la ultima,
se llevaron a cabo extracciones de sangre a todos los animales para la obtencion de suero,
utilizando vacutainers sin aditivos (Becton Dickinson, 360910). Los sueros fueron
utilizados para la realizacion de ELISAs indirectos en placas tapizadas con las proteinas

recombinantes o con la bacteria entera (Figura 7).
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Figura 7: Cronograma por semanas de la prueba en conejos. Se indican las inmunizaciones y

extracciones de sangre realizadas a los conejos.

3.7.2.2. Preparacion de las dosis de antigeno
En cada inmunizacion se administr6 a todos los animales 1 ml de la emulsién
por via intramuscular, que fue preparada en una cabina de seguridad bioldgica, del

siguiente modo:

® 50 pg de la proteina recombinante correspondiente purificada, diluidos en 200 pl de
tampdn acetato sodico estéril (0,1 M, pH 6). Previamente a la dilucion, las proteinas

fueron esterilizadas por filtracion, a través de un poro de 0,2 pum.

¢ 800 pul de adyuvante Montanide IMS 2215 VG PR.

3.7.2.3. Obtencion de los sueros

Las muestras de sangre se procesaron para la obtencién de sueros mediante
incubacion durante 4 horas a 4°C y centrifugacion posterior, durante 10 minutos a
3.220 x g. Los sueros se recogieron en tubos eppendorf y fueron conservados en

congelacién a -20 °C hasta su utilizacion.

3.7.2.4. ELISAs indirectos con los sueros de los conejos

En placas tapizadas con proteinas recombinantes o con la bacteria inactivada se
realizaron ELISAs indirectos, de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente. El
suero fue diluido 1/100 en PBS-Tween-20 con leche descremada al 5%. El anticuerpo
secundario utilizado fue anti 1gG de conejos, producido en cabra y conjugado con

peroxidasa, que se diluyo 1/10.000 en PBS-Tween-20 con leche descremada al 5%.
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3.7.3. Valoracidn de la eficacia protectora de las proteinas recombinantes

en el cerdo frente al desafio con la cepa Nagasaki de Haemophilus

parasuis

Finalmente, se valord la capacidad de las tres proteinas recombinantes en la
posible induccién de proteccion frente a la enfermedad de Glésser en el cerdo, el
hospedador natural de H. parasuis. Se llevo a cabo en cerdos mantenidos aislados, sin
contacto previo con este microorganismo, que no habian recibido inmunidad pasiva de la
madre en forma de calostro. La prueba consistié en la inmunizacion de los animales con
las proteinas recombinantes y la posterior observacion de su respuesta a un desafio
provocado mediante la infeccion experimental con una dosis letal de 108 unidades
formadoras de colonias (UFC) de la cepa Nagasaki de H. parasuis (cepa de referencia del

serotipo 5, uno de los considerados mas virulentos).

Al igual que en el caso anterior, antes del comienzo de la prueba se solicitaron a
la Universidad de Ledn los correspondientes permisos, de acuerdo con el Real Decreto
53/2013, a través del Comité de Etica. El informe favorable obtenido, ratificado
posteriormente por la Junta de Castilla'y Ledn, como resulta preceptivo, se correspondio
con la referencia ULE-005-2015. En la pagina siguiente se presenta la concesion

favorable, firmada por la entonces Secretaria del mencionado comité.

3.7.3.1. Obtencion de calostro bovino

Para la alimentacién de los lechones durante los primeros dias de vida se utilizo
calostro bovino puro o mezclado con harina, obtenido a partir de hembras sanas y en
buenas condiciones de higiene, procedentes de granjas de vacuno localizadas en la
provincia de Ledn. Una vez recogido, se mantuvo congelado a -20°C. Posteriormente fue
descongelado y pasteurizado en bafio de agua a una temperatura de 62 °C durante un

minimo de 30 minutos.
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Imagen 3: Informa favorable para la prueba experimental en cerdos del Comité de Etica de la

Universidad de Leon.
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3.7.3.2. Obtencion y cria de cerdos privados de calostro materno

Se obtuvieron 45 lechones Landrance x Duroc de una explotacién de alto status
sanitario, ubicada en la localidad zamorana de Villaveza del Agua. Se acudi6 a la
explotacion el dia de induccién del parto y se recogieron los lechones directamente del
canal del parto, evitando el contacto con la madre y con el ambiente de las instalaciones,
especialmente con el suelo. Cada vez que se recogia un lechon se limpiaba su superficie
corporal con etanol al 70 % para disminuir la carga microbiana. Inmediatamente despues,
los animales recién nacidos fueron trasladados a salas acondicionadas en el animalario de
la Universidad de Ledn y alojados en lechoneras. Al llegar al animalario, se les administrd
la primera racion de calostro bovino pasteurizado (a 62 °C durante 30 minutos), mediante
biberon, y a las pocas horas se les inyecto por via intramuscular 0,7 ml de hierro dextrano
(Calidex-200, Calier) y 0,15 ml de gentamicina 6 % (Braun).

Durante los siguientes cinco dias se alimentaron exclusivamente con calostro
bovino pasteurizado (Imagen 4), repartido en cinco tomas diarias, frecuencia que se
repitio diariamente. Posteriormente, se comenz0 a introducir harina (Startrite 100 H, SCA
Ibérica) en la racion, formando una papilla con el calostro bovino que se administraba
inicialmente con biberon. Durante la semana siguiente se fue incrementando
paulatinamente la cantidad de harina y sustituyendo el calostro por agua, ademas de
abandonar la administracion a traves del biberon, puesto que se comenzé a colocar el

alimento en platos situados en el suelo de las lechoneras (Imagen 5).

A los diez dias, se comenzd a introducir granulos de pienso medicado
(NutralSCA) y progresivamente se fue eliminando la harina de la racion hasta que la

alimentacion consistio exclusivamente en pienso granulado ad libitum.

Imagen 4: Administracion de calostro
bovino mediante biberén, durante los

primeros dias de vida.
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Imagen 5: Alojamiento en lechoneras.
Alimentacion en comederos situados en el

suelo de las lechoneras.

A los 16 dias de vida se trasladaron los lechones a una granja experimental situada en
Navafria (Le6n) (Imagen 6), donde fueron mantenidos en los grupos experimentales
descritos mas adelante, monitorizando sus condiciones fisiologicas como temperatura,

estado de salud e incremento de peso.

A los 21 dias, se vacunaron frente a la infeccion por circovirus porcino tipo-2 con 2 ml
de Porcilis-PCV (Intervet, A451A01) por via intramuscular en las tablas de cuello. A los
40 dias se comenz0 a sustituir el pienso medicado por otro no medicado (Starter T-2
granulo) que se mantuvo hasta el final del estudio. En la Figura 8 se describen las

intervenciones principales durante el desarrollo de la prueba experimental.

Imagen 6: Alojamiento en las instalaciones de
Navafria. Las condiciones de alojamiento
favorecieron el bienestar de los animales, con
paja seca, juguetes, agua de calidad y

temperatura adecuada.

CALOSTRO BOVINO I 7IENSO PRE-STARTER MEDICADO

I Hammaactomnciaoor [l PiENSO STARTER NO MEDICADD
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e ach
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Figura 8: Cronograma en dias de la cria de lechones privados de calostro materno. Se muestra
la alimentacion y principales hitos durante la cria.

101



3.7.3.3. Inmunizacidn con proteinas recombinantes

3.7.3.3.1. Separacion de los animales en grupos experimentales
Durante el proceso de cria fallecieron 11 lechones. Los 34 restantes fueron

repartidos aleatoriamente en los siguientes grupos:

Animales no inmunizados ni desafiados (Control ND) (2 cerdos)
Animales no inmunizados, pero si desafiados (Control NI) (13 cerdos)
Animales inmunizados con la OmpP2 (4 cerdos)

Animales inmunizados con la OmP5 (4 cerdos)

Animales inmunizados con la OmpD15 (4 cerdos)

Animales inmunizados con una mezcla de las 3 proteinas recombinantes (4 cerdos)

N o ok~ w b P

Animales inmunizados con Porcilis® Glasser (Laboratorios Intervet), una bacterina

comercial de la cepa 4800, perteneciente al serotipo 5 de H. parasuis (3 cerdos)

Todos los grupos, a excepcion del primero, fueron desafiados posteriormente

con H. parasuis (cepa Nagasaki).

3.7.3.3.2. Preparacion de las dosis de antigenos vacunales
En el caso de los animales inmunizados con una sola de las proteinas
recombinantes, cada dosis se correspondio con 2 ml de una emulsion preparada en una

cabina de flujo laminar, segun las siguientes proporciones:

e 1 mg de la proteina recombinante purificada correspondiente en 1 ml de tampon acetato
sadico estéril (0,1 M, pH 6).

¢ 9 ml de adyuvante Montanide IMS 2215 VG PR.
En el caso de los animales inmunizados con las tres proteinas, la emulsion se
prepard de acuerdo con la siguiente proporcion:

e 1 mg de cada proteina recombinante purificada en 1 ml de tampdn acetato sodico esteéril
(0,1 M, pH 6).

e 9 ml de adyuvante Montanide IMS 2215 VG PR.

A los animales de los grupos de proteinas se les administré en cada inmunizacion

2 ml de la emulsion correspondiente, de manera que la cantidad total de proteina
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administrada a cada animal fue de 200 pg en los grupos inmunizados con una sola
proteina, o de 600 pg en el grupo inmunizado con las tres proteinas (200 pg de cada una).
A los animales de los grupos control no inmunizados (ND y NI) se les inoculd una
emulsion preparada siguiendo la misma proporcion anterior, a base de Montanide y
tampon acetato, pero sin contener ninguna proteina recombinante. Al grupo de animales
inmunizados con Porcilis® Glasser se le administré en cada dosis 2 ml del preparado

comercial.

3.7.3.3.3. Pauta de inmunizacion

En cada uno de los grupos se llevaron a cabo dos inmunizaciones: la primera se
administro a los 29 dias de vida y la segunda, a los 50 dias. EI volumen fue de 2 ml por
via intramuscular, repartido 1 ml en cada muslo. Previamente a cada inmunizacion, se
extrajo sangre a todos los animales, que fue recogida en vacutainers con EDTA (Becton
Dickinson, 5301521), para la extraccion posterior de células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs), o en vacutainers sin aditivo alguno (Becton Dickinson, 360910),

para la obtencion de suero.

3.7.3.4. Infeccidn experimental
Se realizd cuando los animales tenian 67 dias de vida, mediante la inyeccion por
via intratraqueal (desafio) con una dosis letal de aproximadamente 102 UFC de la cepa

Nagasaki de H. parasuis.

3.7.3.4.1 Curvas de crecimiento de Haemophilus parasuis

Sobre la base de estudios anteriores se selecciond una dosis letal de la cepa
Nagasaki, cepa de referencia del serotipo 5, consistente en 108 UFC. Con anterioridad a
lainfeccion experimental, se realizaron curvas de crecimiento con el microorganismo con
el fin de establecer una relacion entre la densidad 6ptica a 600 nm y la concentracion
bacteriana en UFC/ml. Partiendo de un cultivo liquido en fase exponencial en caldo
PPLO, enriquecido con glucosa y NAD, se realizaron mediciones periodicas de la
densidad 6ptica a 600 nm a partir de alicuotas de ensayo, a la vez que se procedia a realizar
diluciones seriadas en solucion salina estéril, seguidas de siembras en agar chocolate para

efectuar su recuento.
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El reactivo seleccionado para resuspender los microorganismos en el inoculo
infectivo fue RPMI-1640 que, como es conocido, mantiene la supervivencia microbiana
en sus valores iniciales, sin facilitar su multiplicacién, por lo que la suspension se
mantiene estabilizada. Por ello, una vez establecida la relacion entre la densidad optica
en el caldo PPLO y las UFC/ml, se comprobd si se mantenia al realizar una resuspension
a la misma densidad éptica en RPMI-1640. A tal fin, se llevd a cabo el cultivo de la
bacteria en caldo PPLO hasta la densidad dptica adecuada, centrifugando el cultivo a
1.150x g durante 15 minutos y resuspendiendo el sedimento en RPMI-1640 hasta la
misma densidad Optica, para efectuar después las diluciones seriadas correspondientes en

solucidn salina estéril y llevar a cabo las siembras para el recuento.

3.7.3.4.2. Preparacion del indculo para el desafio

Se realizd inmediatamente antes de la infeccion. Partiendo de un cultivo en caldo
PPLO enriquecido con NAD y glucosa, con una densidad dptica adecuada, se centrifugd
a1.150x g durante 15 minutos y se resuspendio el sedimento en RPMI-1640 para obtener
una concentracion final de bacterias de 108 UFC/m. Esta resuspension fue diluida al 50%
en RPMI-1640 y se prepararon dosis individuales de 2 ml en jeringas estériles, de manera
que el nimero total de bacterias en cada dosis fue de 108 UFC, en un volumen final de 2

ml.

A partir de la resuspension bacteriana se prepararon diluciones seriadas y se
Ilevaron a cabo siembras en placas de agar chocolate para confirmar la dosis inoculada,
tanto en el momento de la preparacién del in6culo como después de la finalizacion del
desafio. Las dosis se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su inoculacion a los

animales.
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3.7.3.4.3. Desafio

Como se ha sefialado, se llevo a cabo a los 67 dias, inoculando la suspension de
bacterias a todos los cerdos, con excepcion del grupo control de animales no desafiados
ni vacunados. Previamente al procedimiento, los cerdos fueron sedados mediante
inyeccién intramuscular de una mezcla de ketamina y azaperona (0,8 ml de Imalgene 100
mg/ml + 2 ml de Stressnil® 40 mg/ml) con el fin de evitar cualquier tipo de sufrimiento.

Con el desafio experimental, a cada cerdo se le inocularon 2 ml de RPMI-1640
con 108 UFC de H. parasuis. La inoculacion se realizé por via intratraqueal, mediante
puncion debajo del cricoides con una aguja de 18 G (Imagen 7). Los animales se
colocaron unos segundos con su eje longitudinal en vertical y se les aplico un masaje
pulmonar para asegurar que el indculo accediese a los pulmones. Inmediatamente antes
del desafio se extrajo sangre de todos los animales, utilizando vacutainers con EDTA para

obtencion de PBMCs y otros sin aditivos para la recogida de suero.

Imagen 7: Inoculacion intratraqueal de
la dosis de desafio (108 UFC).

3.7.3.4.4. Curso de la infeccion

Posteriormente al desafio, los animales fueron monitorizados mediante
mediciones periodicas de su temperatura rectal y anotaciones de los signos clinicos
observados. Ademas, se extrajo sangre para la obtencion de PBMCs y suero, 24 horas
después del desafio, cuando la sintomatologia resultaba evidente. En caso de observarse
signos de sufrimiento animal, los cerdos fueron eutanasiados humanitariamente mediante
una inyeccion intravenosa o intracardiaca con T-61® (Intervet), previa sedacion profunda
con ketamina y azaperona. Los animales supervivientes se eutanasiaron siguiendo la

misma metodologia a los 14 dias del desafio (Figura 9).
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Figura 9: Cronograma de las inmunizaciones, extracciones de sangre y desafio en cerdos.

3.7.3.4.5. Necropsia y toma de muestras

Después de la muerte de los animales, se procedid a practicar su necropsia, para
la recogida de muestras y el estudio de las lesiones. Con este fin, los cadaveres fueron
trasladados desde la granja experimental hasta la sala de necropsias de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Ledn, en el menor tiempo posible después de la muerte
y en condiciones adecuadas, con dispositivos de mantenimiento de frio, a una temperatura
de 4°C o inferior. Ya en la sala, se procedio a la apertura de las cavidades craneal, toracica
y abdominal, asi como de las articulaciones del carpo y del tarso. Se describieron las

lesiones anatomopatoldgicas, mientras se procedia a la toma de muestras.

Toma de muestras para aislamiento de Haemophilus parasuis

Para el aislamiento microbiano se tomaron muestras mediante hisopo
directamente en el espacio subaracnoideo a nivel de cerebro, en las cavidades pericérdica
y peritoneal, en los parénquimas hepatico, esplénico y pulmonar, y en las articulaciones
del carpo y tarso. Los hisopos se utilizaron después para realizar siembras en placas de

agar chocolate para el posterior aislamiento de los microorganismos presentes.

Toma de muestras para estudio de lesiones microscopicas
Se recogieron muestras de cerebro, pulmon, higado y bazo y se conservaron en
formaldehido al 4% (Sigma-Aldrich, HT501640) para el estudio histopatoldgico posterior

Ilevado a cabo por la empresa Micros Veterinaria.

Toma de muestras para extraccion de ARN

Se tomaron muestras de pulmén, higado, bazo y de los ganglios
traqueobronquiales. Réapidamente fueron colocadas en tubos con la solucién
estabilizadora RNAIlater (Ambion). Los tubos se mantuvieron toda la noche a 4 °C vy,
transcurrido ese tiempo, se retird la solucion y se almacenaron a -80 °C hasta su

utilizacion.
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3.7.3.4.6. Aislamiento de Haemophilus parasuis

Como se ha indicado, los hisopos procedentes de las necropsias se sembraron en
placas de agar chocolate, incubando durante 24 horas a 37 °C y una atmdsfera con un 5%
de COz. Las colonias aisladas con una morfologia compatible con la de H. parasuis se
subcultivaron en agar chocolate durante otras 24 horas. Por Gltimo, se extrajo el ADN y
se realizd una PCR para confirmar la presencia o ausencia de H. parasuis en los aislados.
Se utilizé una PCR de amplificacion del gen codificante del ARN 16S (Oliveira et al.,

2001), utilizando la mezcla maestra indicada en la Tabla 13.

REACTIVO VOLUMEN

Agua libre de ADNasas 38,75 ul
Tampon de la Taq polimerasa 5ul
Cebador HPSFW 1l
Cebador HPSRV 1l
Desoxinucleétidos 1l

Biotools DNA Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
Muestra de ADN 3 ul

Tabla 13: Mezcla maestra de la PCR convencional para amplificar el gen 16S de H. parasuis.
Los volumenes de reactivos estan referidos para una sola reaccion de amplificacion con un

volumen final de 50 pl.

El programa del termociclador incluia una etapa de desnaturalizacion inicial a
94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion, anillamiento y
elongacion. En la fase de desnaturalizacion de los ciclos se utilizd una temperatura de
94°C durante 30 segundos. En el anillamiento de los ciclos, se aplico durante 3 minutos
una temperatura de 63°C y en la elongacion se utilizo una temperatura de 72°C durante 2
minutos. Después de finalizar los ciclos, se efectué un paso de elongacién final de 10
minutos a 72°C. A continuacion, se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa

al 1% la presencia de la banda de la longitud esperada.
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3.7.3.5. Estudios seroldgicos
Los sueros obtenidos fueron utilizados para realizar ELISAs indirectos frente a
los antigenos representados por las proteinas recombinantes y frente a las bacterias

completas inactivadas.

3.7.3.5.1. Obtencion de sueros

Al igual que se explicé en el apartado del estudio en conejos, las muestras de
sangre se mantuvieron durante 4 horas a 4°C y seguidamente se centrifugaron durante 10
minutos a 3.220x g. Los sueros se conservaron por congelacion a -20°C hasta su

utilizacion.

3.7.3.5.2. ELISAs indirectos con los sueros de cerdos procedentes de la prueba
experimental

En placas tapizadas con las proteinas recombinantes o con las bacterias enteras

inactivadas se realizaron ELISAs indirectos, segun el protocolo anteriormente descrito.

El suero fue diluido 1/100 en PBS-Tween-20 con leche descremada al 5%. El anticuerpo

secundario utilizado fue un anti IgG de cerdo, producido en conejo y conjugado con

peroxidasa, que se diluyo 1/10.000 en PBS-Tween-20 con leche descremada al 5%.
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3.7.3.6. Estudio de genes relacionados con la respuesta inmunitaria mediante

PCR en tiempo real

3.7.3.6.1. Extraccion y conservacion del ARN

Las muestras de 6rganos mantenidas en congelacion a -80°C fueron utilizadas
para la extraccion del ARN mediante el kit “RNeasy® Plus Mini”, segin las
especificaciones del fabricante. Las concentraciones y pureza del ARN de cada muestra
se midieron utilizando un “NanoDrop 1000” (Thermo Scientific), de tal forma que se
consideraron validas aquéllas cuya concentracion resultd superior a 50 ng/ul, con una
ratio 260/280 de alrededor de 2 y una ratio 260/230 por encima de 2. Ademas, se valord
la integridad del ARN mediante geles de agarosa, buscando la presencia de las dos bandas
correspondientes a los ARN ribosomicos 18S y 28S. Las muestras se conservaron por

congelacién a -80 °C.

3.7.3.6.2. Eliminacion del ADN gendmico y sintesis del ADN complementario (ADNc)
Tanto la eliminacion del ADN genomico como la retrotranscripcion para
sintetizar ADNc se llevaron a cabo mediante dos reacciones secuenciales, utilizando el
“QuantiTect® Reverse Transcription Kit”, segin las especificaciones del fabricante. En
total, se retrotranscribieron 500 ng de ARN de cada muestra. Las muestras de ADNc

fueron diluidas 1/4 en agua libre de nucleasas y conservadas por congelacion a -20 °C.

3.7.3.6.3. Genes investigados

Se estudidé la expresion relativa de los genes que codifican los receptores TLR-
2, TLR-4, CD163, CD14, de las interleucinas 1, 6 y 8 (IL1, IL6 e IL8), de la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1 o CCL2) y del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a). Como gen constitutivo se utilizdé el gen codificante de la ciclofilina. Los

cebadores especificos de cada gen se muestran en la Tabla 7.
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3.7.3.6.4. Protocolo de la PCR en tiempo real
Para la realizacion de las PCRs en tiempo real se utilizd la mezcla maestra
indicada en la Tabla 14.

REACTIVO VOLUMEN
Agua libre de ADNasas 57 ul
SG gPCR Master Mix 2x 7,5 ul

Cebador forward 0,3 ul
Cebador reverse 0,3 ul
Muestra de ADNc 1,2 ul

Tabla 14: Mezcla maestra de PCR en tiempo real. Los volimenes se refieren a una Gnica
reaccion de amplificacion, con un volumen final de 15 pl. El reactivo “SG gPCR Master Mix

2x” contiene la DNA polimerasa, desoxinucleotidos, SYBR Green y tampon de reaccion

Cada reaccion sobre una muestra se ejecutd por duplicado, utilizando ademas
para cada pareja de cebadores una curva patrén con diluciones decimales seriadas de una
muestra patréon. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador modelo
“Mastercycler® ep realplex?” (Eppendorf). El programa constd de una fase de
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion, anillamiento y elongacién. En el paso de desnaturalizacion, se empled
una temperatura de 94 °C durante 30 segundos y en el paso de anillamiento, se aplic
durante 30 segundos una temperatura de 63 °C. En el paso de elongacion se recurrié a una
temperatura de 72 °C durante 45 segundos, momento en el que se realiz6 la medicién de
la fluorescencia. Los ciclos fueron seguidos de una curva de fusion (melting) consistente
en aplicar al comienzo 95 °C durante 30 segundos, luego 57 °C durante 20 segundos y,
por ultimo, ir incrementando progresivamente la temperatura durante 20 minutos hasta
alcanzar los 95 °C, este ultimo incremento fue acompafiado de mediciones periddicas de

fluorescencia.

3.7.3.6.5. Analisis de datos
El seguimiento y visualizacion de los resultados se realiz6 utilizando el programa
propio del termociclador (“Realplex Software V2.2”) y los datos se analizaron mediante

el método “AACt”, normalizando los valores con el gen constitutivo y el grupo control.
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3.8. ESTUDIO DE RECEPTORES RELACIONADOS CON LA SEPSIS SOBRE
CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA EN CERDOS
INFECTADOS CON Haemophilus parasuis

Mediante citometria de flujo se estudio la influencia de un proceso septicémico en la
intensidad de la expresion en superficie de diferentes marcadores relacionados con la
respuesta inmunitaria innata. Sobre los monocitos se estudiaron las modificaciones en los
receptores TLR-2, TLR-4, CD163, Siglec-1, Siglec3 y Siglec5, mientras que, en el caso
de linfocitos, se estudio el receptor Siglec-10. Para cada marcador, se compararon los
niveles de expresion en diferentes animales en el instante inmediatamente anterior al
desafio, con los niveles de expresion en un momento en que la sintomatologia del proceso
séptico resultaba evidente. Se utilizaron 10 animales control no inmunizados pero si

desafiados procedentes de la infeccion experimental.

3.8.1. Aislamiento y conservacion de células mononucleares de sangre

periférica (PBMCs)

Para cada muestra se partio de 10 ml de sangre extraida en vacutainers con
EDTA, que se diluyeron en 20 ml de la solucién de lavado (DPBS + SFB). El volumen
total de la dilucidén anterior se repartié entre cuatro tubos de 15 ml con 4 ml de
“Histopaque®-1077”, aproximadamente a razon de 7,5 ml de sangre diluida por tubo. Los
tubos se centrifugaron a 650x g, durante 35 minutos, sin freno. Con una pipeta Pasteur
se recogieron los PBMCs de la interfase de cada uno de los tubos y se transfirieron a un
unico tubo limpio. Los PBMCs se lavaron mediante su resuspension en 10 ml de la
solucion de lavado, antes de su centrifugacion a 450x g durante 10 minutos, para luego
retirar todo el sobrenadante con una pipeta Pasteur y una bomba de vacio. Se repiti6 el
proceso de lavado vy, al finalizar, se resuspendieron los PBMCs en 1 ml de medio de

congelacion (SFB + DMSO) y se pasaron a un criovial.

Las muestras se conservaron congeladas en nitrogeno liquido. Para disminuir la
mortalidad durante el proceso de congelacion, se utilizaron camisas rellenas de alcohol
isoamilico. Los viales de congelacion fueron introducidos en ellas y luego éstas se
colocaron en un congelador de -80 °C durante 24 horas. Posteriormente, los viales se

trasladaron a un tanque con nitrégeno liquido para su preservacion a largo plazo.
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3.8.2. Descongelacion de PBMCs

Para evitar los efectos toxicos del DMSO era necesario que la descongelacion
ocurriera lo mas rapidamente posible, de manera que se pudiera eliminar cuanto antes
dicho reactivo. Con este propdsito, en cuanto se extraia un vial del tanque de nitrégeno
liquido, se introducia en un vaso con agua a 37 ° C. Una vez descongelado, se recogia
todo el volumen y se transferia a un tubo de 15 ml con 14 ml de tampon FACs, de manera
que se diluyera el DMSO. A continuacion, se centrifugaba el tubo durante 8 minutos a
340% g y 4 °C. Se eliminaba todo el sobrenadante y se resuspendia el sedimento en un
volumen apropiado de tampon FACs. El procedimiento descrito se aplicO para
descongelar cada vial de PBMCs y, acto seguido, se mantuvo en hielo hasta el inicio del

marcaje.

3.8.3. Recuento de PBMCs

De cada suspensién de PBMCs descongelados en FACs se tomaron 10 pl y se
diluyeron en 90 pl de solucién azul de tripdn 1x. Dicha suspension se observo en una
camara Neubauer con la dilucién anterior y se llevé a cabo el recuento del niamero total
de PBMCs, asi como del numero de células vivas y células muertas. De esta manera, se
calculo la concentracion de PBMCs totales/ml de la suspension en FACs y el porcentaje
de mortalidad. En funcion de la concentracidn obtenida después del recuento, se diluyeron
las muestras para ajustar a la concentracion necesaria, con el fin de realizar los marcajes

de la citometria de flujo.
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3.8.4. Dobles marcajes

Los marcajes se realizaron en placas de 96 pocillos con fondo en “V” (Greiner
bio-one, 651101). Los marcajes sobre muestras procedentes del mismo animal (antes y
después del desafio) se efectuaron siempre de forma simultanea, afiadiendo el mismo

namero de células a los pocillos correspondientes.

Para realizar los controles negativos de cada marcaje, se utilizaron anticuerpos
irrelevantes del mismo isotipo que los anticuerpos especificos del marcador que se
deseaba estudiar. De esta forma, para cada marcaje doble realizado sobre una sola muestra

se utilizaron los siguientes tubos:

1- Doble negativo: Ac irrelevante (isotipo A) + Ac irrelevante (isotipo B)

2- Negativo para isotipo B: Ac especifico (isotipo A) + Ac irrelevante (isotipo B)
3- Negativo para isotipo A: Ac irrelevante (isotipo A) + Ac especifico (isotipo B)
4- Doble positivo: Ac especifico (isotipo A) + Ac especifico (isotipo B)

* Ac = anticuerpo

Ademas, para cada muestra también se incluyd un tubo con PBMCs sin ningun tipo de

marcaje.

3.8.4.1. Procedimiento de los dobles marcajes

En funcion de la concentracion de PBMCs/ml, se afiadio el volumen necesario a
cada pocillo para obtener un nimero de PBMCs entre 400.000 y 1.000.000 células. Se
centrifugaron las placas durante 4 minutos a 340x g y 4 °C, eliminando posteriormente el
sobrenadante. Se afiadieron a los pocillos 50 ul de cada anticuerpo primario
correspondiente (volumen final por pocillo de 100 pl), se resuspendieron los sedimentos
y se llevd a cabo una incubacion en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se
afiadieron a cada pocillo 100 ul de tampdn FACs, se centrifugaron las placas durante 4
minutos a 340x g y 4 °C y se elimind el sobrenadante. Se realizaron dos lavados de los
sedimentos, consistentes en afiadir a cada pocillo 200 pul de tampdn FACs, resuspender el
sedimento, centrifugar durante 4 minutos a 340x g y 4 °C y eliminar el sobrenadante. A
continuacion, se afiadio a los pocillos 50 ul de cada anticuerpo conjugado comercial,

convenientemente diluido en tampon FACs con un 5 % de suero de cerdo (volumen final
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por pocillo de 100 ul), se resuspendieron los sedimentos y se colocaron las placas a
incubar en hielo y oscuridad durante 30 minutos. Seguidamente, se afiadieron a cada
pocillo 100 ul de tampdn FACs para después centrifugar durante 4 minutos a 340x g
y 4 °C. Se elimind el sobrenadante y se practicaron dos lavados con tampon FACs,
idénticos a los realizados tras la incubacion con el anticuerpo primario. Por altimo, se
recogieron los sedimentos de cada pocillo con 200 pl de tampon FACs-fijador y se
trasladaron a tubos de citometro (BD Falcon™ 352052), en los que previamente se habian
afiadido 300 pl de tampdn FACs fijador (volumen final por tubo de 500 pl). Los tubos se

mantuvieron en oscuridad y 4 °C hasta su estudio en el citbmetro de flujo.

3.8.4.2. Dobles marcajes realizados

3.8.4.2.1. Dobles marcajes con anti-CD172a

Como primera aproximacion, se realizaron marcajes dobles enfrentando
CD172a con los receptores TLR-2, TLR-4, Siglec-1, Siglec-3, Siglec-5, Siglec-10 y
CD163. Se midieron las intensidades de expresion antes del desafio en tres animales y se

compararon con las intensidades después del desafio en los mismos animales (Tabla 15).

aCD172a-1gG2b (74-22-15) / aTLR2-1gG1 (1H11) GAM-1gG2b-APC (1/3000) / RAM-algG1 -Fitc (1/1000) |  3+3
aCD172a-1gG2b (74-22-15) / aTLR4-1gM (3H3) GAM-algG2b-APC (1/3000) / GAM-algM-Fitc (1/200) | 3+3
aCD172a-1gG2b (74-22-15)/ oSIGLEC1-1gG2a (1F1/CR4)| GAM-algG2b-APC (1/3000) / GAN- 1/200)] 3+3
aCD172a-1gG2b (74-22-15) / aSIGLEC D5) | GAM-lgG2b-APC (1/3000)/ RA 343
aCD172a-1gG2b (74-22-15)/ aSIGLEC GAM-1gG2b-APC (1/3000) / RA 343
aCD172a-1gG2b (74-22-15) / Sl ) | GAM-1gG2b-APC (1/3000) / RAM-a 3+3
aCD172a-1gG2b (74-22-15) / aCD163-1g62a (1C6/BM) | GAM-algG2b-APC (1/3000) / GAM-alg 313

Tabla 15: Dobles marcajes realizados con anti-CD172a. En la columna de los anticuerpos
primarios se indica entre paréntesis el nombre del clon productor del sobrenadante. Los
irrelevantes utilizados fueron el clon 3E4 para el isotipo 1gG2b, el clon 4B9 para el isotipo IgG1,
el clon 1D9 para el isotipo 1gG2a y el clon comercial 7E10 para el isotipo IgM. Todos los
sobrenadantes se utilizaron sin diluir excepto el 7E10, que se empled a una dilucién final en
pocillo de 1/100. En la columna de los anticuerpos secundarios se indica entre paréntesis la
dilucidn final en pocillo con la que se trabajo. EI RAM-algG1-Fitc utilizado en este doble marcaje

procedié de BD-Pharmigen.
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3.8.4.2.2. Dobles marcajes con 6D10

Para asegurarse que lo observado en el marcaje anterior no se debia a variaciones
en la cantidad de granulocitos contaminantes en las muestras, se valord la expresion de
los receptores TLR-2, TLR-4, Siglec-3, Siglec-5 y CD163 en un doble marcaje en el que
se cruzaron con un anticuerpo especifico de granulocitos (6D10) y se estudiaron los
cambios de expresion en células 6D10 negativas (Tabla 16).

aPMN-1gG2a (6D10)/ TLR2-1gG1 (1H11) | GAM-1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100)| 3+3
aPMN-1gG2a (6D10)/ aTLRA-1gM (3H3) | GAM-IgG2a-APC (1/400)/ GAM-algM-Fitc (1/200) | 3+3
aPMN-IgG2a (6D10)/ aCD163-gG1 (2A410/11 )| GAM-1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100)| 3+3
aPMN-IgG2a (6D10) / oSIGLEC3-1gG1 (5D5) | GAM-1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100) |  3+3
aPMN-IgG2a (6D10) / aSIGLECS-IgG1 (4F7) | GAM-1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100) |  3+3

Tabla 16: Dobles marcajes realizados con el anticuerpo monoclonal 6D10. En la columna de los
anticuerpos primarios se indica entre paréntesis el nombre del clon productor del sobrenadante.
Los irrelevantes utilizados fueron el clon 4B9 para el isotipo 1gG1, el clon 1D9 para el isotipo
IgG2a vy el clon comercial 7E10 para el isotipo IgM. Todos los sobrenadantes se utilizaron sin
diluir, excepto el 7E10, que se empled a una dilucién final en pocillo de 1/100, y el 2A10/11
(aCD163-1gG1) que se empled a una dilucion final de 1/50. En la columna de los anticuerpos
secundarios se indica entre paréntesis la dilucion final en pocillo con la que se trabajo. El RAM-

algG1-Fitc utilizado en este doble marcaje procedio de Southern Biotech.

3.8.4.2.3. Dobles marcajes con anti-CD163

Paralelamente al marcaje anterior se llevé a cabo otra serie de marcajes dobles
enfrentando CD163 a cada uno de los receptores TLR-2, TLR-4, Siglec-1, Siglec-3 y
Siglc-5, lo que permitio estudiar la variacion de expresion de estos marcadores en CD163
positivos y negativos. Al igual que antes, se estudiaron las diferencias en la intensidad de
la expresion entre antes y después del desafio para un mismo animal. Esta medicion se
realizd en un numero variable de animales, pudiendo ser 5 ¢ 6, dependiendo de la

combinacion (Tabla 17).
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aCD163-1gG2a (1C6/BM) / aTLR2-1gG1 (1H11) | GAM-1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100) |  6+6
aCD163-1gG2a (1C6/BM) / aTLR4-1gM (3H3) GAM-1gG2a-APC (1/400) / GAM-algM-Fitc (1/200) |  6+6
aSIGLEC1-1g62a (1F1/CRA) / aCD163-1gG1 (2A10/11 )| GAM-I1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100)| 5+5
aCD163-1gG2a (1C6/BM)/ aSIGLEC3-1gG1 (SD5) | GAM-1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100) |  6+6
aCD163-1gG2a (1C6/BM)/ aSIGLECS-IgG1 (4F7) | GAM-1gG2a-APC (1/400) / RAM-algG1 -Fitc (1/100)|  6+6

Tabla 17: Dobles marcajes realizados con anti-CD163. En la columna de los anticuerpos
primarios se indica entre paréntesis el nombre del clon productor del sobrenadante. Los
irrelevantes utilizados fueron el clon 4B9 para el isotipo 1gG1, el clon 1D9 para el isotipo 1gG2a
y el clon comercial 7E10 para el isotipo IgM. Todos los sobrenadantes se utilizaron sin diluir,
excepto el 7E10, que se empled a una dilucion final en pocillo de 1/100, y el 2A10/11 (aCD163-
1gG1) que se empled a una dilucion final de 1/50. En la columna de los anticuerpos secundarios
se indica entre paréntesis la dilucion final en pocillo con la que se trabajé. El RAM-algG1-Fitc

utilizado en este doble marcaje procedio de Southern Biotech.

3.8.5. Citometros utilizados y analisis de datos

Los marcajes dobles con CD172a se realizaron en un citometro “FACSCanto 117
(BD Bioscience), del grupo de Inmunologia Porcina del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), en Madrid. Los marcajes
dobles con 6D10 y CD163 se realizaron en un citometro “MACSQuant® Analyzer 10”
(Miltenyi Biotec), del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de Leon.
Los andlisis de los datos se realizaron por medio del programa Flowjo® V10. El analisis
estadistico se realiz6 con la prueba t de Student para muestras relacionadas utilizando el
programa SPSS (IBM).
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3.9. BUSQUEDA MEDIANTE ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS DE
PROTEINAS SOBREEXPRESADAS EN LA SUPERFICIE DE
Haemophilus parasuis EN CONDICIONES DE CULTIVO
MIMETICAS A LA INFECCION

El objetivo de esta prueba fue estudiar mediante RNA-Seq las modificaciones
gue se producen en el transcriptoma de H. parasuis cuando se cultiva en condiciones de
restriccion de hierro y temperatura elevada, es decir, condiciones aproximadamente
similares a las del ambiente en el hospedador durante la infeccidn, en comparacién con
su cultivo en condiciones éptimas de crecimiento. El andlisis se enfoc hacia los genes
sobreexpresado codificantes de proteinas de membrana externa o extracelulares, que
pudiesen tener valor desde un punto inmunolégico. Para ello, se extrajo ARN de dos

cultivos de la bacteria en las siguientes condiciones:

e Caldo PPLO suplementado con glucosa y NAD, a 37 °C (condicion control)

e Caldo PPLO suplementado con glucosa, NAD y el quelante de hierro 2,2'-

dipiridilo, a 41 °C (condiciones miméticas a las de la infeccidn)

De cada una de las condiciones se efectuaron tres réplicas, de modo que se
compard el transcriptoma de un grupo de tres muestras en condiciones control con otro

grupo de otras tres en condiciones miméticas.

3.9.1. Curvas de crecimiento de Haemophilus parasuis

Como se esperaba que el crecimiento a temperatura elevada y condiciones
restrictivas de hierro no adoptara la misma cinética que en las condiciones éptimas de
cultivo, se opto por realizar curvas de crecimiento para establecer los valores de densidad

Optica entre los que se encontraba la fase exponencial. Estas curvas se realizaron en:

e Condiciones dptimas de cultivo (37 °C, sin dipiridilo)
e Condiciones restrictivas de hierro (37 °C, con dipiridilo)

e Condiciones miméticas en relacion a la infeccién (41 °C, con dipiridilo)
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3.9.1.1. Procedimiento de elaboracion de las curvas

Partiendo de un cultivo de una noche (aproximadamente 18 horas de incubacion)
se inocularon 100 ml de caldo PPLO suplementado con NAD vy glucosa y se dispusieron
acrecer a 37 °C 6 41 °C. Al alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm en torno a un valor de
0,3 se anadieron, cuando procedia, 200 ul de la solucion stock de 2,2'-dipiridilo 50 mM,
para obtener una concentracion final en el medio de 100 uM. A partir de ese momento,
se realizaron mediciones de densidad optica y diluciones seriadas periédicamente,
seguidas de la siembra en placas de agar chocolate para calcular las UFC/ml

correspondientes.

3.9.2. Obtencion de las muestras de ARN

3.9.2.1. Extraccion de ARN

Una vez establecidas las densidades Opticas adecuadas para que los cultivos se
encontraran en fase exponencial, se cultivaron 30 ml de caldo con las condiciones control
0 miméticas, segun el caso. Cuando se alcanz6 la densidad Optica adecuada, se centrifugd
el cultivo durante 7 minutos a 7.000% g y 4 °C, y se eliminaron los sobrenadantes para
rapidamente colocar los sedimentos en hielo. Sobre estos Gltimos se realizo la extraccion
de ARN, utilizando el kit “High Pure RNA Isolation”, segun las especificaciones del
fabricante. Por ultimo, se midieron las concentraciones de ARN utilizando un “NanoDrop
1000” (Thermo Scientific). Se consideraron validas aquellas muestras cuya concentracion
resultd superior a 50 ng/ul, su ratio 260/280 en torno a 2 y su ratio 260/230 por encima
de 2.

3.9.2.2. Eliminacion del ADN contaminante

Para eliminar el ADN contaminante se utilizé el kit “DNA-free™” siguiendo el
procedimiento recomendado por el fabricante, con algunas modificaciones que se
describen a continuacion. Las muestras de ARN se diluyeron en agua libre de nucleasas
hasta una concentracion de 10 pg de ARN en 44 pul de volumen, afiadiendo después a la
dilucion 5 pl de tampon 10x y 1 ul de DNAsa e incubando 60 minutos en un bafio
a 37 °C. A continuacion, se volvio a afadir 1 pul de DNAsa y se incub6 de nuevo 60

minutos a 37 °C en un bafio de agua. La reaccion se detuvo por medio de la incorporacion
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de 10 pl de tampdn de inactivacion e incubando posteriormente 5 minutos a temperatura
ambiente. Después de centrifugar 2 minutos a 16.000x g en una microcentrifuga 5415 R
(Eppendorf), se recogid el sobrenadante y se transfirié a un tubo nuevo. Para verificar que
se eliminaba el ADN de las muestras, se realiz6 una PCR como la descrita en el apartado
de aislamiento de H. parasuis. Las muestras se conservaron mediante congelacién
a-80 °C.

3.9.2.3. Comprobacion de la integridad del ARN

Se realizo utilizando un “Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies), del

Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Leon.

3.9.3. Preparacion de la libreria de ADNc, secuenciacion y analisis

bioinformatico de expresion diferencial

La produccion de la libreria de ADNCc, secuenciacion y analisis bioinformatico

fue realizada por la empresa ERA7 Bioinformatics (Granada, Espafia).

3.9.3.1. Eliminacion del ARN ribosémico (ARNr)

Se utilizo el “Ribo-Zero rRNA magnetic Kit Bacteria” (Illumina).

3.9.3.2. Preparacion de la libreria de ADNc

Las librerias de ADNc se prepararon utilizando el Kit “NEBNext Ultra
Directional RNA Library Prep kit for Illumina” (New England Biolabs), segun las
instrucciones del fabricante. Las librerias obtenidas fueron validadas y cuantificadas
utilizando un “Agilent 2100 Bioanalyzer” y el “DNA7500 LabChip kit”.

3.9.3.3. Secuenciacién
La secuenciacion se llevo a cabo utilizando el “NextSeq™ 500 High Output Kit™

en un secuenciador “NextSeg500”, con una profundidad de 10 M.
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3.9.3.4. Analisis bioinformatico de expresion diferencial

Para el analisis bioinformatico en blsqueda de genes expresados de forma

diferencial se empled TopHat y el paquete Cufflinks (Ghosh & Chan, 2016), aplicando

los siguientes pasos (Figura 10):

Control de calidad de las lecturas brutas con la herramienta FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

Alineamiento con el genoma de referencia, utilizando la herramienta TopHat
(https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml). Al no encontrarse secuenciado
completamente el genoma de la cepa Nagasaki, se utiliz6 como genoma de referencia
el de la cepa SH0165 (numero de acceso en el Genbank NC_011852.1), que pertenece

asimismo al serotipo 5.

Ensamblado de transcritos con la herramienta Cufflinks y fusion de transcritos con

Cuffmerge (del paquete Cufflinks).

Anadlisis de genes expresados diferencialmente con la herramienta Cuffdiff (del paquete
Cufflinks). Se consideraron estadisticamente significativos aquellos casos que
presentasen un p valor inferior a 0,05, corregido mediante la correccién de Benjamini-
Hochberg. Para posteriores analisis solo se tuvieron en cuenta aquellos genes cuyos log,

(fold change) fuese superior a 10.

Condition A Condition B

Figura 10: Flujo de trabajo en el analisis de

/-*-\ expresion diferencial de genes.
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3.9.4. Estudios sobre los genes expresados de forma diferencial

Los genes diferencialmente expresados fueron sometidos a:

e Bulsqueda de las proteinas codificadas por ellos en la base de datos del
“Genbank” y”Uniprot”.

o Deteccidn de la localizacion celular de las proteinas codificadas por los genes
diferencialmente expresados empleando la herramienta web CELLO
(http://cello.life.nctu.edu.twy).

e Deteccion de aquellas proteinas que albergaran relacion con la patogenia con la
herramienta web MP3 (http://metagenomics.iiserb.ac.in/fmp3/index.php).

e Andlisis de enriquecimiento funcional de los genes diferencialmente
expresados empleando el servidor web DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp)

Aquellas proteinas que fueron consideradas de interés se sometieron a un estudio
maés profundo empleando diferentes herramientas web, como el BLASTp y la prediccion

de dominios del “Genbank”, o de InterProScan.
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4. RESULTADOS
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4.1. VALORACION DE TRES PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE
LA CEPA NAGASAKI DE Haemophilus parasuis COMO
ANTIGENOS VACUNALES CONTRA LA ENFERMEDAD DE GLASSER
EN CERDOS

4.1.1 Estudio bioinformatico preliminar de las proteinas para seleccionar

los fragmentos de los genes a clonar

4.1.1.1. Secuencias utilizadas

Las secuencias de las proteinas utilizadas en el estudio preliminar se recogen en

la Tabla 18 de la siguiente pagina.

4.1.1.2. Prediccidn del péptido senal

El analisis de las secuencias con el servidor “SignalP 4.1” mostr6 que las tres OMPs
presentaban un péptido sefial dentro de los primeros 30 aminoacidos de sus extremos N-

terminales (Figura 11).

SignalP-4 1 prediction (gram- networks) B2 SignalP-4.1 prediction (gram- netwerks): PS

C-score ! ! . ! " Cscore’
S-store 1.0 S-score
Y-score Y-score

Score

SignalP.4 1 prediction (gram- networks) DAS

Figura 11: Prediccion del péptido

C-score
Sstore

sefial. Resultados obtenidos al
i introducir las secuencias
1 . ;oqe .
06 aminoacidicas en el servidor

Score

04 “SignalP 4.1”. Se puede observar

: como, en los tres casos, el péptido

TITTTT sefial se localiza dentro de los 30

P primeros  amino&cidos.  Superior

o w0 2w a4 s e 1 izquierda: P2; superior derecha: P5;
inferior: D15.
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PROTEINA SECUENCIA AMINOACIDICA CEPA N2 ACCESO

MKKTLVALAVAAFAASASAVTVYENEGTKVDFDGQLRLLLEEQ
ATKEKGQSSTGGHTNLKNNGSRFG I SIKHNINENLYGFGRYET
RLDSNSKNAAGWGDVKTKYAYVGLGGYGHE I SFGKQDVIGDS |
GQAGFDKVYGVGTGG IKYSANNTNKKGFD I LTSDSDSAINYTY

OMP P2  TGIEGLTLGANYNVANERDKKTGEVNVGSTKSGFGLGAKYTAK  Nagasaki  ACX55073.1
1 AESQSVTVAAGYTHDDYKSGSVNKKDKDGVYFGLKYVNAPFT
VAVDGGHGVEKTGNVKEK I DFVRTGARFDVTPKSGVYGNYSYG
TYKDKAYKATAHQFMLGADYKLHKQVVTFVEGRL I KNKDSNNK
KVTDQALGVGLRVLW

MKKSL TALAVSGLAVASVAQAAPQANTFYVGAKAGWATFHND I
NQLNSKYKNDARYATSANGYV INRNSVTYGVFGGYQI IDNLAV
ELGYDYFGRVRGNKQEFRAFKHSAHGTHLSLKPSYEVLNGLDV
YGKVGAALVRNDYKRYSQTAGVQTQKAHNLKTSLVLGAGVEYA

OMPP5  ILPELAFRVEYQWLSNVGNFTKAEAKENRRATYNYSPDSHSVT — Nagasaki  EPZ99109.1
AG I SYRFGQGAAPVAAAPEVVTKNFAFSSDVLFDFGKANLKPA
AAQTLDAVHTE I VNLGLANPAVQVNGYTDR I GKDAANLTLSQK
RAETVANY 1VSKGVNPANVTAVGYGEANPVTGNTCDAVKGRKA
LITCLAPDRRVE IQVQGSKEVSM

MKKLLLSTLLVANGVAFASPFVIKDIRIDGIQTSVSQTMIPTL
PVKVGQLATDND IANVIRHLFVONRFQNISATREGDILI IKVV
ENPVINNVDIEGNSAIPKEPLEQNLKANL I TKGELFNSTKLDA
FKSALIEHYHSIGRYNATIDTVITNSDNGGVNIKLDIKEGDVA
YVKAINFEGNQAFTSKVLMKQLD IQPDVSWFN IFQSSKFEQTA
YNQDLENLRNFYMNQGYAKFNVEAEQPVFSDDKKEVSLTYKIN
EGIPYTVSEIRIVGNTAKLDNELNEQLKYYKTGELFSKNELSK
IEDNIKQVFGNNGFASAKIELHPTFDDTNKT IRLTFVVDAGQR
VYVRQIRFEGNDVTADSTLRREMRQQEGAWLSTSLAALGKARL
OMP D15 ERTGFYDSVEMSYPNVPNTADQVDIVYKIKERNTGSINFGVGY  SHO165 ACL32859.1
GTESGLSYQAGIKQDNFLGMGSTISLNGTRNDYGTSINLGYTE
PYFTKDGVSLGGNIFYEDYDNSKNNSVASYKRQTYGVNSTLGF
PVNEYNSYFLGLGYTQDL IKNARREFNRELYVQSMKFP IDNDL
NVYKKITKANDFDFSFGWNYNSLNRGFLPTEGTLTSISGRITTP
GSDNKYYKVS IDFKNYLPVNREHKWV ISTKAN IAYANGFSGKE
LPFYQTYTAGGIGSLRGFAYGAIGPKATYLGKDNNGNIRFNSV
NGD IVGGNAMASATLEL ITPTPFVSEKYQHNVRTSLFVDAATV
LNTKWKTNPVVND IQYNYSSLENFKDYKRFRASTG IAFQWNSP
IGPLVFSYAKP IKKYQGDEIEQFQFSIGGSF

Tabla 18: Secuencias aminoacidicas de las tres proteinas objeto de estudio. Se indica la cepa de origen y
el nimero de acceso en el “Genbank”. Para el estudio bioinformatico de la OMP D15 se utiliz6 la cepa

SHO0165, debido a que la secuencia de la cepa Nagasaki no se encontraba publicada.
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4.1.1.3. Busqueda de motivos y dominios

Los resultados con la herramienta bioinformatica “InterProScan” mostraron que
la secuencia aminoacidica de la proteina P2 esta ocupada en su mayor parte por un barril
B y presenta un péptido sefial en su extremo N-terminal, como ya se habia observado con
“SignalP 4.1”. En el caso de la proteina P5, ademas de encontrar también un péptido sefial
en los primeros aminoacidos, se reconocen dos dominios. EI primero de ellos ocupa los
dos primeros tercios de extremo N-terminal, formando un barril B, y es conocido con el
nombre de “dominio transmembrana de proteinas tipo OmpA” (IPR000498), mientras
que el segundo ocupa el tercio proximo al extremo C-terminal y esta constituido por una

estructura p/o/B/a-P y se conoce como “dominio tipo OmpA” (IPR0O06665).

Para la proteina D15, el “InterProScan” reconocio en su mitad C-terminal el
dominio conocido como “antigeno superficial bacteriano D15” (IPR000184) y en su
mitad N-terminal una repeticion en tandem de cinco “dominios POTRA tipo
BamA/TamA” (IPR010827). Ademés, como en el caso de las otras dos proteinas, las

secuencias de los primeros aminoacidos del extremo N-terminal portan un péptido sefial.

4.1.1.4. Estudio de las estructuras de barril B

Con el programa bioinformatico “PRED-TMBB” se estudiaron los barriles [
presentes en las tres proteinas. La proteina P2 presenta una estructura de barril B que
practicamente abarca toda su longitud, distinguiéndose 8 lazos extracelulares (Figura 12).
El barril B de la proteina P5 comprende los dos tercios del extremo N-terminal de la
proteina, coincidiendo con lo observado en el programa “InterProScan”. EI nimero de
lazos extracelulares es de 5 (Figura 13). En el caso de la proteina D15 solo se estudiaron
los dltimos 400 aminoacidos, ya que la mitad N-terminal presenta los dominios POTRA.

En la region estudiada se observo un barril B con 10 lazos extracelulares (Figura 14).
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1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

0000, MKKTLVALAVAAFAASASAVTVYENEGTKVDFDGQLRLLLEEQATKEKGQSSTGGHTNLK

0060 [NNGSRFG I STKHNINENLYGFGRYETRLDSNSKNAAGWGDVKTKYAYVGLGGYGHE I SFG

0120 KQDVIGDSIGQAGFDKVYGVGTGG IKYSANNTNKKGFD ILTSDSDSAINYTYTGIEGLTL

0180 GANYNVANERDKKTGEVNVGSTKSGFGLGAKYTAKIAESQSVTVAAGYTHDDYKSGSVNK

0240| KDKDGVYFGLKYVNAPFTVAVDGGHGVEKTGNVKEK I DFVRTGARFDVTPKSGVYGNYSY

0300 GTYKDKAYKATAHQFMLGADYKLHKQVVTFVEGRL I KNKDSNNKKVTDQALGVGLRVLW

Figura 12: Barril 3 de P2

Figura superior: Secuencia de la OMP P2, que muestra
en azul los aminoacidos constitutivos de los lazos
externos; en rojo, los aminoacidos de las regiones
transmenbrana y en verde, los orientados hacia el espacio
periplasmico.

Figura izquierda: representacion en dos dimensiones de

la estructura de barril p de la proteina. En la zona inferior

se muestra el exterior de la célula con los lazos externos.

1 2 3 4 5 6
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890

0000 MKKSL TALAVSGLAVASVAQAAPQANTFYVGAKAGWATFHND INQLNSKYKNDARYATSA

0060 NGYVINRNSVTYGVFGGYQI IDNLAVELGYDYFGRVRGNKQEFRAFKHSAHGTHLSLKPS

0120 YEVLNGLDVYGKVGAALVRNDYKRYSQTAGVQTQKAHNLKTSLVLGAGVEYAILPELAFR

0180/ VEYQWLSNVGNFTKAEAKENRRATYNYSPDSHSVTAG I SYRFGQGAAPVAAAPEVVTKNF

0240/ AFSSDVLFDFGKANLKPAAAQTLDAVHTEIVNLGLANPAVQVNGYTDR IGKDAANLTLSQ

0300 |[KRAETVANY 1VSKGVNPANVTAVGYGEANPVTGNTCDAVKGRKAL I TCLAPDRRVE 1QVQ

0360 GSKEVSM

Figura 13: Barril B de P5

Figura superior: Secuencia de la OMP P5, que muestra
en azul los aminoécidos constitutivos de los lazos
externos; en rojo, los aminoacidos de regiones
transmenbrana y en verde, los orientados hacia el espacio
periplasmico.

Figura izquierda: representacion en dos dimensiones de

la estructura de barril  de la proteina. En la zona inferior

se muestra el exterior de la célula con los lazos externos.
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0000  PNVPNTADQVDIVYKIKERNTGS INFGVGYGTESGLSYQAG IKQDNFLGMGST ISLNGTR
0060 NDYGTSINLGYTEPYFTKDGVSLGGN IFYEDYDNSKNNSVASYKRQTYGVNSTLGFPVNE
0120||YNSYFLGLGYTQDL IKNARREFNRELYVQSMKFP IDNDLNVYKK I KANDFDFSFGWNYNS
0180||LNRGFLPTEGTLTSISGRITTPGSDNKYYKVS IDFKNYLPVNREHKWV ISTKAN IAYANG
0240 FSGKELPFYQTYTAGGIGSLRGFAYGAIGPKATYLGKDNNGNIRFNSVNGD I'VGGNAMAS
0300 ATLELITPTPFVSEKYQHNVRTSLFVDAATVLNTKWKTNPVVNDIQYNYSSLENFKDYKR
0360||[FRASTGIAFQWNSP IGPLVFSYAKP IKKYQGDE I EQFQFS I GGSF

g §
kil
b Vo

Figura 14: Barril p de D15

Figura superior: Ultimos 400 aminoacidos de la proteina
D15, que muestra en azul aquellos constitutivos de los
lazos externos; en rojo, aquellos de regiones
transmenbrana y en verde, los orientados hacia el espacio
periplasmico.

Figura izquierda: representacion en dos dimensiones de
la estructura de barril B de la proteina. En la zona inferior

se muestra el exterior de la célula con los lazos externos.

4.1.1.5. Comparacion de las secuencias de las proteinas P2 y P5 entre la cepa

Nagasaki y la cepa SHO165

Con el programa “Lalign” se llevo a cabo un alineamiento de las secuencias
publicadas para las proteinas P2 y P5, entre la cepa objeto de estudio, la Nagasaki, y la
cepa donde previamente se habian caracterizado, la SH0165. Se prestd especial interés a
los lazos extracelulares, en los cuales, como cabria esperar, se deberian alojar los epitopos

accesibles al sistema inmunitaria del hospedador.

En el caso de la secuencia de la proteina P2, de un total de ocho lazos
extracelulares, el segundo y quinto, mostraron varias diferencias. El segundo presentd
cuatro aminoacidos diferentes de un total de quince. En el quinto lazo, con una longitud
de 18 residuos en la cepa SH0165, se observo una delecion de cinco aminoacidos en la
cepa Nagasaki, ademas de una sustitucion puntual. Ademas, a excepcion de los lazos
séptimo y octavo, el resto mostraron una 0 mas sustituciones puntuales por aminoacidos
de diferentes propiedades fisico-quimicas (sustituciones no conservativas). En los lazos
tercero y cuarto también se observaron dos sustituciones puntuales por aminoacidos de

similares propiedades (sustituciones conservativas) (Figura 15).
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En la OMP P5, que presenta cinco lazos extracelulares, en dos de ellos se
observaron diferencias en su secuencia. En el primer lazo se apreciaron hasta seis
sustituciones puntuales no conservativas entre las dos cepas, ademas de cuatro
sustituciones conservativas. En el cuarto lazo, hasta seis aminoacidos de la cepa SH0165
de un total de 17 resultaron sustituidos en la cepa Nagasaki de forma no conservativa,
junto con otros tres aminoacidos que fueron sustituidos de forma conservativa. En los
lazos restantes no se apreciaron diferencias entre las cepas salvo en el quinto, donde

simplemente se aprecid una sustitucion conservativa (Figura 16).

10 20 30 40 50 60
SH  MKKTLVALAVAAFAASASAVTVYENEGTKVDFDGQLRLLLEEQATKEKGQSSTIGHTNLK
NG MKKTLVALAVAAFAASASAVTVYENEGTKVDFDGQLRLLLEEQATKEKGQSSTIGHTNLK
10 20 30 40 50 60
70 80 90 100 110 120
SH  NNGSRFGISIKHNINENLYGFGRYETRLIENSKNJAGUGDVETEKAYVGLGGYGHESFG
NG NNGSRFGISIKHNINENLYGFGRYETRLIENSKNIAGHGOVETKYAVVGLGOYGHEISFG
70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170 180
SH  KOIVIGDSIGQAGFDKVYGVGTGGIKYSANNTNKKGFDILTIISDSAINYTYTGIEGLTL
NG KOEIVIGDSIGOAGFDKVYGVGTGGIKYSANNTNKKGED I LTIRISDSAINY TYTGIEGLTL
130 140 150 160 170 180
190 200 210 220 230
SH  GANYNVANERJEIK-GEVKVIISAKSGFGLGAEY TAKIAESQSVTVAAGY THDDYKSGSI
NG GANYNVANERIIKICEVIVIISTKSGRGLOAKY TAKI AESOSVTVAAGY THDDYKSGS ===
190 200 210 220 230
240 250 260 270 280 290
sH [INKKDKDGVYFGLKYVNAPFTVAVDGGHGVEKTIINVKEK IDFVRTGARFDVTPKSGVY
NG -INKKDKDGVYFGLKYVNAPETVAVDGGHOVIKTINVKEK I DEVRTGARFDVTPKSGVY
240 250 260 270 280 290
300 310 320 330 340 350 360
SH  GNYSYGTYKDKAYKATAHQFMLGADYKLHKQVVTFVEGRL IKNKDSNNKKVTDQALGVGLRVLW
NG GNYSYGTYKDKAYKATAHQFMLGADYKLHKQVVTFVEGRL IKNKDSNNKKVTDQALGVGLRVL
300 310 320 330 340 350 360

Figura 15: Alineamiento de las secuencias proteicas de la P2 entre SHO165, lineas superiores, y
Nagasaki, lineas inferiores. En amarillo se muestran los lazos extracelulares y en rojo, las diferencias
observadas entre ambas cepas en los lazos. De ellas, con un punto se identifican las sustituciones
puntuales por aminoécidos de propiedades fisico-quimicas similares (conservativas), mientras que
con un espacio en blanco se muestran las sustituciones por aminoacidos de diferentes propiedades

(no conservativas).
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Figura 16: Alineamiento de las secuencias proteicas de la P5 entre SH0165, lineas superiores, y
Nagasaki, lineas inferiores. En amarillo se muestran los lazos extracelulares y en rojo, las
diferencias observadas entre ambas cepas en los lazos. De ellas, con un punto se identifican las
sustituciones puntuales por aminoacidos de propiedades fisico-quimicas similares (conservativas),

mientras que con un espacio en blanco se muestran las sustituciones por aminoacidos de diferentes

10 20 30 40 50 60
MKKSL I ALAVSGLAVASVAQAAPQANTFYVGAKAGWATFHND INQDSKYENDARY B

MKKSL IALAVSGLAVASVAQAAPQANTFYVGAKAGWATFHNDI NQINSKYINDARY-
10 20 30 40 50

70 80 90 100 110 120
.YI BRNSVTYGVFGGYQI IDNLAVELGYDYFGRVRGNKQEFRAFKHSAHGTHLSLKPS

.YI BRNSVTYGVFGGYQI IDNLAVELGYDYFGRVRGNKQEFRAFKHSAHGTHLSLKPS
70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
YEVLNGLDVYGKVGAALVRNDYKRYSQTAGVQTQKAHNLKTSLVLGAGVEYAILPELAFR

YEVLNGLDVYGKVGAALVRNDYKRYSQTAGVQTQKAHNLKTSLVLGAGVEYAILPELAFR
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240
VEYQULSEVGNIKARKIDTAMFGPGSTYSPDAHSVSAG I SYRFGQGAAPVIJAAPEVV

VEYQWLSIVGN.KA.K.RRATYN— ---YSPDSHSVTAG I SYRFGQGAAPVJAAPEVV
190 200 210 220 230

250 260 270 280 290 300
TKNFAFSSDVLFDFGKANLKPAAAQTLDAVHTE IVNLGLANPAVQVNGYTDR I GKDAANL

TKNFAFSSDVLFDFGKANLKPAAAQTLDAVHTE IVNLGLANPAVQVNGYTDR I GKDAANL
240 250 260 270 280 290

310 320 330 340 350 360
TLSQKRAETVANY I VSKGVNPANVTAVGYGEANPVTGNTCDAVKGRKAL I TCLAPDRRVE

TLSQKRAETVANY IVSKGVNPANVTAVGYGEANPVTGNTCDAVKGRKAL I TCLAPDRRVE
300 310 320 330 340 350

370
1QVQGSKEVSM

1QVQGSKEVSM
360

propiedades (no conservativas).
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4.1.2. Produccidn de proteinas recombinantes de la membrana externa

4.1.2.1. Amplificacion y clonacion de los fragmentos génicos

Con las parejas de oligonucleotidos nlp2-rp2, nlp5-rp5 y nd15-cd1l5 se

amplificaron las secuencias completas de los genes que codificaban para las proteinas P2

y P5 mediante PCR, a excepcion de la parte correspondiente al péptido sefial, asi como

un fragmento génico que codificaba la parte de la region C-terminal de la D15. Los

amplicones resultantes mostraron un tamafio compatible con el esperado, de 987 pares de

bases (pb) para el fragmento que codificaba a la P2, de 1.008 pb para el de P5y 1386 pb

para el de D15 (Imagen 8).
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Imagen 8:

Electroforesis con amplicones de los genes
a clonar.

Carriles 1 y 5: Marcador molecular
“GeneRuler™ 100 bp Plus DNA
Ladder”.

Carril 2: Amplicon de P2

Carril 3: Amplicon de P5

Carril 4: Amplicén de D15

Para cada proteina, tal como se describe en el apartado correspondiente de

“Material y Métodos”, su amplicon resultante fue purificado e insertado en un vector

“pBAD/Thio-TOPO®” y, posteriormente, el plasmido recombinante generado fue

utilizado para transformar E. coli de la cepa Top10 (Imagen 9).
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Imagen 9:

Colonias de transformates. Placa de agar LB con
ampicilina (100 pg/ml) en la que se inocul6 una
alicuota de bacterias sometidas a transformacion.
A las 24 horas de incubacién se pueden apreciar

las colonias de transformantes.

Los transformantes obtenidos fueron probados primero mediante una PCR,
utilizando el mismo cebador forward del fragmento génico y un cebador reverse (pbadrv)
que hibridaba mas abajo del fragmento génico amplificado. De esta forma, se considero
que aquellos transformantes positivos a esta prueba portaban el pldsmido recombinante

con el fragmento orientado en el sentido correcto y fueron enviados a secuenciar.

Una vez efectuada la secuenciacion, se seleccionaron aquellos transformantes
que presentaran una secuencia idéntica a la publicada en la base de datos del “Genbank”
para la cepa Nagasaki (P2 y P5) o de la cepa SH0165 (D15). En el caso de la P2, todos
los transformantes secuenciados presentaron una sustitucion puntual de una adenosina
original por una timidina en la posicion 1.455 del marco de lectura abierto (ORF) que
codificaba la proteina recombinante Thio-P2-V5-6xHis (equivalente a la posicién 1.038
de la ORF del gen que codifica la OMP P2). Dicha sustitucion no afectaba a la secuencia
aminoacidica resultante. Para la P5 se consiguio6 obtener transformantes, cuyas secuencias
fueron exactamente iguales a la ORF publicada. En el caso de la D15, a pesar de que la
secuencia utilizada como referencia procedia de otra cepa (SH0165), no apreciamos

ninguna diferencia en la region amplificada y clonada de la cepa Nagasaki.

El ADN plasmidico de los transformantes Top10 seleccionados se utilizd para
transformar células LMG194. Con ellas, se empled el mismo método de seleccion de

transformantes mediante PCR y secuenciacion.

133



4.1.2.2. Expresion, extraccion y purificacion proteica

Tras la induccion de la expresion proteica mediante la adicion de arabinosa al
crecimiento bacteriano de las bacterias de E. coli transformadas con los vectores
correspondientes, la masa celular fue recogida por centrifugacién y sometida a una
extraccion de la fraccion soluble proteica, seguida de un proceso para extraer la fraccién
proteica insoluble en presencia de urea. Por SDS-PAGE se comprobo que, en los tres
casos, las proteinas recombinantes se localizaban en la fraccion insoluble. En ella se pudo
apreciar, para cada caso, una banda intensa correspondiente con el peso molecular
esperado de la proteina recombinante en cuestion (Imagen 10). Dicho peso fue establecido
previamente con la herramienta bioinformatica “Protein Molecular Weight” y resulto ser
de 52 kDa para la P2, de 53 kDa para la P5 y de 68 kDa para la D15.

Para cada proteina, la fraccién insoluble fue sometida a una cromatografia de
afinidad por iones metélicos inmovilizados (IMAC), como se describe en el apartado
correspondiente de “Material y Métodos”, para permitir la renaturalizacion y purificacion
en paralelo. Al terminar dicho proceso, se obtuvieron eluidos en los que, después de ser
examinados por SDS-PAGE, solo se apreciaba una Unica banda proteica, con el tamafio
predicho para cada proteina recombinante.

Imagen 10: SDS-PAGE tras
250kDa  extraccion proteica. Se muestran
150 kpa las fracciones solubles e insolubles

de la extraccion  proteica
100kDa  hrocedente de las tres E. coli
75kDa  transformantes portadoras de los

plasmidos con los  genes
codificantes de las proteinas. Las

50 kDa lineas 1 y 2 corresponden a la
fraccion soluble e insoluble
respectivamente, del

transformante portador del gen de

37 kDa P2. Las lineas 3 y 4 se

corresponden a la fraccion soluble

e insoluble del transformante de

P5y las lineas 5y 6 lo mismo para

el transformante para D15. La

25kDa  linea 7 muestra el marcador

“Precision Plus ProteinTM Dual

Color Standards”. Se puede

20kDa  apreciar como en las tres

1 2 3 4 5 6 7 fracciones insolubles la banda méas

intensa se corresponde con un peso

molecular compatible con el peso

molecular calculado para las

proteinas de fusion (52 kDa para la

P2, 53 kDa para la P5 y 68 kDa
para la D15).
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4.1.2.3. Reconocimiento de las proteinas recombinantes por inmunoglobulinas
G de suero procedente de cerdos previamente expuestos a
Haemophilus parasuis
Una vez purificadas las bandas proteicas, se emplearon sueros que procedian de
una prueba experimental realizada en el pasado (Frandoloso et al., 2015), para verificar

que las proteinas obtenidas eran capaces de ser reconocidas por suero de cerdos

previamente expuestos a la bacteria

Mediante ELISA indirecto en placas tapizadas con las proteinas recombinantes
se observd que el suero procedente de cerdos previamente expuestos a la bacteria
(inmunizados con una bacterina comercial del mismo serotipo que la cepa Nagasaki y
desafiados con la cepa Nagasaki) mostraba una densidad Optica (450 nm)
significativamente mas elevada (p < 0,01) que el procedente de los animales control
(criados en las mismas condiciones, pero sin inmunizar ni desafiar). Ademas, al comparar
ambos grupos en el momento anterior a la inmunizacion del grupo expuesto, no se
apreciaron diferencias significativas. Al comparar dentro de un mismo grupo ambos
momentos, solo se observaron diferencias significativas en el grupo de animales que
estuvieron en contacto con H. parasuis (p < 0,01) (Figura 17).

Coincidiendo con lo anterior, los Western blotts realizados mostraron que el
suero procedente de los animales previamente expuestos a la bacteria era capaz de
reconocer las tres proteinas recombinantes, mientras que el suero de los animales control

no las reconocia (Imagen 11).

Imagen 11: Western blotts realizados con suero procedente de un animal control (izquierda) o expuesto
a la bacteria (derecha). Las membranas sobre las que se realizaron los Western blotts procedian de
transferencias a partir de un gel de poliacrilamida en el que se habian sometido a PAGE las tres proteinas
(P2 a la izquierda, P5 en el centro y D15 a la derecha). Como se puede observar, solamente el suero de
animal expuesto fue capaz de reconocer las proteinas recombinantes.

135



OMP P2 OMP P5
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OMP D15 Ay B: cerdos del grupo control (A) y del

* % grupo expuesto (B) en el momento

0,6 - anterior a que los cerdos del grupo
I expuesto recibieran su  primera

inmunizacion.

C y D: cerdos del grupo control (C) y del
grupo expuesto (D) en el momento
0,2 posterior a que los cerdos del grupo
expuesto hubiesen sido inmunizados y

0 ﬁi i L hubiesen sobrevivido a una infeccién
experimental.
A B CD

0,4 -

D.0. 450 nm

Figura 17: ELISAs indirectos para comprobar el reconocimiento de las proteinas por sueros de cerdos
expuestos a la bacteria. Se muestra la densidad Optica a 450 nm tras enfrentar sueros obtenidos en un
estudio anterior, procedentes de cerdos control (gris oscuro) y de cerdos previamente expuestos a H.
parasuis (gris claro) en placas tapizadas con P2 (gréafica superior izquierda), P5 (grafica superior
derecha) y D15 (grafica inferior izquierrda). El doble asterisco indica diferencias significativas con el
grupo de animales control (p < 0,01). Se representan dos momentos para cada proteina y grupo
experimental; por un lado, el momento en que los cerdos del grupo expuesto todavia no habian sido
inmunizados y, por otro, el instante en que los cerdos expuestos ya habian recibido sus inmunizaciones

y sobrevivido a la infeccién experimental.
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4.1.3. Valoracion de la inmunogenicidad de las proteinas

recombinantes en conejos

Las tres proteinas recombinantes producidas fueron empleadas para inmunizar
conejos y valorar si producian 1gGs especificas capaces de reconocer la bacteria
completa. Mediante ELISAs indirectos se enfrentaron placas tapizadas con las
proteinas P2, P5 6 D15 a sueros del grupo de conejos inmunizados con la
correspondiente proteina o a sueros de un grupo de conejos sin inmunizar. En los tres
casos, después de la primera inmunizacién se pudieron observar diferencias
significativas (p < 0,05) en las mediciones de densidad 6ptica a 450 nm entre el grupo
inmunizado y el control. Los valores mas altos de anticuerpos se observaron después
de la tercera inmunizacion, cuando las diferencias entre el grupo control y el

inmunizado correspondiente fueron mas destacadas (p < 0,01) (Figura 18).

0,9 4 A 0,9 - B
08 | *k 08 - * ok
07 HOmp P2 07 | B Omp P5
0,6 - control * 4 control
E E 0,6 *
E 0,5 - % 205 - *
. 4 Es
G 04 g 04 -
8 0,3 - 3 4
I B T e 03 o £
02 - T 0,2 - = =
01 j 01
0 - T T T 0 + T T T 1
Antes de Despuésde  Despuésde  Después de Antes de Despuésde  Despuésde  Después de
inmunizaciones 12 inmun. 22 inmun. 32 inmun. inmunizaciones 12 inmun. 22 inmun. 32 jnmun.

09 - C * % Figura 18: Densidades oOpticas medidas al
0,8 - . -
realizar ELISAs indirectos sobre placas
07 7 mp1s
£ 26 1 4 control * tapizadas con las proteinas P2 (A), P5 (B) y D15
0,5 - * . .

E 0a | (C), utilizando sueros del grupo de conejos
803 - . control (gris claro) o del grupo inmunizado con
0,2 - + T = L, . . .
01 j la proteina recombinante correspondiente (gris

0 - ‘ 0scuro).

Antes de Despuésde  Despuésde  Después de
inmunizaciones 12 inmun. 22 inmun. 32 inmun.

* indica diferencias significativas (p < 0,05).

** indica diferencias significativas (p < 0,01).

Cuando los sueros de los diferentes grupos de conejos inmunizados y del grupo
control fueron investigados mediante ELISA indirecto frente a placas tapizadas con H.

parasuis se pudo observar que, a partir de la segunda inmunizacion, los tres grupos de
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conejos inmunizados con alguna de las proteinas recombinantes presentaban diferencias

significativas (p < 0,05) con respecto al grupo de conejos control (Figura 19).

04 Figura 19: Densidades Opticas medidas al
‘ D _ o _

0,8 realizar ELISAs indirectos tapizando con la
0,7 8 0mp P2 bacteria entera, utilizando sueros procedentes

Lmp P del grupo control de conejos y de cada uno de

* ¥
#
S 0,5 =oh * *1 I los grupos inmunizado con una de las
< B control i .
G 04 proteinas.
203
02 | i B3 *indica que se observaron diferencias
01 I . I I significativas (p < 0,05) entre el grupo
0 correspondiente y el grupo control.

Antes de Despuésde  Despuésde  Después de
inmunizaciones 12 inmun. 2% inmun. 3% inmun.

4.1.4.Valoracion de la capacidad protectora de las proteinas

recombinantes frente a Haemophilus parasuis en cerdos privados

de calostro

4.1.4.1. Infeccion experimental

4.1.4.1.1. Signos clinicos y supervivencia

Después del desafio de los cerdos con una dosis letal de la cepa Nagasaki
(Imagen 12), se valord la sintomatologia de los animales (disnea, apatia, postracién o
cojeras); ademas, se midid la temperatura rectal cada 12 horas, considerando que se
producia hipertermia cuando era superior a 39,5 °C. En caso de observarse signos de
sufrimiento, se procedié a su eutanasia humanitaria. En la Tabla 19 se indican los

porcentajes de mortalidad en diferentes momentos para cada grupo de animales desafiado.

Dos cerdos pertenecientes al grupo de la proteina P5, otro perteneciente al grupo
de la D15 y otros dos del grupo control sin inmunizar (NI) fueron eutanasiados antes de
las 12 horas porque se apreciaron importantes signos de sufrimiento. A las 12 horas del

desafio, el resto de los animales pertenecientes al grupo control sin inmunizar, asi como
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los grupos inmunizados con alguna de las proteinas o con las tres en conjunto, habian

comenzado a desarrollar sintomatologia, del tipo de disnea e hipertermia.

Entre las 12 y 24 horas fue necesario eutanasiar otros dos cerdos, uno
perteneciente al grupo de inmunizados con las tres proteinas y otro del grupo control sin
inmunizar. A las 24 horas, la hipertermia y disnea se hicieron mas intensas que en la
medicién anterior, con postracion en muchos animales. En el caso de los cerdos
inmunizados con la bacterina comercial, también se observaron signos de disnea e

hipertermia, pero mas moderados que en el conjunto de animales.

Entre las 24 y 36 horas, se eutanasiaron once animales para evitar su sufrimiento
puesto que presentaban sintomatologia mas acusada que el resto. Cinco de ellos
pertenecian al grupo control sin inmunizar, tres al grupo de la P2 y otros tantos al grupo
de la D15. A las 36 horas, los animales restantes continuaban mostrando sintomas de
enfermedad y nuevamente fueron menos intensos en los animales vacunados con la

bacterina comercial.

Entre las 36 y 48 horas, se aplico eutanasia al resto de los cerdos de los grupos
control sin inmunizar y de los grupos inmunizados con alguna de las proteinas o con las
tres simultaneamente. De ellos, cinco pertenecian al grupo control sin inmunizar, uno al
grupo de la proteina P2, dos al grupo de la P5 y tres al grupo de las tres proteinas.

A las 48 horas, solo permanecian con vida los animales pertenecientes al grupo
inmunizado con la bacterina comercial. Estos cerdos seguian presentando una leve
sintomatologia, que remitié completamente a las 72 horas posteriores. Después de dos
semanas, se procedid a la eutanasia humanitaria de estos animales. Los animales del grupo

restante, no inmunizados ni desafiados, no mostaron sintoma alguno, como cabia esperar.

Grupo <12h 12a24h 24a36h | 36a48h >48h
Control NI 15,4% 7,7% 38,5% 38,5% 0%
P2 0% 0% 75% 25% 0%
P5 50% 0% 0% 50% 0%
D15 25% 0% 75% 0% 0%
3 proteinas 0% 25% 0% 75% 0%
bacterina 0% 0% 0% 0% 100%

Tabla 19: Porcentajes de muertes en los diferentes grupos experimentales de

cerdos.
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Imagen 12: Desafio intratraqueal.

4.1.4.1.2. Lesiones macroscopicas

En la Tabla 20 se resumen los diferentes hallazgos macroscopicos agrupados por
grupos experimentales: los animales controles desafiados pero no inmunizados (NI), los
inmunizados con la bacterina comercial, los inmunizados con la proteina P2, los
inmunizados con la P5, los inmunizados con la D15 y aquellos inmunizados con las tres
proteinas recombinantes de forma simultanea. Para la elaboracion de dicha Tabla solo se
tuvieron en cuenta aquellos animales fallecidos a partir de las 12 horas después del
desafio. Se planted asi porque los cerdos fallecidos antes de este periodo y, por tanto, tan
stbitamente (tres animales del grupo NI, dos del de la P5 y uno del de la D15), al presentar
un cuadro hiperagudo desarrollaron menos lesiones que los demas animales, por lo que
se optd por no incluirlos para que no representasen un sesgo. Sus lesiones, de estar

presentes, fueron menos evidentes que las de sus compafrieros.
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NI Bacterina P2 P5 D15 3 prot.
n=11* n=3 n=4 n=2* n=3* n=4
Meninges congestivas 5 (45,4%) 0 (0%) 1(25 %) 1(50%)  2(66,7%) 0 (0%)
Signos de neumonia 8(73,3%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 1(33,3%) 3 (75%)
Hiperplasia de la pulpa
8(73,3%) 3 (100%) 2 (50%) 2(100%) 3 (100%) 1(25%)
blanca
Cavidad pleural | 11(100%) 1(33,3%) 2 (50%) 0 (0%) 2 (66,7%) 3 (75%)
Presencia | Cav. pericardica | 8(73,3%) 0 (0%) 2 (50%) 0 (0%) 3 (100%) 3 (75%)
de Cav. abdominal | 5 (45,4%) 0 (0%) 3 (75%) 2(100%)  3(100%) 1 (25%)
exudado Carpo 11 (100%) 0 (0%) 3 (75%) 2(100%) 3 (100%) 3 (75%)
Tarso 11(100%) 1(33,3%) 4 (100%)  2(100%) 3 (100%) 3 (75%)
. i 11 (100% 0 (0% 2 (50% 0 (0% 2 (66,7% 1(25%
Presencia Cavidad pleural ( ) (0%) (50%) (0%) ( ) (25%)
de Cav.pericardica | 11(100%) 0 (0%) 2 (50%) 0 (0%) 1(33,3%) 2 (50%)
depésitos Cav.abdominal | 11(100%) 2(66,7%)  4(100%)  2(100%) 3 (100%) 1(25%)
de fibrina Carpo 5 (45,4%) 0 (0%) 2 (50%) 2(100%) 3 (100%) 3 (75%)
Tarso 3(27,7%) 0 (0%) 4(100%)  2(100%)  3(100%) 3 (75%)
Reactividad G. mandibular | 11 (100%) 0 (0%) 2 (50%) 2(100%) 2(66,7%)  3(75%)
. G. mediastinico | 3(27,7%) 0 (0%) 2 (50%) 2(100%)  1(33,3%) 1(25%)
ganglionar
G.traqueo- |\ oo o(0%)  3(75%)  2(100%)  2(667%) 2 (50%)
bronquial

Tabla 20: Lesiones macroscépicas observadas en los animales durante la necropsia. Se indica el nimero

de animales de cada grupo que presentaron cada lesion, asi como el porcentaje sobre el total del grupo. El

asterisco indica que en el grupo correspondiente habia animales fallecidos antes de que transcurrieran doce

horas desde el desafio, que no fueron contabilizados.

En las siguientes imagenes se muestran algunas de las diferentes lesiones

macroscopicas observadas durante las necropsias.
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Imagen 13: Pleuritis fibrinosa de un cerdo perteneciente al grupo control no inmunizado. Se pueden

apreciar adherencias entre las pleuras parietal y visceral.

Imagen 14: Artritis fibrinoso-purulenta en el tarso de un cerdo del grupo de inmunizados con la

proteina P2.
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Figura 15: Presencia de exudado en el pericardio de un cerdo del grupo control no inmunizado.

Imagen 16: Ascitis y presencia de fibrina en la cavidad abdominal en un cerdo inmunizado con la

proteina P5.
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Imagen 17: Pulmones de un cerdo perteneciente al grupo control no inmunizado, que presenté una

neumonia evidente.
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4.1.4.1.3. Lesiones microscopicas

En los animales del grupo inmunizado con las tres proteinas, en los
pertenecientes al grupo de vacunados con la bacterina comercial y en cuatro animales
seleccionados al azar entre aquellos del grupo control no inmunizado (NI) que no
fallecieron antes de 12 horas después del desafio, se valoraron las lesiones microscopicas.
En la Tabla 21 se muestran los hallazgos histol6gicos mas relevantes, asignando una
puntuacion media por grupo experimental en una escala de 0 a 3, donde 0 significa

ausencia de la lesion correspondiente.

. Bacterina | 3 Proteinas | Control NI
ORGANO LESIONES (n=3) (n=4) (n=4)
. Hemorragias en parénquima 0 0,5 1
ENCEFALO
Encefalitis en parénquima 0 0 0
Hemorragias en meninges 0 1 1,5
MENINGES
Meningitis fibrino/purulenta 0 3 15
Hemorragias intraalveolares 0,5 2,5 2
PULMON Exudado de fibrina en alveolos 0 2 2
Células inflamatorias 05 2 2,5
Pleuritis fibrinosa 0 1 3
PLEURA
Trombos 0 0 2
Hiperplasia linfoide 1 0,5 0,5
Infiltrado histiocitario 0,5 1 2,5
BAZO
Infiltrado de neutréfilos 0 05 0
Necrosis de linfocitos 0 0,5 0,5

Tabla 21: Lesiones microscopicas presentes en los grupos inmunizados con la bacterina comercial, con
las tres proteinas y en el grupo control sin inmunizar. Se calculé una media para cada grupo experimental
de la puntuacién obtenida para cada lesidn microscdpica en una escala desde 0 a 3, donde “0” significa
ausencia de la lesidn correspondiente. Entre paréntesis, se indican las imagenes donde se aprecian
ejemplos de las lesiones observadas.
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Imagen 18: Hemorragias en el encéfalo de un cerdo perteneciente al grupo control NI. Tincién con

hematoxilina-eosina (100 aumentos (x)).

Imagen 19: Meningitis fibrinoso-purulenta intensa en un cerdo inmunizado con las tres proteinas.

Tincién con hematoxilina-eosina (100x).
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Imagen 20: Pulmén con una neumonia exudativa, procedente de un cerdo inmunizado con las tres

proteinas. Tincién con hematoxilina-eosina (100x).

Imagen 21: Infiltrado de linfocitos y macrofagos en tabiques alveolares en uno de los animales

inmunizados con la bacterina comercial. Tincién con hematoxilina-eosina (400x).
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Imagen 22: Hemorragia y exudado de fibrina intraalveolar en un animal del grupo control NI. Tincién

con hematoxilina-eosina (400x).

Imagen 23: Pleuritis fibrinosa y trombosis en un cerdo del grupo control NI. Tincion con hematoxilina-
eosina (100x).
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Imagen 24: Pleuritis fibrinoso-purulenta en un cerdodel grupo control NI. Tincion con

hematoxilina-eosina (100x).

Imagen 25: Infiltrado histiocitario en el bazo de un animal del grupo control NI. Tincién con

hematoxilina-eosina (40x).
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Imagen 26: Infiltrado de neutrdfilos en el bazo de un cerdo inmunizado con las tres proteinas

simultaneamente. Tincion con hematoxilina-eosina (630x).

Imagen 27: Necrosis de linfocitos en el bazo de un cerdo inmunizado con las tres proteinas

simultaneamente. Tincion con hematoxilina-eosina (400x).
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4.1.4.1.4. Aislamiento de Haemophilus parasuis a partir de las muestras obtenidas en
las necropsias

En la Tabla 22 se resumen los aislados de H. parasuis, obtenidos mediante
cultivo y confirmacion por PCR, a partir de los diferentes 6rganos muestreados durante
la necropsia de cada uno de los cerdos del estudio. En los animales del grupo control no
desafiado (ND) y en los animales inmunizados con la bacterina comercial no se detect6
la bacteria en ninguna de las muestras. Por el contrario, en todos los cerdos del grupo
control no inmunizado (NI) y de los grupos inmunizados con alguna de las proteinas o
con las tres a la vez, se detecto la bacteria en al menos uno de los 6rganos muestreados

diferentes del pulmén.

NECROPSIA PRIMER CULTIVO

T

&
S
S
&
&

IDENTIFICACION AISLAMIENTO

Figura 20: Esquema del procedimiento para aislamiento de H. parasuis en animales sospechosos de
enfermedad de Glasser. En nuestro caso se recogieron muestras con hisopos y se sembraron directamente
en agar chocolate. Tras su cultivo se seleccionaron colonias compatibles con H. parasuis para resembrar.

Por Gltimo, los cultivos puros aislados fueron confirmados mediante PCR especifica para la bacteria.
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Grupo
experimental

Control 1 - - - - - - -
ND 2 -
11 +
12 -
24 +
25 -
26 +
27 +
Control 28 +
NI 29 -
30 +
31 +
32 +
33 - -
34 -

7 +

P2 8 +

9 +
10 + - -

+

+

+

Animal | Cerebro | Pericardio | Pulmén | Higado | Bazo | Carpo | Tarso

+ + + + + + + + 0+
1
o+ o+ +
+ 1 1
o+ 4+ 4+ + + o+
+ + + + + + +

+ 4+ + + + + + +

13
P5 14
15
16 -
3 +
D15 4 - - - - - -
5 +
6 -
20 - - -
3 21 +
Proteinas 22 +
23 +

17 - - - - - - -
Bacterina 18 - - - - - - .
19 - - - - - - -

+ |+
+ + + |+

+
+

+ + +
1
+ |+ +
1
+ +

Tabla 22: Aislamiento confirmado por PCR de H. parasuis en los diferentes 6rganos muestreados
durante la necropsia de los animales desafiados. ND significa grupo control no desafiado ni inmunizado;
NI significa grupo control no inmunizado pero desafiado; P2, P5, D15, 3 proteinas o bacterina indica

el grupo de inmunizacion al que pertenecia cada animal.
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4.1.4.2. Estudio de la respuesta inmunitaria humoral en los diferentes grupos
experimentales porcinos

Mediante la realizacion de los ELISAs indirectos se estudiaron los niveles en
suero de las IgG totales especificas para las diferentes proteinas recombinantes y para la
bacteria completa. Se utilizé como anticuerpos primarios los sueros de todos los animales
en diferentes momentos del experimento. Dicho momentos fueron antes de la primera
inmunizacion (con el que se compararon los demas instantes), antes de la segunda
inmunizacion, antes del desafio, 24 horas después del desafio, nueve dias y 14 dias

después (en estos tres dltimo tiempos solo en caso de haber supervivencia).

DESAFIO
WWHW
] 10 20 0 40 5 60 70 80 0
EXTRACCIONES DE SANGRE ii

Figura 21: Cronograma de las inmunizaciones, extracciones de sangre y desafio en cerdos.

En los sueros procedentes de los animales del grupo control no inmunizado ni
desafiado (Figura 22) y del grupo control no inmunizado pero si desafiado (Figura 23) no
se apreciaron diferencias significativas al comparar la densidad dptica a 450 nm entre los
sueros procedentes del momento previo a que los grupos restantes recibieran la primera
inmunizacion con respecto a los sueros de los siguientes instantes, ni en las placas

tapizadas con la bacteria entera ni en las tapizadas con cada una de las proteinas
recombinantes.
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Grupo no vacunado y no desafiado
0,8 —&— tapizado OMP P2
0,7
06 ——e— tapizado OMP P5
£ 05 .
=] tapizado OMP D15
< 04
9 0,3
a Y == tapizado bacteria
02 inactivada
0,1 t g = :E % 1
0
antes 12 antes 22 antes desafio  1dfa 9dfas 14 dfas
inmunizacion inmunizacion postdesafio postdesafio postdesafio

Figura 22: Valores de densidad Optica a 450 nm obtenidos al llevar a cabo ELISAs indirectos
enfrentando los sueros del grupo de animales no inmunizados ni desafiados a placas tapizadas con cada
una de las proteinas recombinantes o con la bacteria. La escala temporal se refiere a los eventos
producidos en el conjunto de grupos experimentales, pero en este grupo en concreto no se realiz6 ninguna
inmunizacién ni desafio, si bien se recogi6é sangre a la vez que en los demas grupos, que si fueron
desafiados y/o inmunizados. No se apreciaron diferencias significativas entre los valores obtenidos al
comienzo y los demas instantes.

Grupo no vacunado y si desafiado
0.8
0.7
0.6 —b—tapizado OMP P2
E 05
= —fapi P P
2 04 tapizado O 5
-
G 03 —A—tapizado OMP D15
0.2
0.1 — = == tapizado con
C—— ' bacteria inactivada
0
antes 19 antes 20 antes desafio 1dia
inmunizacion inmunizacion postdesafio

Figura 23: Valores de densidad Optica a 450 nm obtenidos al llevar a cabo ELISAs indirectos
enfrentando los sueros del grupo de animales no inmunizados pero si desafiados a placas tapizadas con
cada una de las proteinas recombinantes o con la bacteria. Igual que en la anterior gréfica, la escala
temporal se refiere a los eventos producidos en el conjunto de grupos experimentales. También en este
grupo en concreto no se realiz6 ninguna inmunizacién pero se recogieron muestras sanguineas. No se
apreciaron diferencias significativas entre los valores obtenidos al comienzo y en los demas instantes.
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Los sueros del grupo inmunizado con la bacterina comercial (Figura 24)
mostraron un incremento significativo de la densidad optica (p < 0,01) a partir de la
primera inmunizacion, con respecto al instante previo a las inmunizaciones, en las placas
tapizadas con la proteina P5. En el resto de tapizados (proteinas P2, D15 y bacteria
completa), este incremento significativo de los niveles de anticuerpos no se observo hasta

después de la segunda inmunizacién, manteniéndose en el resto de momentos del

muestreo.
Grupo inmunizado con vacuna comercial y desafiado
09
048
07
£ 06
c —4— tapizado con OMP P2
205
;D’d —@- tapizado con OMP P5
8 03 apirado con
0,2
tapizado con OMP D15
01
0 == tapizad b i
antes 12 antes 28 antes desafio  1dia Odias 14 dias . .]DIL'..% 0 con bactena
. L R ; : - inactivada
INMUniZAcIon inmunizacion postdesafio  postdesafio  postdesafio

Figura 24: Valores de densidad Optica a 450 nm obtenidos al realizar ELISAs indirectos enfrentando
los sueros del grupo de animales inmunizados con la bacterina comercial a placas tapizadas con cada
una de las proteinas recombinantes o con la bacteria entera. Las diferencias significativas entre el instante
correspondiente y el momento previo a la primera inmunizacion se indican con asteriscos: * implica un
p < 0,05, ** indican un p < 0,01. El incremento significativo se produjo tras la primera inmunizacién
en el caso de placas tapizadas con la proteina P5, y tras la segunda inmunizacién en placas tapizadas con

las otras proteinas o con la bacteria entera.
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Los sueros procedentes de los grupos de animales inmunizados con una Unica
proteina recombinante mostraron un patron muy similar, variando solo en la intensidad
de la densidad Optica desarrollada. En placas tapizadas con la proteina recombinante
correspondiente, con respecto al momento previo a la inmunizacion, se apreciaron
incrementos significativos (p < 0,01) a partir de la primera vacunacion, mientras que en
las placas tapizadas con la bacteria el incremento de densidad dptica no se produjo hasta
realizada la segunda inmunizacion y, aunque resulté significativo (p < 0,05), no resultd
tan acusado como cuando se utilizaron placas tapizadas con la proteina correspondiente.
En la Figura 25 se muestran los valores de densidad oOptica para los sueros del grupo
inmunizado con la proteina P2; en la 26, para los del grupo de la proteina P5 y en la 27,
para los de la proteina D15.

Grupo inmunizado con la OMP P2

18

—4#— tapizado con OMP P2

—- tapizado con bacteria
inactivada

antes 17 antes 28 antes desafio 1dia
inmunizacion inmunizacidn postdesafio

Figura 25: Valores de densidad 6ptica a 450 nm obtenidos al realizar ELISAs indirectos enfrentando
los sueros del grupo de animales inmunizados con la P2 a placas tapizadas con la misma proteina o con
la bacteria entera. Las diferencias significativas entre el instante correspondiente y el momento previo a
la primera inmunizacion se indican con asteriscos: * implica un p < 0,05, ** indican un p < 0,01. En el
caso del tapizado con la P2 se produjo un incremento significativo tras la primera inmunizacion. En el
caso de tapizado con la bacteria, el incremento significativo se observo tras la segunda inmunizacion y

resulté mucho menos intenso que en el tapizado con la proteina.
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Grupo inmunizado con la OMP P5

0,8
—4— tapizado con OMP PS5

= tapizado con bacteria
inactivada

antes 12 antes 22 antes desafio 1dia
inmunizacién inmunizacién postdesafio

Figura 26: Valores de densidad 6ptica a 450 nm obtenidos al realizar ELISAs indirectos enfrentando
los sueros del grupo de animales inmunizados con la P5 a placas tapizadas con la misma proteina o con
la bacteria entera. Las diferencias significativas entre el instante correspondiente y el momento previo a
la primera inmunizacion se indican con asteriscos: * implica un p < 0,05, ** indican un p < 0,01. En el
caso del tapizado con la P5 se produjo un incremento significativo tras la primera inmunizacion, en el
caso de tapizado con la bacteria, el incremento significativo se observé tras la segunda inmunizacion y
resulté mucho menos intenso que en el tapizado con la proteina.

Grupo inmunizado con la OMP D15
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Figura 27: Valores de densidad 6ptica a 450 nm obtenidos al realizar ELISAs indirectos enfrentando
los sueros del grupo de animales inmunizados con la D15 a placas tapizadas con la misma proteina o con
la bacteria entera. Las diferencias significativas entre el instante correspondiente y el momento previo a
la primera inmunizacion se indican con asteriscos: * implica un p < 0,05, ** indican un p < 0,01. En el
caso del tapizado con la D15 se produjo un incremento significativo tras la primera inmunizacién, en el
caso de tapizado con bacterina comercial, el incremento significativo se observo tras la segunda
inmunizacién y resulté mucho menos intenso que en el tapizado con la proteina.

157



En el caso de grupo inmunizado con las tres proteinas recombinantes en conjunto
(Figura 28), sus sueros mostraron a partir de la primera inmunizacion una densidad Optica
significativamente mas elevada (p < 0,01) en las placas tapizadas con cualquiera de las
tres proteinas recombinantes. Cuando estos sueros fueron enfrentados a la bacteria entera,
el incremento significativo de anticuerpos (p < 0,05) no se produjo hasta realizada la
segunda inmunizacién y, lo mismo que sucedi6 con los grupos inmunizados con una sola
proteina, no fue tan acusado como el observado en las ELISAs efectuadas con las placas

tapizadas con alguna de las proteinas.

Grupo inmunizado con las tres proteinas y desafiado
1,2
1
£08
g == tapizado con OMP P2
1]
< 06 ~&- tapizado con OMP PS5
0
8 04 tapizado con OMP D15
02 == tapizado con bacteria inactivada
0
antes 12 antes 22 antes desafio 1 dia postdesafio
inmunizacién  inmunizacién

Figura 28: Valores de densidad 6ptica a 450 nm obtenidos al realizar ELISAs indirectos enfrentando
los sueros del grupo de animales inmunizados con las tres proteinas en conjunto a placas tapizadas con
cada una de ellas o con la bacteria entera. Las diferencias significativas entre el instante correspondiente
y el momento previo a la primera inmunizacién se indican con asteriscos: * implica un p < 0,05, **
indican un p < 0,01. En el caso del tapizado con alguna de las proteinas se produjo un incremento
significativo tras la primera inmunizacion, en el del tapizado con bacterina comercial, el incremento

significativo se observo tras la segunda inmunizacion.

158



4.1.4.3. Estudio de la expresion diferencial de genes relacionados con la
respuesta inmunitaria mediante PCR en tiempo real
En los genes en los que se estudid la expresion diferencial (CD14, CD163,
interleuquinas 1, 6, y 8, factor de necrosis tumoral a, MCP-1, y TLRs 2, 4 y 5) no se
observaron diferencias significativas entre el grupo control de los animales desafiados no
inmunizados y el de los animales inmunizados con las tres proteinas. En la Tabla 23 se

muestran los valores de p obtenidos.

GEN PULMON | G000 | HiGADO BAZO
cD14 0,259 0,121 0,714 0,146
CD163 0,463 0,483 0,191 0,768
IL-1 0,735 0,639 0,06 0,317
IL-6 0,089 0,988 0,056 0,555
IL-8 0,051 0,192 0,261 0,425
MCP-1 0,282 0,464 0,149 0,135
TLR-2 0,354 0,092 0,194 0,056
TLR-4 0,608 0,057 0,439 0,117
TLR-5 0,468 0,068 0,219 0,864
TNF-a 0,145 0,914 0,57 0,127

Tabla 23: Estadistica de la PCR en tiempo real. Se muestran valores de p obtenidos al comparar
mediante una t de Student para muestras independientes la media de la expresion relativa de cada
gen obtenida mediante el método AACt, entre los grupos control no inmunizado pero si desafiado

y el grupo inmunizado con las tres proteinas.
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4.2. ESTUDIO DE RECEPTORES RELACIONADOS CON LA SEPSIS SOBRE
CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA EN CERDOS
INFECTADOS CON Haemophilus parasuis

4.2.1. Infeccion experimental

Para los estudios mediante citometria de flujo se emplearon 10 cerdos
procedentes de la infeccion experimental, pertenecientes al grupo control no inmunizado.
Después de 24 horas del desafio, la sintomatologia resultante de la infeccidn resulté muy
evidente, con la aparicién de disnea, hipertermia y postracion. En ese momento, se
procedié a la extraccion de sangre para el aislamiento de PBMCs para, mediante
citometria de flujo, comparar la intensidad de expresion de diferentes marcadores con la
de PBMCs obtenidos de muestras tomadas inmediatamente antes de la infeccion en los
mismos animales. En las primeras 48 horas fue necesario eutanasiar a estos animales para
evitar sufrimiento. Una vez efectuadas las necropsias, en los 10 animales se consiguio
aislar H. parasuis a partir de diferentes 6rganos, a mayores del pulmén (Tabla 24).
Asimismo, todos estos cerdos mostraron presencia de exudado y de fibrina en alguna de

las cavidades estudiadas (Tabla 25).

POSITIVOS
ORGANO 2 4 5 7 8 9 10 / TOTAL
MENINGES + + + + - - + - 7/10
PERICARDIO | + + + - + - + + 8/10
PULMON | - + - -+ -+ o+ 6/10
HIGADO + + + + + + + + + - 9/10
BAZO - + - - - - - - + - 2/10
CARPO + + + - + + + + + + 9/10
TARSO + + - + + - + - + 7/10

Tabla 24: Resultados del aislamiento (cultivo en agar chocolate confirmado mediante PCR) de H.

parasuis a parir de los diferentes 6rganos muestreados en los 10 animales.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10

CAVIDAD EXUDADO | + - + + - - - - + -
PERICARDICA FIBRINA - - - + - - - + + +
CAVIDAD EXUDADO | + - + + - - + + + +
PLEURAL FIBRINA + - - + - + - + + +
CAVIDAD EXUDADO | + - + + + - + - + +
ABDOMINAL FIBRINA + + + + + + + + + +
CARPO EXUDADO | + + + - + + + + + +
FIBRINA + - + - - + + + - -

TARSO EXUDADO + + + + + + + + + +
FIBRINA + + + + + + + - - -

Tabla 25: Presencia de exudado y fibrina en las cavidades corporales estudiadas en los 10 animales.

4.2.2. Establecimiento de regiones tamafio/complejidad

Al analizar los datos en cada muestra, primeramente se eliminaron los eventos
“no sencillos”, mediante el disefio de una regidn diagonal sobre un dot plot, en el que se
representaban los parametros forward-scattered-area (FSC-A)/forward-scattered-height
(FSC-H) (Figura 29 A). Sobre los eventos de esta regidn se delinearon otras dos regiones
tamafno/complejidad para seleccionar monocitos o linfocitos, segun el caso. Estas dos
regiones fueron disefiadas sobre un dot plot en el que se representaban los parametros
forward-scattered-area (FSC-A)/side-scattered-area (SSC-A) (Figuras 29 B y C). En
todos los marcajes estudiados se trabajo en la region FSC-A/SSC-A de monocitos, con

excepcion del estudio del Siglec-10, que se realizo en la region de linfocitos.
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4.2.3. Dobles marcajes con anti-CD172a

El CD172a, también conocido como Signal Regulatory Protein a (SIRPa), es un
marcador presente en los granulocitos, monocitos y células derivadas de éstos Ultimos.
Debido a que nuestras muestras fueron PBMCs (fraccion en la cual solo deberia haber
linfocitos y monocitos), se utilizo el marcador CD172a en dobles marcajes de manera
que, en la region SSC-A/FSC-A de monocitos, al seleccionar los eventos con expresién
elevada de CD172a (CD172a*"), se permitiera el estudio de la expresion de los diferentes
marcadores sobre monocitos (Figura 30 A). Esto se utilizé para estudiar la expresion de
los TLR-2, TLR-4, Siglec-1, Siglec-3, Siglec-5y CD163 sobre los monocitos. Por contra,
en el caso del Siglec-10, debido a que se encuentra descrito en los linfocitos B, el estudio
de sus niveles de expresion se realizd sobre eventos de la region SSC-A/FSC-A de
linfocitos que ademas fueran CD172a (Figura 30 B). Los animales utilizados para estos

dobles marcajes fueron tres, en los que se estudio la manera en que se modificaban los
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niveles de expresion de los diferentes

padeciendo un cuadro septico.
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Figura 30: Seleccion de eventos CD172a™ sobre region de monocitos y de eventos CD172" sobre

region de linfocitos.

A Histograma donde se representa la expresion de
CD172aen laregién SSC-A / FSC-A de monocitos
previamente establecida. Se selecciona una nueva
regién mediante el acotamiento del pico de alta
expresion de CD172a (CD172a*"). En los eventos
de esta nueva region es donde se estudid la
expresion de TLR-2, TLR-4, Siglec-1, Siglec-3,
Siglec-5 y CD163.

B: Histograma donde se representa la expresion de
CD172aen laregion SSC-A / FSC-A de linfocitos
previamente establecida. Se selecciona una nueva
region negativa para la expresion de CD172a
(CD172a), la cual se establecié previamente con
el tubo negativo para anti-CD172a. En los eventos
de esta nueva region es donde se estudid la

expresién de Siglec-10.

Los perfiles de expresion de los receptores TLR-2, TLR-4, Siglec-3 y Sigle-5
dieron origen a un pico unimodal y, ademas, la préctica totalidad de CD172a*" resultaron
positivos para estos cuatro marcadores (Figura 31). Por ello, para medir su intensidad de
expresion, se optod por calcular la intensidad media de fluorescencia (IMF) de cada pico
y normalizarla con la IMF del pico negativo de expresion en el tubo minus one para el
marcador correspondiente, en el mismo animal y momento (Figura 32). Para la

normalizacion de la IMF se empled el calculo de la siguiente ratio:

IMF del pico positivo del tubo doble positivo

Intensidad media de fluorescencia normalizada (IMFN) _

IMF del pico negativo del tubo minus one correspondiente
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Figura 31: Dot plots representando la expresién de CD172a frente a la expresiéon de TLR-
2 (A), TLR-4 (B), Siglec-3 (C) y Siglec-5 (D) en la region SSC-A / FSC-A de “monocitos”.
Se puede observar como la practica totalidad de las CD172a*" resultaron positivas para
TLR-2, TLR-4, Siglec-3 y Siglec-5. Esto fue observado en los tres animales, tanto antes

como después de la infeccion.
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o Figura 32: Establecimientos de picos para célculo

de IFMN. Se muestra la superposiciéon entre

0 - histograma del tubo positivo para un marcador

(rosa) y el histograma de su minus one

Pico -
" correspondiente  (gris). Ambos proceden del

mismo animal y momento. El pico rosa se

Marmalized To Mode

40—
corresponde con la distribucion de los eventos
20 positivos para el marcador. El pico gris se
] corresponde con la sefial negativa establecida en el
0l

e minus one. Acotando el pico rosa, se calcula la

IMF para el marcador. Acotando el pico gris se
calcula la IMF de la sefial negativa, que luego se
utilizard para calcular la IMFN mediante el

cociente IFM positivo / IFM negativo.

Los eventos CD172a" de una region SSC/FSC propia de “linfocitos”, o CD172a*
de bajo nivel (CD172*'°%), resultaron negativos practicamente en su totalidad para TLR-
2, Siglec-3 y Siglec-5 en los tres animales, tanto antes como despues del desafio. En el
caso del TLR-4 se observo que tanto en la subpoblacion CD172a’, como en la CD172*o%

aparecia un pequefio porcentaje positivo para dicho TLR.

Por otro lado, en los eventos CD172a*" dentro de la zona SSC-A / FSC-A propia
de monocitos, se observd que coexistian poblaciones negativas y positivas para la
expresion de CD163 y Siglec-1. De la misma forma, en eventos CD172" de una regién
propia de linfocitos se observaron poblaciones Siglec-10" y Siglec-10" (Figura 33). Para
establecer el umbral a partir del cual se consideraba positiva la expresion de estos
marcadores (CD163, Siglec-1 y Siglec-10), se utilizo el tubo minus one correspondiente
(Figura 34). En estos casos, el célculo de la IMF de cada marcador se realizd nicamente
en las poblaciones positivas para él (Figura 33).
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Figura 33: Las imagenes superiores corresponden
a dot plots donde se representa la expresion de
CD172a frente a la expresiéon de Siglec-1 (A) y
CD163 (B) en la regién SSC-A / FSC-A de
monocitos. La imagen de la izquierda (C)
corresponde a una superposicion de los
histogramas de la expresion de Siglec-10 en
eventos CD172a" de la region SSC-A / FSC-A de
linfocitos. El pico gris se corresponde con la sefial
negativa establecida en el minus one para Siglec-
10. El pico bimodal rosa se corresponde con la
sefial del tubo con anticuerpo anti-Siglec-10.
Como se puede observar hay una poblacién
positiva y otra negativa para dicho marcador. Esta
observacion es representativa de los 3 animales,
tanto antes como después de la infeccion.

Figura 34: Establecimiento de regiones positivas
y negativas para medir la IMF en aquellos
marcadores que, en los eventos a estudiar,
contaban tanto con una subpoblacién positiva
como con una negativa. En la imagen se representa
una superposicion del histograma de la expresion
de un marcador en el tubo positivo (rosa) con el
histograma del tubo minus one correspondiente
(gris). A partir del pico negativo, se establecid el
umbral a partir del cual considerar positivos los
eventos.
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4.2.3.1. Resultados de TLR-2

Estudiando lo ocurrido en cada uno de los tres animales, se aprecié que en todos
ellos, después de la infeccidn experimental y del desarrollo de la sepsis, se producia un
incremento de la IMFN de TLR-2 en los monocitos circulantes (Figura 35), los cuales,
como se describe mas arriba, fueron definidos como CD172a™™ presentes en una region
SSC-A/FSC-A propia de monocitos. Al comparar los valores de IMFN de los animales
inmediatamente antes del desafio con los de los mismos cerdo al cabo de 24 horas, se

observo que estos Ultimos resultaban significativamente mas elevados (p = 0,016).

Figura 35: Expresion de TLR-2 en eventos
CD172a*". Se muestra la superposicion entre
histogramas de intensidad de fluorescencia en
monocitos del tubo minus one para TLR-2 antes de
la infeccion (gris claro), del minus one para TLR-
2 tras la infeccion (gris oscuro), del positivo para
TLR-2 antes de la infeccion (azul) y del positivo
para TLR-2 tras la infeccion (rosa). Como se
puede apreciar, la sefial negativa antes de la
infeccion (pico gris claro) es practicamente
idéntica a la de después de la infeccion (pico gris
oscuro), en cambio, la intensidad de fluorescencia
de TLR-2 tras la infeccién (pico rosa) es
claramente mas intensa que la intensidad de
fluorescencia de TLR-2 previa al desafio (pico
azul). Los cuatro histogramas proceden del mismo
animal. Lo observado en esta superposicion es
representativo de los tres animales.

100 =

MNormalized To Mode

4.2.3.2. Resultados de Siglec-3

Al igual que lo observado para TLR-2, se aprecio que en los tres animales
estudiados se producia un incremento de la IMFN de Siglec-3 en monocitos circulantes
tras la infeccion (Figura 36). En este caso, como se desprende de la observacion de los
histogramas, el incremento no resultd tan pronunciado como el observado para TLR-2,
pero aun asi también result6 estadisticamente significativo (p = 0,039).
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4.2.3.3. Resultados de CD163

Figura 36: Expresion de Siglec-3 en eventos
CD172a*". Se muestra la superposicion entre
histogramas de intensidad de fluorescencia en
monocitos del tubo minus one para Siglec-3 antes
de la infeccion (gris claro), del minus one para
Siglec-3 tras la infeccion (gris oscuro), del
positivo para Siglec-3 antes de la infeccion (azul)
y del positivo para Siglec-3 tras la infeccion
(rosa). La sefial negativa antes de la infeccion
(pico gris claro) es muy similar a la de después de
la infeccion (pico gris oscuro). La intensidad de
fluorescencia de Siglec-3 tras la infeccidn (pico
rosa) es moderadamente mas intensa que la
intensidad de fluorescencia de Siglec-3 previa al
desafio (pico azul). Los cuatro histogramas
proceden del mismo animal. Lo observado en esta
superposicion es representativo de los tres
animales.

Observando las superposiciones de los histogramas entre antes y después del

desafio, se pudo apreciar un incremento de la IMF del CD163 en los monocitos tras la

infeccion (Figura 37). Los valores de la IMF de los eventos CD163" aumentaron después

de la infeccion en los tres animales, sobre

incremento no resultd estadisticamente sign

todo en dos de ellos. Sin embargo, este

ificativo (p = 0,072). Con respecto a la

proporcion del CD163* sobre el CD172a*" se aprecié un escueto descenso después de la

infeccion en dos de los animales y un poco mas acusado en el cerdo restante. Este

descenso de eventos positivos para el C

significativo (p = 0,174).
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4.2.3.4. Resultados de TLR-4

Figura 37:. Expresion de CD163 en eventos

CD172a*". Se muestra la superposicion entre
histogramas de intensidad de fluorescencia en
monocitos del tubo minus one para CD163 antes
de la infeccion (gris claro), del minus one para
CD163 tras la infeccion (gris oscuro), del positivo
para CD163 antes de la infeccion (azul) y del
positivo para CD163 tras la infeccion (rosa). Cada
sefial negativa del minus one fue utilizada para
establecer el umbral a partir del cual considerar
positiva la sefial del tubo positivo para CD163
correspondiente. Esta  superposicion  de
histogramas se corresponde con el animal donde
fue menor el incremento de IMF de CD163 tras la
infeccion.

Al examinar los valores de la IFMN de TLR-4, se observo que en dos animales

descendia y en el restante se incrementaba muy ligeramente. Al observar la superposicién

de los histogramas se aprecia una disminucion en la IMFN en dos de los cerdos, mientras

que en el restante no parecia modificarse (Figura 38). En cualquier caso, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre los dos momentos (p = 0,427). Con

respecto al pequefio porcentaje de eventos CD172a”y CD172a*" que resultaron positivos

para el TLR-4, no pudo establecerse una relacion entre antes y despueés del desafio, ni en

cuanto al porcentaje de eventos positivos ni respecto a la intensidad de expresion.

Normalized To Mode

100 —

Figura 38: Expresion de TLR-4 en eventos
CD172a*". Se muestra la superposicion entre
histogramas de intensidad de fluorescencia en
monocitos del tubo minus one para TLR-4 antes de
la infeccion (gris claro), del minus one para TLR-
4 tras la infeccién (gris oscuro), del positivo para
TLR-4 antes de la infeccion (azul) y del positivo
para TLR-4 tras la infeccion (rosa). Los cuatro
histogramas proceden del mismo animal. La sefial
negativa antes de la infeccién (pico gris claro) es
muy similar a la de después de la infeccion (pico
gris oscuro). Se aprecia que el pico de intensidad
de fluorescencia post-desafio (pico rosa) tiende a
ser menos intenso que en el momento pre-desafio
(azul). El animal representado es aquel en el que
se aprecié una mayor disminucién de IMFN tras el
desafio.
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4.2.3.5. Resultados de Siglec-5

En el caso de la IMFN del Siglec-5, se observd que se incrementaba en dos
animales después de la infeccion, mientras que en el restante disminuia ligeramente
(Figura 39). Estadisticamente, como era de esperar, no se apreciaron diferencias
significativas entre ambos momentos (p = 0,26). Por lo tanto, con este doble marcaje no

se pudo establecer una tendencia clara en la expresion del Siglec-5 una vez establecida la

infeccién.
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Figura 39: Expresion de Siglec-5 en eventos CD172a™. Se muestra la superposicion entre histogramas
de intensidad de fluorescencia en monocitos del tubo minus one para Siglec-5 antes de la infeccion (gris
claro), del minus one para Siglec-5 tras la infeccién (gris oscuro), del positivo para Siglec-5 antes de la
infeccidn (azul) y del positivo para Siglec-5 tras la infeccion (rosa). La figura A corresponde a uno de los
animales donde se apreci6 un ligero incremento tras la infeccién. La figura B corresponde al animal donde
la expresion de Siglec-5 no se vio afectada.

4.2.3.6. Resultados de Siglec-1

Igual que lo ocurrido en el caso anterior, los resultados observados en el
Siglec-1 con este doble marcaje no se pueden considerar concluyentes, ya que nos
encontramos con un animal que incrementaba marcadamente su IMF una vez establecida
la infeccidn, otro en el que la IMF se vio débilmente incrementada y un tercero en el que
la IMF decrecid. Obviamente, las diferencias observadas para la IMF antes y después no
resultaron significativas (p = 0,447). En el caso del porcentaje de los monocitos Siglec-
1% se apreci6 que en los tres animales se producia un descenso de esta subpoblacion
ocurrida la infeccidn; sin embargo, a pesar de tratarse de un decrecimiento pronunciado,
las diferencias entre ambos momentos no resultaron significativas debido, seguramente,

al pequerfio tamafo de la muestra (p = 0,104).
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4.2.3.7. Resultados de Siglec-10

Observando los histogramas de la expresion de Siglec-10 en los eventos
CD172a de una region SSC-A/FSC-A propia de linfocitos, no parece que pueda
deducirse un incremento de su intensidad de fluorescencia (Figura 40). Al reparar en los
valores de IMF, se observo un ligero aumento tras el desafio en dos animales, mientras
que el tercero practicamente no vio modificados sus valores. Como cabia esperar, los
cambios no resultaron estadisticamente significativos (p = 0,156). Las proporciones de
linfocitos Siglec-10* evolucionaron de diferente forma en cada animal después de la
infeccion, disminuyendo ligeramente en uno de ellos y aumentando en los otros dos,
aunque con diferente intensidad. Con respecto a los monocitos (eventos CD172*" en la
region SSC/FSC de monocitos), la expresion del Siglec-10 fue siempre negativa en los

tres animales estudiados, tanto antes como después del desafio.

Figura 40: Expresion de Siglec-10 en eventos
CD172a’. Se muestra la superposicion de
histogramas de las intensidades de fluorescencia
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4.2.4. Dobles marcajes con anti-CD163

Tras lo observado con el doble marcaje con CD172a, se opt6 por utilizar los
animales restantes para realizar dobles marcajes con CD163, de manera que se pudiera
enfrentar la expresion de los anteriores marcadores de monocitos (TLR-2, TLR-4, Siglec-
1, Siglec3 y Siglec-5) con la expresion CD163. Esto permitid, por un lado, confirmar
(para TLR-2, TLR-4 y Siglec-3) o aclarar (para Siglec-1, Siglec-5 y CD163) las
tendencias observadas para los monocitos en los anteriores dobles marcajes con CD172a
y, por otro, ahondar en las tendencias de estos marcadores en las subpoblaciones de
monocitos CD163" y CD163".

Como todos los marcadores que fueron estudiados eran propios de los
monocitos, se establecid una region SSC-A/FSC-A propia de dichas células. VValiéndonos
de los tubos minus one para el CD163, se establecieron las regiones CD163* y CD163"
(como se explico en la Figura 34) y, seleccionando ambas poblaciones, se estudiaron los
cambios en intensidad de expresion para cada marcador tras la infeccion, en cada una de
ellas. Nuevamente TLR-2, TLR-4, Siglec-3 y Siglec-5 dieron lugar a picos unimodales,
por lo que su IMF fue normalizada, como se explicé anteriormente, en el apartado de los
dobles marcajes con anti-CD172a. En el caso de Siglec-1, nos encontramos con
subpoblaciones positivas y negativas, por lo que el calculo de su IMF se estimo teniendo

en cuenta solo los eventos Siglec-1".

Con estos dobles marcajes también se volvio a estudiar la expresion de CD163
sobre los monocitos, definidos en este caso como eventos TLR-2* en la region SSC/FSC
propia de monocitos, gracias a que se observé que todos los eventos CD163 eran también
TLR-2,
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4.2.4.1. Resultados de TLR-2

Tras el desafio, los seis animales estudiados sufrieron un incremento
considerable de su IFMN para TLR-2 en los monocitos CD163" (Imagen 41 izquierda).
Comparando las IFMN antes y después, nos encontramos que una vez comenzada la
infeccion, la IFMN resultaba significativamente mas elevada (p < 0,001). En el caso de
los eventos CD163" también se apreci6 un incremento de la IFMN de TLR-2 en los seis
animales, pero resultd mucho menos intenso (Imagen 41 derecha), si bien la IFMN

también resulto significativamente mas elevada después de la infeccion (p = 0,003).
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Figura 41: Dobles marcajes CD163 / TLR-2. Se meuestran las superposiciones de histogramas de
la intensidad de fluorescencia para TLR-2 sobre los monocitos CD163* (izquierda) y CD163
(derecha). Los picos grises se corresponden con la sefial observada en los minus one correspondientes
(grises claros para el instante pre-desafio y grises oscuros para el post-desafio), los picos azules
corresponden a la intensidad de fluorescencia de TLR-2 antes del desafio mientras que los picos rosas
se corresponden con el momento después del desafio. Se puede apreciar que el incremento de
intensidad de fluorescencia tras el desafio es mayor en los CD163*. Todos los histogramas de ambas
superposiciones provienen del mismo animal y estas imagenes son representativas de lo observado

en los seis cerdos.

Concordando con esto, se encontré que, al comparar la IMFN de TLR-2 entre
las subpoblaciones CD163" y CD163" tras la infeccion, ésta era significativamente mas
elevada en los CD163" que en los CD163 (p = 0,002). En cambio, al realizar la misma
comparacion en el momento antes de la infeccion, no se advirtieron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,114). Por altimo, como era de esperar a tenor de lo

anterior, al comparar el incremento de la IFMN (IFMNgespuss — IFMNantes) de los
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monocitos CD163* con el incremento de la IFMN de los monocitos CD163", observamos
que el incremento resulté significativamente mas elevado en los CD163" que en los
CD163 (p=0,04).

Todo esto indica que, ademas de producirse un incremento de expresion de TLR-
2, tanto sobre los monocitos CD163* como sobre los CD163", éste es mas intenso en los
primeros. Ademas, observando los dot plots (Figura 42) parece que, tras la infeccién, se
aprecia una tendencia de que, cuanto mayor sea la intensidad de expresion de CD163

mayor sera la de TLR-2.
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Figura 42: Dot plots CD163 / TLR2. Se representa la intensidad de fluorescencia de CD163
(ordenadas) frente a la intensidad de fluorescencia de TLR-2 (abscisas) antes de la infeccion
(izquierda) y durante la sepsis (derecha). En el de la derecha se puede apreciar una tendencia en la
que, cuanto mayor sea la intensidad de fluorescencia para CD163 mayor serd la de TLR-2. Estos dot

plots provienen del mismo animal y son representativos de lo observado en los 6 animales.
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4.2.4.2. Resultados de Siglec-3

Al analizar los resultados para Siglec-3 en los dobles marcajes con CD163 nos
encontramos con una situacion similar a la observada para TLR-2. Durante la sepsis, en
los seis animales se produjo un incremento de la IMFN en los monocitos CD163" (Figura
43 izquierda) y, al comparar entre los dos momentos, observamos que comenzada la
infeccion, la intensidad de expresion resultaba significativamente mas elevada (p =
0,001).

En el caso de los eventos CD163" observamos que en cinco de los seis animales
se produjo un incremento pequefio de IMFN mientras que en el restante apenas se Vvio
modificado (Figura 43 derecha). Aun asi, al comparar los valores de IMFN antes y
después se observo que después de la infeccion aparecian significativamente mas
elevados (p = 0,013).
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Figura 43: Dobles marcajes CD163 / Siglec-3. Se meuestran las superposiciones de histogramas de
la intensidad de fluorescencia para Siglec-3 sobre los monocitos CD163* (izquierda) y CD163
(derecha). Los picos grises se corresponden con la sefial observada en los minus one correspondientes
(grises claros para el instante pre-desafio y grises oscuros para el post-desafio); los picos azules, con
la intensidad de fluorescencia de Siglec-3 antes del desafio mientras que los picos rosas se
corresponden con el momento después del desafio. Se puede apreciar que el incremento de intensidad
de fluorescencia tras el desafio es mayor en los eventos CD163*. Todos los histogramas de ambas
superposiciones provienen del mismo animal y estas imagenes son representativas de lo observado
en cinco de los seis animales, ya que el restante mostrd unos valores muy similares para la expresion

de Siglec-3 en CD163" antes y después de la infeccion.
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La comparacion entre la IMFN de Siglec-3 entre los eventos CD163* y CD163
después de la infeccién mostrd que la IMFN aparecia significativamente mas elevada en
los CD163" que en los CD163" (p = 0,001). Por el contario, antes de la infeccion no se
apreciaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,481) entre las IMFN de las
dos subpoblaciones. Ademas, una vez establecida la infeccion al comparar el incremento
de la IFMN de Siglec-3 en los monocitos CD163" con el experimentado en los monocitos
CD163 se observd que resultaba significativamente mas elevado en los CD163* (p =
0,001). Todo esto es similar a lo observado para TLR-2 y, ademas, también en este caso
los dot plots parecieron indicar que, después de la infeccién, hay una tendencia de que

cuanto mayor sea la expresion de CD163 mayor seré la de Siglec-3 (Figura 44).
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Figura 44: Dot plots CD163 / Siglec-3. Se representa la intensidad de fluorescencia de CD163
(ordenadas) frente a la intensidad de fluorescencia de Siglec-3 (abscisas) antes de la infeccién
(izquierda) y durante la sepsis (derecha). En el de la derecha se puede apreciar una tendencia en la
que, a mayor intensidad de fluorescencia para CD163 mayor sera la de Siglec-3. Esa tendencia fue

observada en los 6 animales.
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4.2.4.3. Resultados de TLR-4

En el caso del TLR-4 los valores de IMFN descendieron ligeramente después de
la infeccion en cinco animales, tanto en la subpoblaciéon CD163" como en la CD163',
mientras que en el restante practicamente no sufrieron modificacines. Sin embargo, no se
apreciaron diferencias significativas entre ambos momentos para la expresion de TLR-4
ni en los eventos CD163" (Figura 45) ni en los CD163  (p = 0,067 y p = 0,061,
respectivamente). Tampoco se observaron diferencias significativas al comparar la
expresion de TLR-4 entre las células CD163" y CD163" ni antes ni después del desafio
(p =0,122 y p = 0,255, respectivamente).
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Figura 45: Dobles marcajes CD163 / TLR-4. Se meuestra la superposicidn de histogramas con la
expresion de TLR-4 en los monocitos CD163*. Los picos grises se corresponden con la sefial
observada en los minus one correspondientes (grises claros para el instante pre-desafio y grises
oscuros para el post-desafio); los picos azules con la intensidad de fluorescencia de TLR-4 antes
del desafio mientras que los picos rosas se corresponden con el momento después del desafio. La
superposicion de la izquierda es representativa de los cinco animales donde parece producirse una
disminucion de la IFMN de TLR-4. La superposicion de la derecha procede del animal donde no

parece modificarse la expresion de TLR-4 tras la infeccion.
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4.2.4.4. Resultados de Siglec-5

Al comparar los valores de la IMFN para el Siglec-5 antes y después del desafio
no se apreciaron diferencias significativas ni en los monocitos CD163" (p = 0,304) ni en
los CD163 (p = 0,075). Sin embargo, no se pudo establecer una tendencia clara respecto
a lo ocurrido tras la infeccion, puesto que para la subpoblacion CD163* nos encontramos
con que la expresion del Siglec-5 se incrementaba en tres animales, se mantenia similar
en dos y decrecia en el sexto. En el caso de las células CD163", los valores de IFMN se
incrementaron en cuatro animales, en otro disminuyeron y en el Ultimo se mantuvieron
similares. Tampoco se observaron diferencias significativas al comparar la expresion del
Siglec-5 entre las células CD163" y CD163" ni antes ni después del desafio (p = 0,684 y
p = 0,926, respectivamente).

4.2.4.5. Resultados de CD163

Los eventos CD163" resultaron practicamente positivos en su totalidad para
TLR-2, TLR-4, Siglec-3 y Siglec-5. Por ello, para estudiar las modificaciones de la
expresion de CD163 en estos dobles marcajes se decidio seleccionar aquellos eventos de
la region SSC-A/FSC-A de monocitos que fueran TLR-2* y comparar antes y después la
IMF de CD163 de la subpoblacion CD163*/TLR2*. Seleccionando los eventos TLR-2,
se eliminaron aquellos linfocitos que pudieran estar presentes en la region SSC-A/FSC-

A propia de los monocitos y que pudieran falsear resultados de la subpoblacion CD163".

En los seis animales se produjo un incremento considerable de la IMF de CD163
después de la infeccion (Figura 46). Al comparar la IMF de los seis animales antes del
desafio con los mismos después de él, se observo que estos Gltimos presentaban una IMF
significativamente mas elevada (p = 0,024). A nivel de porcentajes de CD163" sobre los
TLR-2* (monacitos), se advirtié un aumento en tres animales después del desafio, un
descenso en otros dos, otro descenso muy ligero en otro animal y se mantuvo igual en el

sexto cerdo.
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4.2.4.6. Resultados de Siglec-1

Figura 46: Expresion de CD163 en eventos
TLR-2*. Se muestra la superposicion entre
histogramas de intensidad de fluorescencia en
eventos TLR-2* del tubo minus one para CD163
antes de la infeccion (gris claro), del minus one
para CD163 tras la infeccion (gris oscuro), del
positivo para CD163 antes de la infeccion (azul) y
del positivo para CD163 tras la infeccion (rosa).
Cada sefial negativa del minus one fue utilizada
para establecer el umbral a partir del cual
considerar positiva la sefial del tubo positivo para
CD163 correspondiente. Los cuatro histogramas
proceden del mismo animal y esta superposicion es
representativa de lo observado en los seis cerdos.

En el doble marcaje CD163/Siglec-1 se utilizaron cinco animales. Mientras que

los eventos CD163" resultaron siempre positivos para los marcadores anteriormente

citados, en el caso del Siglec-1 aparecieron tanto subpoblaciones CD163*/Siglec-1* como

CD163"/Siglec-1, estando presentes ambas tanto antes como después del desafio. En

cambio, una pequefia subpoblacion CD1637/Siglec-1" presente antes del desafio

practicamente desaparecio tras él (Figura 47).
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Figura 47: Dot plots CD163 / Siglec-1. Se representa la intensidad de fluorescencia de Siglec-1
(ordenadas) frente a la intensidad de fluorescencia de CD163 (abscisas) antes de la infeccién
(izquierda) y durante la sepsis (derecha). Se puede apreciar como la pequefia subpoblacién CD163
/Siglec-1* presente antes del desafio desaparece tras la infeccion. Estos dot plots proceden de un
mismo animal y son representativos de los cinco cerdos del estudio.
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Con respecto a la IMF de Siglec-1, teniendo en cuenta solo la subpoblacion
CD163"/Siglec-1*, en cuatro de ellos se aprecié un incremento después de la infeccion,
mientras que en el restante se observé un descenso. Sin embargo, entre los dos momentos
no se advirtieron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,076). Obviamente, no
se pudo calcular cambio alguno para los eventos CD163" porque la subpoblacion CD163

/Siglec-1" desaparecia una vez comenzada la infeccion.

4.2.5. Dobles marcajes con anticuerpo monoclonal 6D10

Como TLR-2, TLR-4, Siglec-3, Siglec-5 y CD172a también se expresan en
granulocitos ademéas de en monocitos, y como en la fraccion de PBMCs es posible
encontrar alguna contaminacidn por neutréfilos, se nos planted la siguiente cuestion: ¢La
liberacion esperable de neutréfilos al torrente sanguineo tras la infeccion podria conllevar
un incremento de contaminacion en los PBMCs aislados tras la infeccién con respecto a
los PBMCs pre-desafio, que a su vez falseara los valores observados para algunos de estos
marcadores en eventos CD172a™ o CD163" tras la infeccion? Debe advertirse que,
aunque las regiones establecidas por SSC/FSC eran propias de monocitos, siempre cabia
la posibilidad de que apareciera en ellas algin neutrofilo. Para responder a esta cuestion
se plantearon dobles marcajes de los marcadores TLR-2, TLR-4, Siglec-3 y Siglec-5 con

el anticuerpo monoclonal 6D10, especifico de granulocitos.

Estos dobles marcajes se realizaron sobre tres animales en paralelo respecto al
momento en que se llevaban a cabo los dobles marcajes con anti-CD163. Como este
anticuerpo es especifico de granulocitos, se acotd una region SSC-A/FSC-A propia de
monocitos y se seleccionaron los eventos 6D107, de esta manera se aseguro que se estaban
manejando Unicamente monocitos. Sobre estos eventos se verifico si las tendencias para
la expresion de estos marcadores una vez iniciada la infeccidon eran similares a las
observadas en los eventos CD172a*™ o0 CD163" de los anteriores dobles maecajes. Los
resultados permitieron descartar la influencia de la contaminacion por neutrofilos en los
resultados previamente observados, ya que estos fueron similares a los observados en los
eventos 6D10" (Figura 48). TLR-2 y Siglec-3 sufrieron un incremento significativo de sus
IFMN después de la infeccién (p = 0,033 y p = 0,039, respectivamente), aumentando su
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expresion en los tres animales tras el desafio. TLR-4 y Siglec-5 no resultaron modificados
significativamente después de la infeccién (p = 0,427 y p = 0,26, respectivamente);
ademas, en el caso de TLR-4, los tres animales se mantuvieron practicamente con los

mismos valores.
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Figura 48: Dobles marcajes con el anticuerpo monoclonal 6D10. Se respresentan las superposiciones entre
histogramas de intensidad de fluorescencia en monocitos para TLR-2 (A), TLR-4 (B), Siglec-3 (C) o Siglec-
5 (D) antes de la infeccion (azul) y tras la infeccidn (rosa). Los picos de los minus one correspondientes a
antes de la infeccidn se representan en gris claro; y en gris oscuro para después. Los resultados observados
confirmaron los anteriores. Los histogramas de cada superposicion proceden de un mismo animal. Estas

superposiciones son representativas de los resultados observados en los tres cerdos.
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4.3. BUSQUEDA MEDIANTE ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS DE
PROTEINAS SOBREEXPRESADAS EN LA SUPERFICIE DE H.
parasuis EN CONDICIONES DE CULTIVO MIMETICAS A LA
INFECCION

4.3.1. Curvas de crecimiento

Al comparar las curvas de crecimiento de la cepa Nagasaki creciendo en
condiciones normales de cultivo (37 °C), condiciones restrictivas de hierro (37 °C y
presencia de dipiridilo) y condiciones miméticas (41 °C y dipiridilo) parece inferirse que
la temperatura afecta ligeramente al crecimiento puesto que a 41 °C, antes de la adicion
del dipiridilo, se aprecia que la DO a 600 nm no alcanza la obtenida para 37 °C. Tras la
adicion del dipiridilo al medio también se aprecia esta influencia de la temperatura ya que
la DO del crecimiento a 41 °C siempre se mantiene menor a la de 37 °C. Ademas, se
observo que la adicion de dipiridilo desaceleraba el crecimiento en ambas temperaturas
para, al cabo de un tiempo, volver a acelerarse (Figura 49).

En base a estas curvas se seleccionaron momentos de crecimiento exponencial
para extraer ARN de los cultivos en las condiciones sobre las que se realizaria el estudio

comparativo, las normales (37 °C sin didipiridilo) y las miméticas (41 °C y dipiridilo).
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Figura 9: Curvas de crecimiento de H. parasuis en condiciones normales de crecimiento (amarillo),
condiciones restrictivas de hierro a 37 °C (azul) y condiciones miméticas de infeccion (naranja). El
dipiridilo fue afiadido cunado la DO a 600 nm se situaba en torno a 0,3 y se indica con una flecha del
color correspondiente a la condicion (azul para condiciones restrictivas de fierro a 37 °C y naranja para
condiciones miméticas).
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4.3.2. Control de calidad de las muestras de ARN

En total se hicieron tres réplicas de cada condicion, por lo tanto seis muestras de
ARN, las cuales fueron tratadas para eliminar los restos de ADN. Posteriormente fueron
evaluadas mediante un “NanoDrop 1000” (Thermo Scientific) para conocer sus
concentraciones y ratios (260/280 y 260/230), se realizd6 una PCR con cebadores
especificos del gen 16S de H. parasuis para verificar la eliminacion completa de ADN vy,
por ultimo, una electroforesis automatizada en un “Bioanalyzer Agilent 2100” para
comprobar la integridad del ARN y confirmar el perfil de los picos de ARN ribosémico
propio de la bacteria, en el que la subunidad 23S del ARNTr se encuentra fragmentada en
porciones de 1,2 y 1,7 kb (Song et al., 1999). No se calculé el nimero de integridad del
ARN (RIN por sus siglas en inglés), debido a la disposicion peculiar de los picos del
ARNTr de esta bacteria; no obstante, las graficas mostraron que el ARN presente en cada
muestra presentaba una integridad correcta. En la Tabla 26 se resumen los diferentes
valores para cada muestra obtenidos mediante el “NanoDrop 1000 y la PCR; en la Figura

50 se observan los perfiles de picos del ARN ribosémico.

Muestra [RNA] ng/ul | r260/280 r260/230 PCR
Normal 1 106,8 2,18 2,02 -
Normal 2 143,7 2,11 2,09 -
Normal 3 139,8 2,09 2,08 -
Mimética 1 158 2,15 1,97 -
Mimética 2 131,7 2,16 2,1 -
Mimética 3 138,7 2,17 2,08 -

Tabla 26: Concentracion, ratios y contaminacion por ADN en muestras de ARN estudiadas. Se
indica para cada una de las muestras del estudio la concentracion, las ratios 260/280 y 260/230, asi

como el resultado de la PCR con cebadores especificos de la bacteria (todas dieron negativos)
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Figura 50: Integridad del ARN en muestras estudiadas. Se muestran las graficas de las seis muestras de
ARN en las que se muestran los picos de ARN ribosémico. En ninguna aparece el pico correspondiente
al ARN ribsémico 23S y en su lugar se aprecian dos picos adicionales de aproximadamente 1.200 y
1.700 bases, caracteristicos de H. parasuis. Las imagenes muestran una buena conservacion de la
integridad del ARN.

4.3.3. Control de calidad de las secuencias de las librerias

La calidad de las lecturas obtenidas tras la preparacion y secuenciacion de las
librerias de ADNCc se evalué empleando FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las secuencias fueron
pre-procesadas mediante un recorte (trimming) de las 10 primeras pb (left trimming) y de
aquéllas que tuvieran un umbral de calidad Q < 20 (right trimming). En la Tabla 27 se

muestra el nUmero de secuencias de cada muestra tras el control de calidad.
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MUESTRA SECUENCIAS TOTALES

Normal 1 20025325

Normal 2 19420056

Normal 3 23019827
Mimética 1 25745193
Mimética 2 26052042
Mimética 3 28740311

Tabla 27: Control de calidad de secuencias de librerias de ADNc. Se muestra el nimero de secuencias

de cada muestra, después de efecturar su pre-procesado y analisis con FastQC.

4.3.4. Genes expresados diferencialmente

Las secuencias fueron alineadas frente al genoma de referencia (H. parasuis,
cepa SHO165, numero de acceso: NC_011852.1) con la herramienta Tophat, ensambladas
con Cufflinks y fusionadas con Cuffmerge. Los diferentes genes fueron denominados con
el nombre del locus del genoma de referencia. Los transcritos expresados
diferencialmente entre las dos condiciones de cultivo (normal y mimética) fueron
obtenidos mediante la herramienta bioinformatica Cuffdiff, considerando
estadisticamente significativos solamente aquellos casos que presentasen un valor p,

corregido mediante el método de Benjamini—Hochberg, inferior a 0,05.

A partir de ahora, nos referiremos a los genes sobreexpresados en condiciones
mimeéticas de cultivo como “sobreexpresados en condiciones miméticas”, mientras que
los genes sobreexpresados en condiciones normales seran denominados como
“subexpresados en condiciones mimeticas”. En las Tablas 36 y 37 de los anexos se
muestran los genes sobreexpresados y subexpresados, respectivamente, indicando el
logaritmo en base 2 de su fold change (log. (fold change)) para cada caso. En el analisis
de datos posteriores solo se tuvieron en cuenta aquellos genes cuyo log. (fold change)

fuera superior a 10.
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4.3.4.1. Sobreexpresion en condiciones miméticas

El nimero de genes sobreexpresados en estas condiciones fue de 433, de los
cuales se seleccionaron 154 por tener un logz (fold change) superior a 10. Entre ellos, se
encontraron 8 pseudogenes, dos genes codificantes de ARNt y 144 genes codificantes de

proteinas (Figura 51 arriba a la izquierda).

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas por los genes
sobreexpresados. A partir de estas secuencias proteicas se investigé la localizacion de las

proteinas dentro de la célula y si presentaban relacion con la patogenia.

4.3.4.1.1. Localizacidon celular de las proteinas sobreexpresadas en condiciones
miméticas

Con el programa CELLO v.2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/) se estudiaron las
secuencias de las proteinas sobreexpresadas, con el fin de asignar la localizacion celular
mas probable a cada una de ellas. Se encontraron cuatro proteinas de localizacion
extracelular, 17 de membrana externa (OMP), 10 de localizacion periplasmica, 13 de
membrana interna (IMP) y 100 localizadas en el citoplasma. Como el principal objetivo
de este trabajo consistia en la busqueda de proteinas expuestas al exterior celular, que se
sobreexpresaran en las condiciones de estudio, se procedio a verificar individualmente la
localizacion de aquéllas a las que CELLO asignaba como pertenecientes a las fracciones
extracelular y de OMP, por medio de su blsqueda en bases de datos. De este modo, se
comprobd que dos de las proteinas asignadas como OMPs realmente eran IMPs, mientras
que otras tres presentaban una localizacion periplasmica y otras dos resultaban
citoplasmaticas. Ademas, una de las proteinas extracelulares y otra de las asignadas como
OMP parecian tratarse realmente de la misma proteina extracelular pero, debido a una
mutacion puntual en el genoma de referencia que implicaba la aparicion de un codén de
parada, fue anotada como dos proteinas diferentes. Por lo tanto, tras esta correccion,
cuatro proteinas permanecieron asignadas como de localizacion extracelular, 9 como
OMPs, 15 como IMPs, 13 de localizacion periplasmica y 102 citoplasmatica (Figura 51
arriba a la derecha).

4.3.4.1.2. Busqueda de proteinas sobreexpresadas en condiciones miméticas
relacionadas con la patogenia
Se utilizé el servidor MP3 para detectar aquellas proteinas sobreexpresadas en

condiciones miméticas que pudieran presentar una relacion con la patogenia. En total, 30
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proteinas fueron reconocidas relacionadas con la patogenia (y por lo tanto posiblemente

implicadas en la patogénesis de la enfermedad de Glésser) (Figura 51 abajo a la

izquierda), de las que 4 presentaban una localizacion extracelular, 9 resultaron ser OMPs,

6 IMPs, 5 de localizacion periplasmica y 7 citoplasmatica (Figura 51 abajo a la derecha).

Ademas, aquellas proteinas identificadas como relacionadas con la patogenia por
MP3, que no estaban caracterizadas ni en la base de datos del “Genbank” ni en la de
“Uniprot”, fueron estudiadas individualmente mediante “BLASTp” en la pagina del
“Ncbi” para intentar encontrar proteinas homologas, 0 mediante busqueda de dominios,
utilizando para ello la herramienta disponible en el “Ncbi” o en “InterProScan”. En la
Tabla 29 se resume lo obtenido respecto a estas proteinas.

GENES SOBREEXPRESADOS EN CONDICIONES LOCALIZACION DE PROTEINAS SOBREEXPRESADAS EN
MIMETICAS CONDICIONES MIMETICAS

4(3%) 13(9%)

2(1%) 15 (10%)

12 (&%)

\ 100 (70%) ’

RELACION CON LA PATOGENIA DE LAS PROTEINAS

SOBREEXPRESADAS EN CONDICIONES MIMETICAS PiF;IP.
‘ CITOP. RE%“.’PN IMP - Extracelular EXTRAC.
102 15
PATOGIENIA
3

112 (78%} = Membrana externa OMIP?
3 .k?-
b 9 e = Periplismica PERIP.
omp EXTRAC.

- Membrana interna 1M1,

= PATOGENIA NO PATOGENIA - Citoplasmitica CITOP

Arriba a la izquierda: NUumero de pseudogenes, genes codificantes de ARNt y de proteinas;
indicando el porcentaje sobre el total de genes sobreexpresados con log, (fold change) > 10 en
condiciones miméticas. No se tuvieron en cuenta las correcciones posteriores.

Arriba a la derecha: Numero de las diferentes localizaciones de proteinas sobreexpresadas en
condiciones miméticas y porcentaje sobre el total. Se tienen en cuenta las correcciones posteriores.
Abajo a la izquierda: NUmero y porcentaje de proteinas relacionadas con la patogenia
sobreexpresadas en condiciones miméticas. Se tienen en cuenta las correcciones posteriores.

Abajo a la derecha: Diagrama de Venn, que representa la relacion entre la localizacién celular y la

patogenia de las proteinas sobreexpresadas. Se tienen en cuenta las correcciones posteriores.

Figura 51: Genes y proteinas sobreexpresados en condiciones miméticas.
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4.3.4.1.3. Analisis de enriquecimiento funcional de genes sobreexpresados en
condiciones miméticas

El analisis de enriquecimiento funcional en términos de ontologia génica (GO)
se realizd6 mediante el servidor DAVID (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp). Solo se
tuvieron en cuenta aquellos términos GO que contuvieran un nimero minimo de cinco
genes sobreexpresados y se consideraron significativamente enriquecidos aquellos
términos GO que mostraran un valor p, corregido mediante el método de Benjamini—
Hochberg, inferion a 0,05. Aplicando estos criterios, entre los genes sobreexpresados en
condiciones miméticas tan solo se hall6 enriquecido el término GO:0003676 (nucleic acid
binding), el cual se encontré en 37 genes sobreexpresados. Dicho término pertenece al
dominio GO molecular function. En la Tabla 38 de los anexos se muestran los genes
sobreexpresados clasificados dentro de dicho término GO.

4.3.4.1.4. Resumen de la sobreexpresion en condiciones miméticas
En la Figura 52 se resumen los principales hallazgos conforme a la

sobreexpresion en condiciones miméticas.

ARNE
E\ sesiiea) PROTE'"AS Resumen de la

. PSEUDDGENES 143 [144}

sobreexpresion en
condiciones miméticas.
Se indica el nimero de
eventos pertenecientes a
cada grupo. Entre

MEMBRANAEXTERNA 3 (17)

PERIPLASMA 13 (10)

paréntesis, el ndmero
antes de las

correcciones.

En la Tabla 28 se resumen aquellas proteinas sobreexpresadas en condiciones
mimeéticas que fueron identificadas como relacionadas con la patogenia y/o se les predijo
una localizacion extracelular o en la membrana externa (en las tablas de esta seccion y
en las de los anexos, se indican los nombres de las proteinas y/o genes en inglés debido

al gran numero de ellos y a que se denominan en ese idioma en las bases de datos).
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NUmero

Locus Producto Genbank acceso Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
Uniprot
HAPS_RS00370 protein TolA B8F375 [tolA|Cell envelope integrity inner membrane protein TolA P IM
HAPS_RS00485 TonB-dependent receptor - - P oM
HAPS_RS00735 hypothetical protein - - P oM
HAPS_RS00740* autotransporter domain-containing protein - - p* OM*
HAPS_RS00745* hypothetical protein - - p* EX*
HAPS_RS01255 ABC transporter permease B8F3P0 |[HAPS_0253|ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport permease P IM
o . |[HAPS_0254|ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport systems
HAPS_RS01260 ABC transporter substrate-binding protein B8F3P1 . . . P CP
periplasmic components protein
o . |HAPS_0255|ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport system,
HAPS_RS01265 ABC transporter ATP-binding protein B8F3P2 P IM
ATPase
HAPS_RS01400 sulfurtransferase FdhD - - P CP
HAPS_RS01435 hypothetical protein B8F3s4 |[HAPS_0289|Uncharacterized protein P CcP
|[HAPS_0364|ATPase components of ABC transporters with duplicated
HAPS_RS01805 ABC transporter ATPase B8F3Z5 . . . P PP
ATPase domains-containing protein
HAPS_RS01895 hypothetical protein B8F410 |[HAPS_0382|Uncharacterized protein P EX
HAPS_RS02610 hypothetical protein B8F4D5 |purL|Phosphoribosylformylglycinamidine synthase P CP
HAPS_RS03735 fimbrial usher protein - - P oM
HAPS_RS04480 hypothetical protein - - P PP
HAPS_RS04485 hypothetical protein B8F5E9 |[HAPS_0923|Uncharacterized protein P EX
HAPS_RS06520 hypothetical protein B8F6H3 |yaaH|Permease, Inner membrane protein yaaH P IM

Tabla 28: Listado de proteinas sobreexpresadas en condiciones miméticas que resultaron relacionadas con la patogenia (P) y/o localizadas en la membrana externa (OM) o

extracelulares (EX). En caso de cumplir solamente uno de los criterios también se indica si no esta relacionada con la patogenia (NP) o si tiene otra localizacion diferente

(IM para membrana interna, CP para citoplasma y PP para periplasma). * indica que se trataba de una misma proteina reconocida como dos diferentes.
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Numero
Locus Producto Genbank acceso Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
Uniprot
HAPS_RS06610 cell envelope protein TonB B8F6J2 [tonB|Protein TonB P PP
HAPS_RS07630 iron ABC transporter permease B8F723 [hmuU|Hemin transport system permease protein HmuU P IM
HAPS_RS07950 hypothetical protein - - P CP
HAPS_RS09000 hypothetical protein B8F7Q0 |[HAPS_1850|Uncharacterized protein P IM
HAPS_RS10195 DUF262 domain-containing protein B8F899 |[HAPS_2100|Uncharacterized protein P CP
. . [tolC|RND efflux system outer membrane lipoprotein/RND superfamily
HAPS_RS10530 TolC family protein B8F8F2 . . . . P oM
resistance-nodulation-cell division antiporter
. |hxuC|Heme/hemopexin utilization protein C/outer membrane receptor
HAPS_RS10585 ligand-gated channel B8F8G2 . P oM
protein, mostly Fe transport
ShiB/FhaC/HecB family hemolysin secretion/activation |hxuB|Heme/hemopexin-binding protein B, hemolysin activation/secretion
HAPS_RS10590 . B8F8G3 . P oM
protein protein
. . |hxuA|Heme/hemopexin-binding protein A (Heme:hemopexin utilization
HAPS_RS10595 hypothetical protein B8F8G4 . P EX
protein A)
HAPS_RS10780 membrane protein B8F8J9 |[HAPS_2219|Possible outer membrane protein/FOG: TPR repeat protein P oM
HAPS_RS10800 transferrin-binding protein-like solute binding protein - - P oM
HAPS_RS10805 lactoferrin/transferrin family TonB-dependent receptor B8F8K4 [tbpA|Transferrin-binding protein 1 P oM
HAPS_RS11010 transpeptidase B8F8P5 |[HAPS_2267|Uncharacterized protein P PP
HAPS_RS11030 transcriptional regulator B8F8P9 [impA|SOS-response transcriptional repressor P CP

Tabla 28 (continuacion): Listado de proteinas sobreexpresadas en condiciones miméticas que resultaron relacionadas con la patogenia (P) y/o localizadas en la membrana
externa (OM) o extracelulares (EX). En caso de cumplir solamente uno de los criterios también se indica si no esta relacionada con la patogenia (NP) o si tiene otra localizacion

diferente (IM para membrana interna, CP para citoplasma y PP para periplasma).
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NuUmero
Gen acceso Localizacion Hallazgos

uniprot
HAPS_RS00735 - OoM No se reconoci6 nada
HAPS_RS00740* - OM* Mitad c-termial de autotransportador*
HAPS_RS00745* - EX* Mitad n-termial de autotransportador*
HAPS_RS01435 B8F354 CcP No se reconoci6 nada
HAPS_RS01895 B8F410 EX No se reconoci6 nada
HAPS_RS04480 - PP Dominio de la superfamilia Glycoside-hydrolase
HAPS_RS04485 B8F5E9 EX Dominio Immunoglobulin-like fold
HAPS_RS07950 - cP Dominio de la superfamilia Thioredoxin_like
HAPS_RS09000 B8F7Q0 IM Homologia con permeasa
HAPS_RS10195 B8F899 cP Dominios de nucleasas ParB-like y HNH

Tabla 29: Hallazgos en proteinas sobreexpresadas en condiciones miméticas, relacionadas con la

patogenia, que no se encuentran caracterizadas en la base de datos del “Genbank” ni en la de “Uniprot”.

* indica que se trataba de una misma proteina reconocida como dos diferentes.

En

la Tabla 34 de los anexos se recogen los 154 genes sobreexpesados con un

logz (fold change) > 10 y en el caso de las 144 proteinas sobreexpresadas se indica:

Locus del gen codificante (Locus Tag) y nombre de producto procedentes de la base
de datos del “Genbank”. Nombre y nimero de acceso de la base datos “Uniprot”
(en caso de estar en su base de datos).

Localizacion celular més probable corregida.

Si esta o no relacionada con la patogenia.

192



4.3.4.2. Subexpresion en condiciones miméticas

El nimero de genes subexpresados en condiciones miméticas fue de 460, de los
cuales se seleccionaron 187 por tener un log: (fold Change) superior a 10. Entre ellos se
encontraron 4 pseudogenes, 7 genes que codifican ARNTt, otro que codifica ARNry 175

genes de proteinas (Figura 53 arriba a la izquierda).

4.3.4.2.1. Localizacion celular de las proteinas subexpresadas en condiciones
miméticas

El programa CELLO v.2.5 predijo 6 proteinas de localizacion extracelular, 5
OMPs, 30 de localizacién periplasmica, 34 de membrana interna IMPs y 100 localizadas
en el citoplasma. Nuevamente se verificaron individualmente aquellas proteinas
asignadas como OMP o extracelulares, comprobando que una de las supuestas OMP
realmente presentaba una localizacion citoplasmatica. Después de esta correccion 6
proteinas permanecieron asignadas como de localizacion extracelular, 4 como OMPs, 34
como IMPs, 30 de localizacion periplasmica, y 101 citoplasmatica (Figura 53 arriba a la

derecha).

4.3.4.2.2. Busqueda de proteinas subexpresadas en condiciones miméticas
relacionadas con la patogenia

El servidor MP3 encontré un total de 34 proteinas que fueron reconocidas como
relacionadas con la patogenia (Figura 53 abajo a la izquierda), de las cuales 5 resultaron
tener una localizacion extracelular, 3 eran OMPs, 13 IMPs, 8 presentaban localizacion
periplasmica y 5 citoplasmaética (Figura 53 abajo a la derecha). Ademaés, nuevamente se
efectudé una busqueda individual de homologias y dominios en aquellas proteinas
identificadas como relacionadas con la patogenia, que no se encontraban caracterizadas
en la base de datos del “Genbank” ni en la de “Uniprot”. En la Tabla 32 se resume lo
hallado en estas proteinas.
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GENES SUBEXPRESADOS EN CONDICIONES MIMETICAS LOCALIZACION DE PROTEINAS SUBEXPRESADAS EN
CONDICIONES MIMETICAS

4{2%)

y 8 (4%) 6(4%) a(2%)
101 (58%) 34({19%)
= EXTRACELULAR MEMBRANA EXTERNA = PERIPLASMA
= PSEUDOGENES = ARN = PROTE INAS MEMBRANA INTERNA = CITOPLASMA

RELACIGN CON LA PATOGEMIA DE LAS PROTEINAS
SUBEXPRESADAS EN CONDICIONES MIMETICAS

L ==

E 141(81%) '

= PATOGENIA NO PATOGENIA - 6 - Citoplasmitica CITOP

- Extragelular EXTRAC,
= Membrana externa OMP
- Periplasmica PERIP,

- Membrana interma IMP.

Arriba a la izquierda: Numero de pseudogenes, genes codificantes de ARNt y de proteinas;
indicando el porcentaje sobre el total de genes subexpresados con log. (fold change) > 10 en
condiciones miméticas.

Arriba a la derecha: Numero de las diferentes localizaciones de las proteinas subexpresadas en
condiciones miméticas y porcentaje sobre el total. Se tienen en cuenta las correcciones posteriores.
Abajo a la izquierda: Numero y porcentaje de proteinas relacionadas con la patogenia
subexpresadas en condiciones miméticas. Se tienen en cuenta las correcciones posteriores.

Abajo a la derecha: Diagrama de Venn, que representa la relacion entre las la localizacion celular

y la patogenia de las proteinas subexpresadas. Se tienen en cuenta las correcciones posteriores.

Figura 53: Genes y proteinas subexpresados en condiciones miméticas

4.3.4.2.3. Analisis de enriquecimiento funcional de los genes subexpresados en
condiciones miméticas
El analisis de enriquecimiento funcional se realiz6 aplicando los mismos
criterios que en el caso de los genes sobreexpresados. En la Tabla 30 se muestran aquellos
términos GO que se encontraron enriquecidos en condiciones miméticas, indicando para
cada uno el nimero de genes subexpresados en el que se encontrd y el dominio GO al que
pertenece.
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TERMINO poMINIO | NUM.
GO GO GENES

G0:0008643 carbohydrate transport BP 16
G0:0015980 energy derivation by oxidation of organic compounds BP 17
G0:0055114 oxidation-reduction process BP 21
G0:0009401 phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase system BP 13
G0:0009401 phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase system BP 13
G0:0006091 generation of precursor metabolites and energy BP 19
G0:0045333 cellular respiration BP 14
G0:0006099 tricarboxylic acid cycle BP 10
G0:0006099 tricarboxylic acid cycle BP 10
G0:0009060 aerobic respiration BP 10
G0:0044712 single-organism catabolic process BP 17
G0:0044699 single-organism process BP 73
G0:0005975 carbohydrate metabolic process BP 25
G0:0044724 single-organism carbohydrate catabolic process BP 11
G0:0044282 small molecule catabolic process BP 12
G0:0016052 carbohydrate catabolic process BP 11
G0:1901575 organic substance catabolic process BP 18
G0:1901476 carbohydrate transporter activity MF 8

G0:0015144 carbohydrate transmembrane transporter activity MF 8

G0:0044765 single-organism transport BP 23
G0:0009056 catabolic process BP 18
G0:0005996 monosaccharide metabolic process BP 10
G0:1902578 single-organism localization BP 23
G0:0071702 organic substance transport BP 17
G0:0044723 single-organism carbohydrate metabolic process BP 17
GO0:0006810 transport BP 26
G0:0019318 hexose metabolic process BP 8

G0:0051179 localization BP 26
G0:0051234 establishment of localization BP 26
G0:0044710 single-organism metabolic process BP 49
G0:0046365 monosaccharide catabolic process BP 5

Tabla 30: Términos GO enriquecidos entre los genes subexpresados en condiciones miméticas. Se

indica el nimero de genes subexpresados en el que se hallaron y el dominio GO al que pertenecen

(MF para molecular function y BP para biological process).
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4.3.4.2.4. Resumen de la subexpresion en condiciones miméticas

En la Figura 54 se resumen los principales hallazgos, conforme a la subexpresion

en condiciones miméticas.

GENES COD. -< ARNt
1 PROTEINAS
PSEUDDGENES

4

MEMBRANAEXTERNA 4 (5)

PATOGENIA 34

PERIPLASMA 30 NO PATOGENIA 141
CITOPLASMA 101 (100)

Figura 54:
Resumen de
subexpresion en

condiciones miméticas.
Se indica el nimero de
eventos pertenecientes
a cada grupo. Entre
paréntesis, el ndmero
antes de las

correcciones.

En la Tabla 35 de los anexos se recogen los 187 genes subexpesados con un log:

(fold change) > 10 y en el caso de las 175 proteinas subexpresadas se indica:

o Locus del gen codificante (locus tag) y nombre de producto procedentes de la base

de datos del “Genbank”. Nombre y nimero de acceso de la base datos “Uniprot”

(en caso de estar en su base de datos).
e Localizacion celular mas probable corregida.

e Siesta o no relacionada con la patogenia.

En la siguiente Tabla (31) se resumen aquellas proteinas subexpresadas en

condiciones miméticas, que fueron identificadas como relacionadas con la patogenia y/o

se les predijo una localizacion extracelular o en la membrana externa.
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Numero
Locus Producto Genbank acceso Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
Uniprot
HAPS_RS00960 PTS fructose transporter subunit 11D B8F3I5 |ptsEIID|PTS system, lIDcomponent P IM
HAPS_RS00965 PTS sugar transporter subunit 1IC B8F316 |ptsEIIC|PTS system, 1IC component P IM
HAPS_RS01175 maltose transporter permease B8F3M4 |malGJABC-type maltose transport systems, permease component P IM
HAPS_RS01180 maltose ABC transporter permease MalF B8F3M5 |malF|ABC-type maltose transport systems, permease components P IM
HAPS_RS01320 tRNA-dihydrouridine synthase A P CP
HAPS_RS02505 MarC family protein B8F4B7 |marC|UPFO0056 inner membrane protein P IM
HAPS_RS02890 phage tail protein/putative Fels-1 prophage host B8F418 |[HAPS_0587|Phage tail protein/putative Fels-1 prophage host specificity P oM
specificity protein protein
HAPS_RS02905 tail assembly protein B8F4J1 |HAPS_0590|Bacteriophage lambda tail assembly | P PP
HAPS_RS02960 hypothetical protein B8F4K2 |HAPS_0601|Phage protein P EX
HAPS_RS03175 ribosome-binding factor A B8F4P5 |HAPS_0648|Putative serine protease P EX
HAPS_RS03660 DNA starvation/stationary phase protection protein B8F4Zz3 |dps|Ferritin and DNA-binding stress protein P CP
HAPS_RS03685 superoxide dismutase B8F4z8 |sodC|Superoxide dismutase [Cu-Zn] P PP
HAPS_RS04120 transporter B8F573 |comEA|DNA uptake protein P CP
HAPS_RS04845 | ABC transporter substrate-binding protein B8F5L3 |oppA|Oligopeptide permease ABC transporter membrane protein P PP
HAPS_RS05160 arginine transporter permease subunit ArtM B8F5S9 |artM|Arginine transporter permease subunit ArtM P IM
HAPS_RS05165 arginine transporter permease subunit ArtQ P IM
HAPS_RS05325 metal ABC transporter substrate-binding protein B8F5W?2 |yfeA|Chelated iron ABC transporter, periplasmic-binding protein P PP
HAPS_RS06680 serine protease B8F6K6 |espP1|Putative extracellular serine protease (Autotransporter) P EX
HAPS_RS07290 anaerobic C4-dicarboxylate transporter P IM

Tabla 31: Listado de proteinas subexpresadas en condiciones miméticas que resultaron relacionadas con la patogenia (P) y/o localizadas en la membrana externa (OM) o
extracelulares (EX). En caso de cumplir solamente uno de los criterios también se indica si no tiene relacion con patogenia (NP) o si tiene otra localizacion diferente (IM

para membrana interna, CP para citoplasma y PP para periplasma).
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Numero
Locus Producto Genbank acceso Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
Uniprot
HAPS_RS07420 L-fuculokinase B8F6Y1 [fucK|L-fuculokinase NP oM
HAPS_RS07475 ABC transporter permease P IM
HAPS_RS07830 sialidase P oM
HAPS_RS08385 | ABC transporter permease B8F7E4 [rbsC2|ABC D-ribose transporter permease protein RbsC P IM
HAPS_RS08405 PTS mannose transporter subunit 11D B8F7ES8 |[manZ|PTS system mannose-specific protein 1D P IM
HAPS_RS08410 PTS mannose/fructose/sorbose transporter subunit 11C B8F7E9 |[manY|PTS system mannose/fructose/sorbose family 11C subunit P IM
HAPS_RS08450 | ATP-dependent protease B8F7F8 |comM|Competence protein M P CcP
HAPS_RS08625 hypothetical protein B8F714 |[HAPS_1774|Uncharacterized protein P PP
HAPS_RS08750 reductase B8F7K3 |napD|Periplasmic nitrate reductase subunit NapD P CcP
HAPS_RS09225 C4-di_carboxylate ABC transporter substrate-binding B8F7T5 |[HAPS_1899|TRAP transporter solute receptor TAXI family protein P PP
HAPS_RS09230 pCrz?-tc(;‘ilcr:]arboxyIe\te ABC transporter B8F7T6 |dctM|TRAP C4-dicarboxylate transport system permease DctM subunit P IM
HAPS_RS09770 prepi_lin-type cleavage/methylation domain-containing B8F829 |pilA|Tfp pilus assembly protein, major pilin PilA P EX
HAPS_RS10920 g;?zt:g—galactosidase NP EX
HAPS_RS11100 hypothetical protein B8F8R3 |HAPS_2286|Uncharacterized protein P PP
HAPS_RS11105 hypothetical protein B8F8R4 |HAPS_2287|Chromosome segregation ATPase P EX
HAPS_RS11110 hypothetical protein B8F8R5 |[HAPS_2288|Uncharacterized protein P PP
HAPS_RS11115 secretin B8F8R6 |comE|Competence protein E/type Il secretory pathway, component HofQ P oM

Tabla 31 (continuacion): Listado de proteinas subexpresadas en condiciones miméticas que resultaron relacionadas con la patogenia (P) y/o localizadas en la membrana
externa (OM) o extracelulares (EX). En caso de cumplir solamente uno de los criterios también se indica si no tiene relacidn con patogenia (NP) o si tiene otra localizacion

diferente (IM para membrana interna, CP para citoplasma y PP para periplasma).
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ndmero

Locus acceso Localizacion Hallazgos
uniprot
HAPS_RS08625 B8F714 PP Homologia con tat (twin-arginine translocation)
pathway signal sequence domain protein
HAPS_RS11100 B8F8R3 PP No se reconoci6 nada
HAPS_RS11110 B8F8R5 PP Homologia con PilP family protein en otra cepa de

H. parasuis

Tabla 32: Hallazgos en proteinas subexpresadas en codiciones miméticas, relacionadas con la patogenia,

que no se encuentran caracterizadas ni en la base de tados del Genbank ni en la de Uniprot.
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5. DISCUSION
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5.1. VALORACION DE TRES PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE
LA CEPA NAGASAKI DE Haemophilus parasuis COMO
ANTIGENOS VACUNALES CONTRA LA ENFERMEDAD DE GLASSER
EN CERDOS

5.1.1. Estudio de las secuencias aminoacidicas de las tres proteinas y

seleccion del fragmento génico que clonar

Con el fin de seleccionar una zona adecuada en cada proteina para su clonacion
y expresion posterior, se realizd un estudio preliminar con herramientas bioinformaticas.
Esta aproximacion permitié conocer las zonas que presentaban una mayor probabilidad
de contener epitopos accesibles al sistema inmunitario del hospedador y, ademas,
comparar el grado de similitud con la cepa SH0165 (también del serotipo 5, como la
Nagasaki utilizada en el presente estudio), en la que previamente habian sido
caracterizadas inmunogénicamente estas proteinas empleando ratones (Zhou et al.,
2009a).

En el caso de la proteina P2, los resultados mostraron que practicamente toda
ella se encontraba compuesta por un barril B que presentaba ocho lazos extracelulares.
Por el contrario, en la P5 el dominio barril B quedaba restringido a los dos tercios mas
proximos al extremo N-terminal, prediciendose en el tercio restante un dominio
proyectado hacia el espacio periplasmico. EI namero total de lazos extracelulares
observado en la P5 fue de cinco. Como era de esperar, este dato concordo con el estudio
de secuencias para estas dos proteinas llevado a cabo previamente por Mullins et al.
(2009). Teniendo en cuenta el pequefio tamafio relativo de estas dos proteinas, se optd

por clonar el gen completo, excepcion hecha de la porcion que codificaba el péptido sefial.

El estudio de la secuencia de la proteina D15 permitioé conocer que la mitad N-
terminal presentaba una repeticion en tandem del dominio POTRA (polypeptide-
transport-associated domain), el cual posee una orientacion periplasmica (Fleming et al.,
2016). En la mitad C-terminal se predijo un barril B con diez lazos extracelulares. Debido
a que esta proteina presenta un tamafio mayor que las anteriores, se optd por seleccionar

la zona C-terminal para clonar su porcién de gen y realizar los estudios posteriores.
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La comparacion entre las secuencias de las cepas Nagasaki y SH0165 permitio
conocer que, tanto en la proteina P2 como en la P5, existen diferencias en los lazos
extracelulares de los barriles B, tinicos lugares de estas proteinas que son accesibles al
sistema inmunitario cuando éstas se localizan en la membrana externa de la bacteria.
Debido a esto, antes de proceder a su investigacion directa en el modelo porcino, se
prefirid efectuar una caracterizacion inmunogénica en un modelo animal mas manejable,
como es el conejo. Este ensayo se realizé también con la D15 porque, si bien resultd ser
practicamente identica entre ambas cepas, la region seleccionada en nuestro caso contenia
mas lazos extracelulares que la regidn estudiada en el trabajo anteriormente citado (Zhou
et al., 2009a).

5.1.2. Produccion de proteinas recombinantes de la membrana externa

Se consiguid clonar en E. coli los fragmentos seleccionados de los genes que
codificaban las tres proteinas de la cepa Nagasaki. De las proteinas P2 y P5 se cloné toda
su longitud excepto una pequefia porcion N-terminal responsable de la codificacion del
péptido sefial. La secuenciacion de ambos fragmentos génicos y el posterior alineamiento
con las dos secuencias previamente publicadas para la cepa Nagasaki (Mullins et al.,
2009), permitié observar que, en el caso de la proteina P5, la secuencia nucleotidica
resultante era exactamente igual a la publicada, mientras que la P2 presentaba una unica
sustitucion puntual que, gracias a la degeneracion del codigo genético, no modificaba la

secuencia aminoacidica final.

En el caso de la proteina D15, al carecer de secuencia de referencia para la cepa
Nagasaki, se compar6 con la secuencia publicada para la cepa SH0165, del mismo
serotipo (Yue et al., 2009). Curiosamente, la region del gen clonada por nosotros en la
cepa Nagasaki resulto idéntica a la secuencia nucleotidica publicada para la cepa SH0165.
Esto contrastd con lo observado previamente para las proteinas P2 y P5 en el estudio
preliminar de secuencias en el que, al comparar las secuencias aminoacidicas de ambas
proteinas entre la cepa Nagasaki y la cepa SH0165, pudimos encontrar diversas
diferencias.

Las tres proteinas fueron extraidas en la fraccion proteica insoluble, lo cual
indicO que su sobreexpresion dio lugar a la formacion de cuerpos de inclusion,

circunstancia bastante coman al utilizar E. coli como sistema de expresion (Yang et al.,
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2011). Como el proceso de extraccion de proteinas insolubles conlleva una solubilizacién
por desnaturalizacién proteica, fue necesario aplicar posteriormente un proceso de
renaturalizacion. En nuestro caso, para la extraccion se utilizé un tampdn con urea como
agente desnaturalizante. Para la renaturalizacion, debido a que nuestras proteinas
recombinantes portaban una etiqueta de histidina, se opto por realizar una cromatografia
de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC) en un gel de Ni-histidina, que
permitié inmovilizar las proteinas para, mediante lavados con tampones de concentracion
decreciente de urea, disminuir progresivamente dicho agente desnaturalizante hasta su
eliminacion completa. Ademas, este proceso permitio realizar la purificacion proteica en
paralelo puesto que, los mismos lavados destinados a la eliminacién de la urea, sirvieron

para eliminar las proteinas unidas a la resina de forma no especifica.

Por ultimo, mediante ELISA y Western blott se comprobd que las proteinas

purificadas eran reconocidas por sueros de cerdos previamente expuestos a la bacteria.

5.1.3. Valoracion de la inmunogenicidad de las proteinas recombinantes

en conejos

Aunque las tres proteinas ya habian sido estudiadas en un modelo murino (Zhou
et al., 2009a), teniendo en cuenta las diferencias de secuencia observadas para la P2 y P5
entre nuestra cepa y la caracterizada en ratones (SH0165), asi como el hecho de que el
fragmento de la D15 seleccionado por nosotros comprendia varios lazos extracelulares
no estudiados en la prueba anterior, consideramos oportuno que, antes de valorar su
capacidad protectora en cerdos, debiamos estudiar su inmunogenicidad en un modelo

animal mas manejable, como el conejo.

Los resultados mostraron que las tres proteinas fueron capaces de inducir la
produccién de anticuerpos especificos capaces de reconocer la bacteria. De esto Gltimo
se desprende que las proteinas recombinantes, a pesar del proceso de desnaturaluzacion-
renaturalizacion sufrido, mantuvieron epitopos conformacionales propios de su estado
nativo y que, ademas, esos epitopos se localizaban en las zonas de las proteinas expuestas

en la superficie bacteriana, por lo tanto, accesibles a priori al sistema inmunitario.
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5.1.4. Valoracion de la capacidad protectora de las proteinas

recombinantes frente a Haemophilus parasuis en un modelo porcino

5.1.4.1. Desarrollo de la infeccion experimental

La enfermedad de Glasser cursa con un cuadro septico en el que el hallazgo
anatomopatoldgico mas comun consiste en la presencia de poliserositis fibrinopurulenta,
aunque en algunos casos se ha descrito una septicemia fulminante, sin presencia de
serositis y con lesiones poco relevantes, del tipo de pequefios depdsitos de fibrina en la
cavidad abdominal (Hoefling, 1994).

En cinco de los animales de nuestro estudio, dos controles sin inmunizar y tres
inmunizados con alguna de las proteinas recombinantes, la sintomatologia fue tan grave
que, antes de transcurridas 12 horas, se opto por su eutanasia para evitar su sufrimiento.
Las lesiones en estos cinco cerdos, de estar presentes, fueron menos destacadas que en el
resto de enfermos, consistiendo en la presencia de congestion, ademas de apreciarse
hidropericardio en algin caso o una pequefia cantidad de fibrina en algun o6rgano. El
cuadro presentado por aquellos en los que se no se aprecio serositis podria ser clasificado
como perteneciente a la forma septicémica fulminante, sin poliserositis, descrita por Peet
et al. (1983). Por el contrario, en los que se aprecio hidropericardio se deberia asociar con
la forma clasica de la enfermedad de Glasser con poliserositis, presentada en estos casos
con una mayor gravedad, de forma que no hubiera dado tiempo a que las lesiones se
hicieran muy evidentes. Podriamos preguntarnos si la forma septicémica fulminante
previamente mencionada no es mas que un cuadro séptico en el que la apariciéon mas
temprana de un shock seguido de la muerte imposibilita la aparicion de poliserositis. En
cualquier caso, se prefirio omitir los datos de estos cinco animales a la hora de comparar
las lesiones halladas en los diferentes grupos experimentales, para evitar subestimar el

alcance de las lesiones.

En el resto de cerdos controles o inmunizados con proteinas recombinantes, el
cuadro, aungue también agudo, fue menos rapido, con la presencia en todos ellos de
sintomas inespecificos a las 12 horas de la infeccidn, como resulta habitual en H. parasuis
(Nedbalcova et al., 2006), del tipo de disnea e hipertermia. Dichos sintomas fueron
empeorando progresivamente durante las 36 horas siguientes, con la aparicion de

postracion, cojeras y depresion de la actividad, lo cual determiné la eutanasia paulatina
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de todos los animales controles e inmunizados con alguna o las tres proteinas
recombinantes, antes de cumplirse las 48 horas posteriores al desafio. El desarrollo de la
enfermedad observado en estos animales fue muy similar a lo descrito en otras infecciones
experimentales llevadas a cabo con la misma cepa por via intratraqueal. Sirva de ejemplo
lo observado por Amano et al. (1997) cuando inocularon dosis de 10°, 10°y 107 UFCs de
cepa Nagasaki a cerdos SPF y observaron hipertermia a partir de las 16 horas de la
infeccion; disnea y postracion, a partir de las 24 horas y muerte de todos los animales
entre las 28 y 48 horas después de la infeccion. No obstante, en nuestro caso se aprecio
una gravedad ligeramente mayor, que podria justificarse por la circunstancia de haber

utilizado una dosis infecciosa mas elevada (108 UFCs) durante el desafio.

En todos los animales fallecidos entre las 12 y 48 horas posteriores a la infeccion
se observaron las lesiones caracteristicas de la enfermedad de Glasser: poliserositis con
presencia de exudado (con o sin fibrina), con diferente gravedad y nimero de serosas
implicadas; ademas, también se comprobd la afeccion de 6rganos linfoides, como el bazo

y los ganglios linfaticos de localizacion toracica.

En los animales sometidos a estudio histopatoldgico pertenecientes al grupo
control sin inmunizar y a los grupos de inmunizados con las tres proteinas recombinantes,

se advirtieron diferentes grados de afectacion de las meninges, pleura, pulmén y bazo.

En algunos de los animales se apreciaron areas con neumonia tanto
macroscopica como microscopicamente. En este sentido, H. parasuis generalmente se
encuentra implicado en el desarrollo de neumonias como agente secundario a otros
patdgenos y muy rara vez como agente primario (Hoefling, 1994); sin embargo, no debe
extrafiar que en nuestro caso se trate de un agente primario debido a que previamente ya
se ha descrito este hecho como una circunstancia comun cuando se realiza una

inoculacion intratraqueal con dosis infecciosas elevadas (Amano et al., 1997).

Teniendo en cuenta la recuperacion del microorganismo a partir de los 6rganos
muestreados, se puede afirmar que en todos los animales del grupo control no inmunizado
y del grupo inmunizado con alguna de las proteinas (o las tres), independientemente del
momento del fallecimiento, se produjo una diseminacion sistémica de la bacteria, puesto
que en todos ellos se consigui6 aislar H. parasuis, por lo menos en una de las

localizaciones muestreadas diferentes al pulmon.
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El analisis mediante PCR en tiempo real de la expresion de diferentes genes
relacionados con la respuesta inmunitaria volvié a poner en evidencia la falta de
proteccion conferida por nuestras proteinas, puesto que no se apreciaron diferencias
significativas para la expresion de dichos genes entre los animales desafiados no
vacunados y los animales vacunados con las tres proteinas, a diferencia de lo observado
por nuestro grupo en estudios previos donde se demostraba que varios de esos genes
(codificantes de IL-1, IL6, IL8, CD163 0 CD14) resultaban expresados diferencialmente

al emplear formas vacunales que otorgaban proteccion (Martinez-Martinez et al., 2016).

En contra de lo que hubiésemos esperado, debemos afirmar que las tres proteinas
estudiadas no aportaron proteccion frente a la cepa Nagasaki de H. parasuis en las
condiciones de nuestro estudio. Esto se deduce al no haberse apreciado diferencias en
cuanto a sintomatologia, supervivencia, cuadro lesional o recuperacion de la bacteria
entre los diferentes grupos inmunizados con alguna de las proteinas de estudio y el grupo

control no inmunizado.

Por el contrario, todos los animales inmunizados con la bacterina comercial
sobrevivieron, mostrando Unicamente una ligera sintomatologia durante los primeros dias
y, en algun caso, alguna leve lesion durante la necropsia. En ninguno de ellos se consiguio
aislar la bacteria a partir de sus 6rganos. Este grupo, que sirvié como control positivo de
proteccion vacunal, puso de manifiesto, mas si cabe adn, la falta de proteccion otorgada

por nuestras proteinas.

5.1.4.2. Respuesta inmune humoral

Centrandonos en la respuesta humoral, se observo que las proteinas fueron
capaces de inducir en los cerdos la produccion de IgGs especificas, que ademas eran
capaces de reconocer a la bacteria, como se desprende de los resultados obtenidos en los
ELISAs indirectos. En ninguno de los dos grupos controles no inmunizados (desafiados
0 no desafiados) se observo un incremento significativo de los valores de densidad Optica
durante los diferentes momentos del experimento con respecto al instante inicial. En
cambio, en los animales inmunizados con cualquiera de las proteinas recombinantes, o
con las tres en conjunto, se aprecié un incremento significativo a partir de la primera
inmunizacion en las placas tapizadas con proteina y a partir de la segunda, en las placas

tapizadas con la bacteria, si bien en este Gltimo caso, con independencia del grupo
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experimental, el incremento, aunque significativo, fue menos evidente que al tapizar con

la proteina.

Por ultimo, coincidiendo con lo que habiamos observado previamente al realizar
los ELISAs con placas tapizadas con nuestras proteinas y sueros de pruebas
experimentales anteriores, los cerdos inmunizados con la bacterina comercial de la
presente prueba nuevamente fueron capaces de reconocer las proteinas mediante ELISA.
En este caso, comprobamos que despues de la primera inmunizacién ya se producia un
cambio estadisticamente significativo en los niveles de IgGs especificas frente a la
proteina P5, mientras que para las proteinas P2 y la D15 hubo que esperar hasta la
realizacion de la segunda inmunizacion, siendo ademéas menos pronunciados los
incrementos de densidad Optica con respecto al instante inicial. Esto concuerda con lo
observado para las proteinas P5 y D15 por Olvera et al. (2010) en un estudio previo. En
este trabajo mediante MALDI-TOFF, sus autores detectaron las bandas correspondientes
a las proteinas P5 y D15 (la P2 no fue estudiada) entre un extracto de OMPs de H.
parasuis. Mediante immunoblotting enfrentaron dicho extracto con sueros procedentes de
cerdos desafiados con una dosis subletal de cepa Nagasaki o de cerdos inmunizados con
una bacterina, para valorar el reconocimiento por ellos de ambas proteinas. Determinaron
que la P5 se detectaba a partir del dia 22 de la exposicion mientras que la D15, tras 22
dias solo era detectada por la mitad de los animales inmunizados y por ninguno de los
infectados, teniendo que transcurrir entre los 27 y 42 dias posteriores a la exposicion para
que el 50 % de los cerdos infectados con una dosis subclinica y la totalidad de cerdos
inmunizados con la bacterina fueran capaces de reconocerla. Esto les llevo a definir a la

proteina P5 como un antigeno temprano y a la D15 como un antigeno tardio.

En nuestro caso, el sangrado tras la primera inmunizacion se llevé a cabo a los
21 dias, momento en el cual ya se detectaron IgGs frente a la proteina P5, mientras que
el segundo sangrado se practico a los 39 dias de la primera inmunizacion (17 tras la
segunda) y fue a partir de ese momento cuando se comenzaron a detectar anticuerpos
especificos para la D15. Este hecho solo se observé al emplear sueros de animales
inmunizados con la bacterina, ya que cuando se utilizaban sueros de animales
inmunizados con cualquiera de las tres proteinas ya se detectaban anticuerpos especificos

frente a esa proteina tras la primera inmunizacion, o lo que es lo mismo, 21 dias después.
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Independientemente de los resultados observados en los ELISAS, quedo claro
que la produccién de 1gGs especificas no basté para proteger a los animales frente a la
infeccion experimental llevada a cabo en este trabajo.

5.1.5. Posibles interpretaciones

El objetivo de este trabajo se basaba en el estudio de la capacidad protectora en
el hospedador natural de estas tres proteinas, que previamente habian mostrado cierto
grado de proteccion en un modelo murino (Ahnetal., 2012; Zhou et al., 2009a). Conviene
aclarar que éramos conscientes de la dificultad de obtener una proteccion total, puesto
que ésta solo se habia observado en contadas ocasiones en lo que a vacunas de
subunidades probadas en cerdos frente a H. parasuis se refiere. De hecho, salvo una
excepcion (TbpB mutante que veremos mas adelante), las subunidades que han sido
capaces de inducir una proteccion total han sido formulaciones que portaban un gran
namero de proteinas, como sucede con las vesiculas de membrana externa (OMVSs) y con
las OMPs con afinidad por la transferrina porcina. Las OMVs han sido estudiadas
recientemente por McCaig et al. (2016) y dichas estructuras portaban hasta 78 proteinas
diferentes, mientras que las OMPs con afinidad por la transferrina porcina han sido
estudiadas por nuestro grupo en el pasado reciente (Frandoloso et al., 2011b) y

comprendian una fraccion de hasta ocho proteinas diferentes de H. parasuis.

Mas bien la idea del presente estudio consistio en valorar el porcentaje de
supervivencia otorgado por cada proteina, con el objeto de que esta informacion, junto
con la de otras investigaciones en las que se demostrd proteccion parcial de otras OMPs,
permitiese en un futuro el disefio de vacunas en las que se combinaran diferentes proteinas
que, en conjunto, pudieran aportar un elevado grado de proteccion sin la necesidad de

utilizar bacterinas, debido a sus desventajas ya mencionadas anteriormente.

Sin embargo, en el caso de las tres proteinas seleccionadas, la proteccién resultd
nula, por lo menos con la cantidad de proteina inoculada y con la dosis de desafio
empleada. Para explicar el motivo de esta falta de proteccion podriamos apelar a una
escasa exposicion de los epitopos al exterior bacteriano, como se desprende de su estudio
estructural (Mullins et al., 2009), ya que, al tratarse de proteinas formadas practicamente
en su totalidad por un barril B, en el caso de la P2, o por un barril  unido a otros motivos

orientados hacia el espacio periplasmico, como sucede con las proteinas P5 y D15,
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implicaria que los Unicos epitopos expuestos al exterior y, por lo tanto, capaces de ser
reconocidos por el sistema inmunitario, serian solamente aquellos localizados en los lazos
extracelulares de los barriles . Al ser una pequefia porcién de cada proteina la que queda
expuesta a las células que inician la respuesta inmune, la diversidad de epitopos dtiles de
cada una serd mucho menor que la de cualquier otra proteina que presente una gran

superficie expuesta.

Podriamos especular también con la idea de que, a pesar de que nuestras
proteinas recombinantes indujeron la produccion de anticuerpos capaces de unirse a
epitopos de las mismas proteinas localizadas de forma nativa sobre la bacteria, como se
desprende de su reconocimiento mediante ELISA, el numero total de dichos epitopos no
resultase suficientemente elevado como para que su interaccion con los anticuerpos
especificos fuera suficiente para proteger contra la dosis infecciosa empleada. Sirva como
ejemplo de lo anterior lo observado para la proteina TbpB nativa estudiada previamente
por nuestro grupo para la cepa Nagasaki (Frandoloso et al., 2011b). Dicha proteina
presenta dos barriles B localizados en la superficie celular en vez de situarse embebidos
en la membrana externa como en el caso de las proteinas seleccionadas por nosotros
(Noinaj et al., 2012), por lo que es de esperar que presente una mayor nimero de epitopos
capaces de ser reconocidos por anticuerpos que los que presentaria de encontrarse
insertada completamente en la membrana. Al ser probada dicha proteina en el cerdo
confirio cierto grado de proteccion frente a la bacteria, aunque no completa (Frandoloso
et al., 2011b). Sin embargo, al inducirle una mutacion en su secuencia se consiguio un
grado de proteccion total, debido a que dicha mutacion estuvo dirigida al lugar de unién
a la transferrina porcina, por lo que la proteina recombinante no se unia a dicha proteina
del hospedador y no ocultaba parte de su superficie (Frandoloso et al., 2015a). A dia de
hoy, esta construccion mutante representa la Unica proteina de H. parasuis capaz de
inducir en solitario una proteccion totalmente eficaz contra la infeccion

experimentalmente con el mismo serotipo.

Como otros ejemplos de proteinas concretas capaces de inducir cierto grado de
proteccidn en cerdos, aunque no completa, es preciso citar las VtaAs (Olvera et al., 2011),
o la OapA y GAPDH (Fu et al.,, 2013). Las VtaAs (virulence-asociated trimeric
autotransporter) son un grupo de proteinas con funcion de adhesina, pertenecientes a la
familia de las TAAs (trimeric autotransporter adhesins), que son proteinas con un

dominio de anclaje a la membrana y una larga porcién extracelular constituida por un
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tallo y una cabeza que interactuan durante la adhesion con las células del hospedador
(Szczesny & Lupas, 2008). En un estudio de Olvera et al. (2011) se expresaron las
regiones extracelulares de seis VtaAs y se valord la proteccion otorgada por el conjunto
de estas seis proteinas frente a una infeccion intranasal con la cepa Nagasaki,
encontrandose una proteccion variable en funcion de la dosis infecciosa empleada,
aproximadamente de la mitad de supervivencia frente a 106 UFCs y de un tercio si se
desafiaba con 10® UFCs. En este caso, nos encontramos ante una combinacion de seis
grandes fracciones proteicas (entre 800 aminoacidos la méas pequefia y 2.000 aminoacidos
la méas grande) completamente extracelulares, que aportan una proteccion parcial frente a
al desafio por via intranasal. Esta gran cantidad de superficie expuesta nuevamente
contrastaria con nuestras proteinas, de entre 300 y 460 aminoacidos, de los que solo una

fraccion se encuentra en los lazos extracelulares expuestos al exterior.

En el caso de las proteinas GPDH y OapA, Fu et al. (2013) describieron una
supervivencia en torno al 70 y 50%, respectivamente, cuando los cerdos inmunizados con
ellas eran desafiados intranasalmente. La OapA presenta un extremo C-terminal de unos
200 aminodcidos orientado al exterior. La GAPDH, a pesar de su nombre (gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa), que haria sospechar de una localizacion citosélica, parece que
presenta paralelamente una funcion de adhesina, con su correspondiente buena

disposicion en la superficie de la célula (Henderson et al., 2006).

Otra posible explicacion para la falta de proteccion observada para estas
proteinas en comparacion con otras, que podria ser compatible con el bajo nimero de
epitopos “Utiles”, seria la via de inoculacién empleada durante el desafio. En este trabajo,
basandonos en estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo, se selecciono una dosis
del rango de 108 UFC por animal, administrada por via intratraqueal, ya que previamente
se ha demostrado que esta dosis de cepa Nagasaki y por esa via, resultaba suficiente como
para producir un 100% de mortalidad en animales no inmunizados, pero a su vez permitia
la valoracion de la proteccion, total o parcial, de diferentes subunidades, como se
desprende de los estudios realizados con respecto a la ThpA, a la TbpB salvaje, a las
proteinas de membrana con afinidad por la transferrina porcina (Frandoloso et al., 2011b)
0 a la ThpB mutante (Frandoloso et al., 2015a).

La ruta de desafio intranasal con H. parasuis es menos eficaz que la ruta
intratraqueal a la hora de desencadenar una septicemia aguda mortal 0 una neumonia
experimental, por lo que se precisa una dosis infecciosa mayor, seguramente debido a
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que, al inocular directamente en traquea, se evitan los sistemas defensivos de mucosas
del aparato respiratorio superior (Amano et al., 1997); de hecho, por via intranasal no se
puede garantizar la muerte de todos los animales desafiados. Esto no evita que se emplee
en la valoracion de la eficacia protectora de inmundgenos como, por ejemplo, en las
valoraciones de las OMVs, vtaAs, GAPDH y OapA descritas antes. En el estudio de las
OMVs, la dosis intranasal empleada (108 UFC) fue insuficiente para inducir la muerte en
la totalidad de los animales control no inmunizados (McCaig et al., 2016). Debido a que
nuestras proteinas recombinantes no fueron capaces de mostrar proteccion al realizar un
desafio intratraqueal, surge la duda de qué habria ocurrido de haber empleado la misma
dosis pero con una via de inoculacion intranasal o, por el contrario, una via intratraqueal

con una dosis menor. Sobre esto nada mas podemos hacer que teorizar.

A pesar de todo lo anterior, las proteinas de este estudio fueron capaces de
inducir cierto grado de proteccion en un modelo de ratén (Zhou et al., 20092 ; Ahn et al.,
2012). Sobre ello podemos indicar que el raton no representa el hospedador natural, ya
que H. parasuis solo se aisla de forma natural en el cerdo y jabali (Aragon et al., 2010) y
que ademas, aunque con una dosis adecuada de bacteria se consiga matar ratones por via

intraperitoneal, normalmente no se suele inducir poliserositis (Morozumi et al., 1982).

El modelo murino se viene utilizando como primera aproximacion experimental,
debido a su facil manejo y a que, algunas proteinas que previamente habian mostrado un
cierto grado de proteccion en raton también lo consiguieron posteriormente en cerdo (Fu
et al., 2013). Sin embargo, se trata de un modelo imperfecto porque ni reproduce la
infeccion de forma natural, que solo se desencadena en el cerdo y el jabali (Aragon et al.,
2010), ni la enfermedad porque, aunque con una dosis elevada de la bacteria por via
intraperitoneal se consiga un efecto letal en ratones, no suele inducir poliserositis
(Morozumi et al., 1982). Dicho de otro modo, las cepas virulentas de H. parasuis se han
seleccionado evolutivamente para infectar y provocar la enfermedad en el cerdo, mientras
que en condiciones naturales no son infectivas en raton. Teniendo en cuenta esto,
pensamos que una posible explicacion de porqué estas proteinas, que previamente habian
mostrado cierto grado de proteccion parcial en ratdn, no fueron capaces de proteger en
cerdo podria deberse nuevamente a la limitada disposicion de epitopos en la superficie
bacteriana. Si esta escasa disposicion en superificie, se traduce en que estas proteinas son
poco accesibles al sistema inmunitario y por lo tanto la respuesta inmune inducida por

ellas no es muy potente, cabria preguntarse si aun asi, esta poco potente respuesta inmune
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es capaz de evidenciarse en un modelo animal (ratdn), que ya de por si es resistente a la
bacteria (y solo con dosis muy elevadas de infeccion se puede conseguirse un efecto letal),
mientras que al utilizar un modelo animal totalmente susceptible (cerdo privado de
calostro) dicha respuesta inmunitaria no sea capaz de proteger frente a la inoculacion de

la bacteria con la dosis y via de administracion seleccionadas.
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5.2. ESTUDIO DE RECEPTORES RELACIONADOS CON LA SEPSIS SOBRE
CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA EN CERDOS
INFECTADOS CON Haemophilus parasuis

5.2.1. Presencia de sepsis en los animales

Los animales seleccionados para esta prueba fueron diez cerdos procedentes de
la infeccion experimental y pertenecientes al grupo de cerdos no inmunizados. Los
animales del mismo grupo que debieron eutanasiarse antes de cumplirse 24 horas después
de la infeccion fueron descartados. En el momento de la extraccion sanguinea a las 24
horas después de la infeccidn, todos los animales presentaban hipertermia, postracion y
disnea. De hecho, la sintomatologia resulté tan grave, que todos debieron ser eutanasiados
dentro de las 24 horas siguientes para evitar su sufrimiento. En todos los animales se
consiguio reaislar H. parasuis en tres 0 mas localizaciones diferentes del pulmon, lo cual
resulté indicativo de la diseminacion sistémica de la bacteria. Ademas, las lesiones
observadas tras las necropsias demostraron que, en mayor o menor medida, todos los
cerdos mostraban las lesiones propias de la enfermedad de Glésser. Por todo ello,
podemos afirmar que, en el momento de la toma de muestras sanguineas posterior al
desafio, los diez animales utilizados en este estudio padecian un proceso séptico causado
por H. parasuis.

5.2.2. Dobles marcajes con anti-CD172a

Como ya se expuso en el apartado de material y métodos, de forma preliminar se
realizaron dobles marcajes en tres de los animales combinando CD172a con TLR-2, TLR-
4, Siglec-1, Siglec-3, Siglec-5, Siglec-10 y CD163, con el proposito de conocer la
variacion, como resultado de la infeccidn, de los niveles de expresion de estos marcadores
en monocitos (definidos en este doble marcaje como eventos CD172a*" en una region
SSC/FSC propia de monocitos) o linfocitos (definidos como eventos CD172a” en una
region SSC/FSC propia de linfocitos). En funcion de lo observado en estos marcajes se

establecerian las combinaciones de marcajes posteriores.

Los primeros resultados con anti-CD172a mostraron que la gran mayoria de los
monocitos porcinos resultaron positivos para los receptores TLR-2, Siglec-3 y Siglec-5,

datos que concuerdan con los resultados de investigaciones anteriores, en los que se
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caracterizaron estos marcadores en porcino y se desarrollaron los anticuerpos
monoclonales especificos utilizados en este estudio: TLR-2 (Alvarez et al., 2008), Siglec-
3 (Alvarez et al., 2015) y Siglec-5 (Escalona et al., 2014).

Igualmente, los resultados del estudio sobre la caracterizacién de TLR-2 porcino,
coinciden también con lo observado por nosotros sobre la ausencia de expresion de este
receptor en los linfocitos porcinos, definidos en este trabajo como eventos CD172a
procedentes de una region SSC/FSC propia de linfocitos. No obstante, en el caso de los
estudios previos sobre la caracterizacion de los receptores Siglec-3 (Alvarez et al., 2015)
y Siglec-5 (Escalona et al., 2014) porcinos, se encontrd un porcentaje de linfocitos B con
bajos niveles de expresion para ambos, que no pudo ser observado en la subpoblacién de
linfocitos totales de nuestra investigacion, lo que podria deberse a que en nuestro analisis
se trabajo con linfocitos totales (CD172a’), sin discernir entre linfocitos T, B o células
NK, por lo que la gran mayoria de eventos negativos para Siglec-3 o Siglec 5 presentes
en la subpoblacion CD172a pudo enmascarar el pequefio porcentaje de linfocitos B con

baja expresion, de manera que no se pudieran distinguir de la sefial negativa.

Con respecto a TLR-4, la inmensa mayoria de los monocitos resultaron positivos,
aunque también se observaron pequefios porcentajes positivos para este marcador en
eventos de las subpoblaciones CD172a (linfocitos) y CD172a*"*%. Sin embargo, para
estas dos subpoblaciones no se pudo establecer una relacion entre el momento anterior y
posterior al desafio, ni en el porcentaje de eventos positivos ni en la intensidad de
expresion. Los estudios previos sobre la expresion de TLR-4 en PBMCs se realizaron
mediante PCR cuantitativa y mostraron una expresion variable en los monocitos y
PBMCs totales (Alvarez et al., 2006), por lo que en principio no contradicen los

resultados obtenidos por nosotros.

En el caso de CD163, como era de esperar segun lo comprobado en estudios
anteriores (Pérez et al., 2008), solo se expresd en monocitos, apareciendo tanto células
positivas como negativas para ese marcador. El porcentaje de monocitos CD163" se
incrementd en los tres animales, aunque solo ligeramente en dos de ellos, sin resultar

estadisticamente significativo.

También encontramos un porcentaje variable de monocitos positivos para el
receptor Siglec-1 en los tres cerdos, aprecidndose en todos ellos un descenso acusado del

porcentaje de monocitos positivos para Siglec-1 a las 24 horas de la infeccion, aunque no
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resultd estadisticamente significativo, debido seguramente al pequefio tamafo de la
muestra. Un hecho curioso de nuestro estudio que queremos destacar fue la presencia de
monocitos porcinos positivos para este marcador, dato que contrasta con otros resultados
publicados en el pasado, en los que la expresion de dicho marcador se restringia a
subpoblaciones de macrofagos tisulares o a células dendriticas derivadas a partir de
monocitos por cultivo in vitro, sin aparecer en monocitos circulantes (Revilla et al., 2009).
Sin embargo, conviene aclarar que estos estudios fueron realizados en cerdos adultos,
mientras que en otros estudios mas recientes realizados por el mismo grupo de
investigacion se comprobd que también existia expresion de Siglec-1 sobre monocitos
cuando éstos procedian de cerdos de pocas semanas de vida (Revilla et al., datos no
publicados). Por lo tanto, nuestros resultados podrian justificarse por la edad de los
animales utilizados, nueve semanas y media. A diferencia de los cerdos adultos, en
nuestros animales se observd un porcentaje de monocitos positivos para este marcador,

aungue no en la totalidad de los monocitos, como ocurre en los animales muy jovenes.

Para el receptor Siglec-10, los estudios previos (Escalona et al., 2015) mostraron
que su expresion porcina se restringia a los linfocitos B y, de forma variable, a los
monocitos. En nuestro caso, centrandonos en la region SSC/FSC propia de linfocitos,
encontramos un destacado porcentaje de eventos CD172 que eran positivos para este
marcador, por lo que podriamos asumir que se trataba de linfocitos B. No se pudo
establecer diferencias entre los momentos previo y posterior al desafio para Siglec-10 ni
a nivel de intensidad de expresion sobre la superficie de linfocitos positivos, ni a nivel de
porcentajes de células positivas sobre los linfocitos totales. Con respecto a los monocitos,
a diferencia de lo observado cuando se caracterizé el anticuerpo monoclonal especifico,
nuestros resultados mostraron que, en nuestros animales no se expresaba Siglec-10 en

esta poblacién, ni antes ni después de la infeccion.

Para TLR-2 y Siglec-3 se observo que en los tres animales aumentaban sus niveles
de expresion sobre monocitos después del desafio, y ademas estos incrementos resultaban
estadisticamente siginificativos. En el caso de CD163, aunque se aprecié un aumento de
su expresion en monocitos tras el desafio en los tres cerdos, los cambios no resultaron
estadisticamente significativos. Conviene advertir que el incremento de CD163
observado en uno de los animales, aunque destacado, fue bastante menos acusado que el
observado en los otros dos, lo que, junto al pequefio tamafio de la muestra, podria explicar
la ausencia de significacion estadistica. Por Gltimo, lo observado en estos dobles marcajes
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para los receptores Siglec-5 y TLR-4 no resultd esclarecedor. En ambos marcadores no
se pudo establecer una tendencia con respecto a cambios de intensidad de expresion en

monocitos, como consecuencia de la infeccion.

Una vez analizados estos resultados, se optd por efectuar nuevos dobles marcajes
combinando los anticuerpos especificos para TLR-2, TLR-4, Siglec-1, Siglec-3 y Siglec-
5 con anti-CD163 en seis animales (cinco en el caso de Siglec-1) para, por una lado,
confirmar o aclarar las tendencias de expresion vistas con en los dobles marcajes
realizados con anti-CD172a'y, por otro, valorar como se comportaban dichos marcadores
en las subpoblaciones de monocitos CD163" y CD163". Ademas, se realizaron otros
dobles marcajes en tres cerdos, enfrentando los marcadores anteriores con el anticuerpo

monoclonal 6D10, especifico de granulocitos.

5.2.3. Dobles marcajes con el anticuerpo monoclonal 6D10

Como se comento en el apartado de resultados, es posible que en algunos casos
se arrastrase una pequefia contaminacién por granulocitos durante el aislamiento de los
PBMCs, la cual podria esperarse que fuese mayor tras el desafio. Los granulocitos son
células CD172a*" y CD163", por lo que, este doble marcaje se realizé con el objetivo de
descartar que los cambios observados previamene sobre los eventos CD172a*™, o los que
se esperaban observar en los eventos CD163", con respecto a TLR-2, Siglec-3 o Siglec-5,
cuya expresion se encuentra descrita también en granulocitos, pudieran estar sesgados por
diferencias en la proporcion de granulocitos contaminantes entre antes y después del
desafio. Los resultados confirmaron que las tendencias detectadas previamente en los
monocitos (con anti-CD172a) o paralelamente en los monocitos CD163", con respecto a
la expresion de TLR-2, TLR-4, Siglec-3 y Siglec-5, se repetian en los eventos 6D10
presentes en una region SSC/FSC caracteristica de monocitos. Ademas, se comprobd que,
en los tres animales y en ambos momentos, habia muy poca contaminacion por eventos
6D10".
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5.2.4. Dobles marcajes con anti-CD163

Los resultados en los dobles marcajes con anti-CD163, efectuados en este caso
con el doble de animales, permitieron dar mayor robustez a los hallazgos anteriores. Con
respecto a los valores de expresién de CD163 sobre monocitos, se comprobd que después
de la infeccion se producia un incremento considerable en los seis cerdos estudiados y,
ademas, las diferencias de expresion entre ambos momentos resultaron estadisticamente

significativas.

En el caso del receptor TLR-2, también se observo en los seis animales un
incremento tras la infeccion en la expresion de este marcador, tanto sobre monocitos
CD163* como CD163". En ambas subpoblaciones, al comparar sus niveles de expresion
para TLR-2 antes y después, se observaron diferencias significativas. Ademas, se aprecio
que el incremento de la expresion de TLR-2 resultaba significativamente mas
pronunciado en los monocitos CD163" que en los CD163", intuyéndose tras la infeccion
una relacion de una mayor expresion de TLR-2 cuanto mayor fuera la expresion de
CD163.

Los resultados con Siglec-3 fueron practicamente idénticos a los observados para
TLR-2, es decir, un incremento significativo de su expresion tras el desafio, tanto en
monocitos CD163" como CD163", siendo significativamente mas exagerado en la primera
subpoblacion y, de la misma manera, apreciandose una relacion de mayor expresion de
Siglec-3 cuanto mayor expresion se produjera de CD163. La unica diferencia consistio
en que uno de los cerdos mostré un ligero descenso de expresion de Siglec-3 en los
monocitos CD163" después del desafio. En TLR-4 no se observaron diferencias
significativas entre antes y después del desafio en los monocitos CD163* nien los CD163"
, Si bien es cierto que en cinco de los seis cerdos se produjo un ligero descenso de la

expresion tras la infeccion, tanto en los eventos CD163" como en los CD163.

Con respecto a Siglec-5, al igual que lo observado en el doble marcaje con
CD172a, a pesar de haber utilizado el doble de animales, no se pudo establecer una
tendencia clara, ya que aparecieron tanto animales cuya expresion aumentaba como otros
en los que descendia o permanecia con niveles similares. Lo Unico que podemos afirmar
es que no se apreciaron diferencias significativas en los niveles de expresion de este
marcador sobre monocitos entre antes y despues del desafio, independientemente de que

las células fuesen CD163" o CD163". Y tampoco parecié haber diferencias entre los
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niveles de expresion de Siglec-5 de las dos subpoblaciones de monocitos en cualquiera

de los dos momentos.

En el caso de Siglec-1 volvimos a confirmar su presencia sobre monocitos, en un
porcentaje variable, en los cinco animales utilizados. Cabe comentar que result6 curiosa
la desaparicion tras el desafio de una pequefia subpoblacién CD1637/Siglec-1" observada
antes de la infeccién. En los monocitos CD163" no se observaron diferencias
significativas en la intensidad de expresion de Siglec-1 entre ambos momentos

comparados.

5.2.5. Posibles interpretaciones

Lo primero que nos llamo la atencion de los resultados obtenidos fueron las
tendencias diferentes observadas para TLR-2 y TLR-4 en monocitos, pues mientras la
expresion del primero de los receptores se incremento significativamente después del
desafio, en el segundo no se observaron cambios significativos entre ambos momentos.
Un estudio previo sobre H. parasuis llevado a cabo en lineas celulares epiteliales de
tubulos renales porcinos (PK-15) demostrd que este microorganismo es capaz de
interaccionar con los TLRs, desencadenando la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias (Chen et al., 2015a). Lo que se observé en dicho estudio fue que la
interaccion de la bacteria con TLR-4 o con heterodimeros TLR-2-TLR1 y TLR-2-TLR6
desencadenaba la activacion de la via de sefializacion de MyD88, tanto a través de NFkB
como de MAPKSs (p38 y JNK, pero no las ERKS), culminando con la activacion de la
expresion de IL-8 y CCL4. Otro hecho que comprobaron estos autores fue que la
interaccion con TLR-4, ademas de activar las rutas dependientes del MyD88, también
estimulaba la via de sefializacion mediada por el TRIF, concluyendo asimismo con la
estimulacion de la produccion de IL8 y CCL4 mediada por NFkB. Posteriormente, un
estudio publicado por los mismos investigadores (Chen et al., 2015b) puso de manifiesto
que H. parasuis inducia también la expresion de CCL5 (conocida también como
RANTES), mediante la activacion de los mismos TLRs, a través de la via dependiente de
MyDS8S8, tanto por la ruta de NFkB como por la de las MAPKSs, aunque en este caso solo
la INK. Ademas, como en el caso de la IL8 y CCL4, la expresion de CCL5 también podia
ser desencadenada por la via de sefializacion dependiente de TRIF, como consecuencia

de la estimulacion de TLR-4 por PAMPs de la bacteria. Estas tres citoquinas, 1L-8, CCL4

220



y CCLJ5, presentan una funcion quimiotactica, atrayendo células del sistema inmunitario

al foco de ifeccidn.

Habria que plantearse, por otra parte, cuéles son las moléculas de H. parasuis
capaces de estimular estos TLRs. Es conocido que el ligando caracteristico responsable
de la estimulacion de TLR-4 es el LPS bacteriano y con respecto a H. parasuis,
deberiamos pensar en el LOSs como el ligando capaz de interaccionar con este receptor.
Esta suposicion se basa en que los LOSs presentes en esta bacteria no dejan de ser LPSs
de corta longitud (Moran et al., 1996), habiéndose descrito previamente la capacidad de
estas variantes de LPSs para interactuar con TLR-4 humanos, tanto en otras bacterias del
género Haemophilus (Li et al., 2011) como del género Nesisseria (Liu et al., 2010), con
la consecuente activacion de las rutas de sefializacion. Sin olvidar que ha sido descrita la
capacidad de los LOSs de H. parasuis para estimular la produccion de IL-8 en células del
epitelio traqueal porcino (Bouchet et al., 2009) y del endotelio microvascular cerebral
(Bouchet et al., 2008). Debe dejarse constancia de que en estos casos no se investigo la

ruta seguida, aunque lo I6gico seria pensar en aquellas iniciadas por el receptor TLR-4.

En el caso de la interaccion de H. parasuis con TLR-2, podriamos sospechar de
la participacion de las porinas de su membrana externa, sin perjuicio de otros ligandos,
como los LOSs. Estudios anteriores han demostrado la capacidad de las porinas de
bacterias del mismo género, como H. influenzae, para estimular a TLR-2 en monocitos

humanos o en macrofagos murinos (Galdiero et al., 2004).

No obstante, la estimulacion o no de un receptor, en este caso el TLR-2, no tiene
por qué verse acompafiada de un incremento de su expresion y, por lo tanto, no nos
serviria para justificar los cambios de expresion en monocitos observada en este estudio
como resultado de la sepsis inducida por H. parasuis. A dia de hoy no se han estudiado
los niveles de expresion de TLR-2 en precursores de monocitos porcinos, por lo que no
seria posible establecer si estas modificaciones se deben a una sobreexpresion de los
monocitos circulantes como resultado de su interaccion con PAMPs y/o citoquinas o a
una liberacion de monocitos desde la médula con diferentes niveles de expresion 0 a una

combinacion de ambos.

Para intentar aclarar el asunto, pero sin mayor intencion que la de hipotizar,
podriamos fijarnos en lo observado con respecto a la regulacion de este receptor en otras

especies. Por ejemplo, en una investigacion llevada a cabo sobre células epiteliales
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humanas, incluido el epitelio respiratorio, se demostrd que la interaccion de H. influenzae
con TLR-2 era capaz de inducir la expresion del propio receptor mediante la via de NFxB
mientras que la expresion de TLR-4 no se veia afectada por la misma bacteria (Shuto et
al., 2002). Con respecto a monocitos humanos, un estudio donde se exponian durante 24
horas a diferentes bacterias inactivadas por calor, demostro la capacidad de dos especies
Gram negativas (E. coli y N. meningitidis) para estimular la expresion de TLR-2 en su
superficie, al contrario de TLR-4 que no se modificaba sustancialmente o disminuian
(Beran et al., 2011). Esto concuerda con lo observado por nosotros, asi que podriamos
preguntarnos si la interaccion entre la bacteria (o mejor dicho sus PAMPs) y el TLR2 de
monocitos podria influir en la expresion del propio marcador. De todas formas no se
puede descartar que la interaccion de los monocitos con el ambiente inflamatorio durante
la sepsis, como las citoquinas circulantes, pueda también influir en la expresion de dicho
marcador. Por lo tanto, seran necesario nuevos estudios para aclarar si el incremento
apreciado en monocitos para este receptor se debe a la interaccion con ligandos de la
bacteria, al ambiente de citoquinas presentes en la sangre, a una combinacion de ambos

factores o incluso a la liberacién de monocitos desde la médula con diferente fenotipo.

En el caso de la expresion de TLR-4 conviene tener en cuenta la dinamica
particular de este receptor con respecto a otros TLRs. Cuando el TLR-4 interacttia con su
ligando, transmite una sefial de transduccion a través de MyD88, activando NfkB y
MPAKS, lo que desencadena la produccion de citoquinas pro-inflamatorias; acto seguido
sufre endocitosis y desde esta localizacion intracelular transmite una nueva sefial a traves
de la ruta de TRIF, activando NfkB e IFN tipo I (Chen et al., 2015a). Teniendo en cuenta
este hecho, y que, como hemos dicho anteriormente, se ha demostrado la capacidad de H.
parasuis para estimular la ruta del TRIF mediante su interaccion con TLR-4, lo cual
implica su internalizacion, cabria preguntarse si esta endocitosis subsecuente a su
activacion podria ocultar una sobreexpresion inducida previamente por los PAMPSs o por
el ambiente. Esta posibilidad resulta interesante porque incluso podria explicar esa
tendencia a disminuir los niveles de expresion tras el desafio que, aunque no resulto
estadisticamente significativa, fue observada por nosotros en siete de los nueve animales
estudiados. Planteada la cuestion, en futuros trabajos se podrian estudiar los niveles

intracelulares de este receptor.

Con respecto a CD163, se observé que tras 24 horas del inicio de la infeccion,

los monocitos circulantes presentaban unos niveles de expresion considerablemente méas

222



elevados que los mostrados antes de la infeccion. Algo similar ya fue observado en un
estudio anterior en el que monocitos procedentes de cerdos infectados experimentalmente
con Actinobacillus pleuropneumoniae presentaban unos niveles significativamente mas
elevados para este marcador que los monocitos procedentes de cerdos sanos (Ondrackova
et al., 2013).

Varios estudios indican que los monocitos porcinos CD163" presentan un
fenotipo atribuible a un mayor grado de maduracion que los CD163". Por ejemplo
Chamorro et al. (2000) observaron que los monocitos CD163" expresaban mas
intensamente marcadores relacionados con la migracion a 6rganos (integrinas) y con la
presentacion antigénica (SLA 1) y plantearon unas fases de maduracion que comenzarian
con un fenotipo para monocitos inmaduros de CD14*"/CD163/SWC9, que
posteriormente madurarian a un fenotipo de CD14*°/CD163*/SWC9 que, tras la
migracion a Organos, se convertirian en macréfagos CD14*°/CD163*/SWC9* (no
obstante, hay que indicar que no todos los macr6fagos porcinos son CD163%).
Posteriormente, los mismos autores (Chamorro et al., 2005) confirmaron la tendencia del
incremento de expresion de CD163 a lo largo de la maduracién de los monocitos y
propusieron la siguiente ruta de maduracion: primera fase, SWC3*/CD163/CD14"/SLA
DR™; segunda fase, SWC3'/CD163/CD14"/SLA DR"; tercera  fase,
SWC3*/CD163"/CD14*/SLA DR" y cuarta fase, SWC3*/CD163"/CD147/SLA DR". Otro
trabajo (Poderoso et al., 2011) puso de manifiesto que en los ganglios linfaticos porcinos,
los macréfagos CD163" se encuentran en los senos subcapsulares, lugar predispuesto a la
recepcion de antigenos llegados a través de los vasos aferentes, mientras que los
macrofagos CD163" se localizan en la zona folicular. Como se verd méas adelante, los
macrofagos de los senos subcapsulares son practicamente todos positivos para los
receptores CD163 y para Siglec-1. En el mismo estudio se observd que, dirigiendo
antigenos al receptor CD163, se incrementaba la respuesta inmunitaria humoral en el
animal hacia el antigeno dirigido y la proliferacion in vitro de PBMCs. Esto viene a
reforzar la idea de que los monocitos/macréfagos CD163" poseen una mayor capacidad

de presentacion de antigenos.

Como de estos estudios se desprende, conforme se va produciendo la
maduracion de los monocitos porcinos o de sus precursores, se tiende a incrementar los
niveles de CD163, por lo tanto, como lo normal seria que los monocitos liberados desde

la médula presentasen un grado inferior de maduracion que los circulantes, resultaria
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tentador descartar dicha liberacion de monocitos como explicacién a los incrementos de
niveles de CD163, y achacarla a la interaccidn entre los monocitos y el ambiente reinante
en el torrente sanguineo durante la sepsis. Sin embargo, en estudios recientes se han
encontrado en la médula subpoblaciones de precursores de monocitos porcinos que son
CD163" cuyo fenotipo parece indicar un mayor estado de maduracién que el de los
precursores CD163" (Ondrackova et al., 2010). Y ademaés, también se ha observado que
la infeccién por Actinobacillus pleuropneumoniae, a la par de inducir una mayor
expresion de CD163 en monocitos circulantes como dijimos antes, también es capaz de
inducir el incremento de expresion de este receptor en sus precursores medulares
(Ondrackova et al., 2013). Por lo tanto, no se puede descartar la influencia de la liberacion
de monocitos por la médula en los cambios observados para CD163 en nuestro caso,
pareciendo mas sensato inclinarse por una combinacion entre la liberacion de nuevos
monocitos desde la médula (previamente estimulados por el ambiente para incrementar
los niveles del marcador) y la interaccién entre monocitos circulantes y el ambiente

inflamatorio.

AUn con todo, tanto si el incremento de CD163 se produce a nivel de monocitos
circulantes, como a nivel de precursores, como de ambos, esta claro que el
desencadenante es el ambiente inflamatorio por lo que habria que preguntarse cual seria

el mecanismo que estimula su expresion.

En los monocitos humanos se ha descrito como el estimulo de diferentes TLRs
con sus ligando, entre los que se encuentran TLR-2 y TLR-4, desencadena la produccién
de IL-6 e IL-10 que, al actuar sobre el propio monocito, o sobre los monocitos cercanos,
estimulan la expresion de CD163 (Weaver et al., 2007). En el caso de los monocitos
porcinos también se observd que la expresion de CD163 estaba regulada positivamente
por la IL-10 (Ezquerra et al., 2008). Con esta informacion previa, para explicar el gran
incremento de los niveles de expresion de esta molécula observado por nosotros sobre
monocitos como consecuencia de la infeccion, podriamos apelar, tanto a la activacion de
los TLRs de los propios monocitos, como a la presencia en el ambiente de IL-10 u otras
citogquinas en sangre, o también a una combinacién de ambos mecanismos. Teniendo en
cuenta que, tras la infeccion apreciamos una tendencia en los monocitos a que, a mayor
expresion de TLR-2, se producia una mayor expresion de CD163, resulta interesante
plantearse si, la estimulacién del TLR-2 por parte de H. parasuis en los monocitos, podria
desencadenar la expresion en su superficie de mas TLR-2 y CD163.
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No debe extrafiar que la citoquina encargada de estimular la produccion de
CD163 en los monocitos porcinos sea la IL-10, que es conocida por su efecto anti-
inflamatorio, teniendo en cuenta las funciones anti-inflamatorias atribuidas a este
marcador. Por ejemplo, su contribucion a la eliminacién de DAMPs, como por ejemplo
la HMGBL1 circulante, que se sabe que es capaz de estimular los TLRs porcinos (Duan et
al., 2014), o como también la hemoglobina libre. Con respecto a esta Gltima, aunque
nunca se ha demostrado in vitro la capacidad de H. parasuis de hemolizar la sangre,
estudios recientes han identificado varios genes que codifican hemolisinas presentes solo
en algunas cepas virulentas (Lawrence & Bey, 2015), por lo que se podria especular con
su activacion en el hospedador. Ademas, en H. influenzae se han descrito varias proteinas
capaces de unirse a la hemoglobina libre y al complejo hemoglobina-haptoglobina, con
el proposito de abastecerse de grupos hemo, como fuente de hierro para la bacteria (Cope
et al., 2000); por lo tanto, la eliminacion de estos complejos de la circulacion por parte
del CD163 tendria un nuevo efecto positivo para el hospedador, ya que contribuiria a
restar disponibilidad de grupos hemo para las bacterias.

Los niveles en sangre de la haptoglobina, la cual es imprescindible junto a
CD163 para la eliminacion de HMGB1 y hemoglobina circulantes, también se ven
aumentados durante la infeccién sistémica por H. parasuis, como se ha demostrado
previamente en un trabajo llevado a cabo por nuestro grupo de investigacion (Martin de
la Fuente et al., 2010).

Por otro lado, no debe olvidarse que CD163 también posee una funcién pro-
inflamatoria, responsable de detectar bacterias y desencadenar la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias, como la IL1p, la IL6 y el TNFa. Un estudio llevado a cabo
con H. parasuis (Costa-Hurtado et al., 2013) indicd que, después de 20 horas de cultivo
de macrdfagos alveolares porcinos en presencia de cepas virulentas y avirulentas, se
producia un descenso de los niveles de expresion de CD163. Este descubrimiento podria,
en principio, contradecir lo observado por nosotros en monocitos; sin embargo, en el
mismo estudio, aunque no analizaron los monocitos, si que observaron que como
consecuencia de una infeccion experimental con las cepas virulentas, aunque en las
primeras 24 horas posteriores se producia un descenso de los niveles, a partir de 48 horas
la tendencia se invertia, incrementdndose con respecto a los niveles iniciales.
Considerando estos resultados y los nuestros, se podria pensar que, aunque inicialmente
los macrdfagos alveolares tiendan a disminuir la expresion de los CD163 en presencia de
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H. parasuis, el reclutamiento posterior de monocitos sanguineos con mayores niveles de
CD163 para asentarse en los pulmones como macrofagos alveolares, desencadena un
incremento de la IMF del marcador en la poblacién total.

En nuestro estudio, la enfermedad cursé de una forma mas aguda que en la
investigacion citada antes y, aunque no se pueda descartar diferencias relacionadas con
las lineas raciales utilizadas, lo méas probable es que el caracter mas agudo en nuestro caso
haya sido debido por un lado al empleo de la via intratraqueal por nuestra parte frente a
la intransal utilizada por ellos, y por otro lado, a la mayor dosis de infeccion utilizada por
nosotros (del orden de 108 UFCs), frente a la de ellos (del orden de 10° para la cepa
Nagasaki, y del orden de 107 para la cepa 1T25209) (Costa-Hurtado et al., 2013). Debido
a esto, en nuestro caso no nos fue posible alargar el estudio mas alla de las primeras 24

horas posteriores a la infeccion.

Conviene mencionar que en una investigacion posterior llevada a cabo por el
mismo grupo anterior (Bello-Orti et al., 2015) se comprobd que, tan solo dos horas
después de la inoculacion de la cepa Nagasaki, se producia un incremento de este
marcador en la superficie de los macréfagos alveolares. Sin embargo, en este caso solo
se utilizé un animal control y otro infectado, comparando los niveles de expresion de los
CD163 en los macrofagos alveolares de un cerdo con los del otro, por lo que no es posible
establecer significacion estadistica, mas alla del propio dato. Como el incremento se
podria deber simplemente a diferencias individuales entre los dos cerdos utilizados,
preferimos no tener en cuenta este Ultimo estudio, a pesar de que parece indicar, como en

nuestro caso, que la infeccién de H. parasuis estimula la expresion de CD163".

Como se comentd anteriormente con respecto a Siglec-1, tanto los dobles
marcajes con anti-CD163 como con anti-CD172a mostraron que todos los animales, en
ambos momentos, presentaban una subpoblacion de monocitos positivos para dicho
marcador, lo cual, como ya se comento, puede ser explicado por la procedencia de las
muestras de animales jovenes. En esta subpoblacion no observamos diferencias de
expresion de este receptor entre ambos momentos, ni en cuanto a IMF ni en cuanto al
porcentaje de células positivas sobre monocitos totales. En cambio, si detectamos que una
pequefia subpoblaciéon de monocitos que presentaba un fenotipo CD1637/Siglec-1*
desaparecia tras el desafio. Este hecho podria explicarse simplemente como una
regulacion positiva de la expresion de CD163, que conllevaria que todas las células de la
subpoblacién CD1637/Siglec-1" se volviesen CD163". Por otro lado, resulta interesante
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el estudio de Poderoso et al. (2011), quienes pusieron de manifiesto que los macrofagos
presentes en los vasos elipsoidales de la zona marginal del bazo porcino, donde se
controla la llegada de antigenos por via sanguinea, son mayoritariamente CD1637/Siglec-
1*. Teniendo en cuenta este dato, podriamos especular con la idea de que la subpoblacién
de monocitos CD1637/Siglec-1* fuese reclutada hacia la zona marginal del bazo para
asentarse como macrofagos y captar antigenos de la sangre para su posterior presentacion
a linfocitos T. Aungue, como hemos indicado antes, los monocitos/macréfagos CD163*
presentan un fenotipo mas relacionado con la capacidad de presentar antigenos que los
CD163, en el caso de los macrdfagos esplénicos se observd que esta tendencia se invertia,
puesto que la subpoblacion CD1637/Siglec-1* presentaba niveles de SLA 1l y CD80/86
mas elevados que la subpoblacion de CD163*/Siglec-1", la otra gran subpoblacién del
bazo, localizada en pulpa roja (Alvarez et al., 2014). Ademéas también se ha demostrado,
igual que sucede con CD163, que dirigir antigenos hacia Siglec-1 incrementa la respuesta
inmune humoral hacia el antigeno dirigido y la proliferacion in vitro de PBMCs (Poderoso
et al., 2011; Revilla et al., 2009).

Por otro lado, la poblacién de monaocitos Siglec-1*/CD163* podria ser la que se
dirigiera a los organos en los que se ha observado que sus macrofagos presentan
mayoritariamente este fenotipo, por ejemplo el pulmén (Yuste et al., 2017) o el seno
subcapsular de los ganglios linfaticos (Poderoso et al., 2011), lugar a donde llegan los
antigenos por via linfatica. Como se piensa que este receptor interviene en el
reconocimiento de los patdgenos sializados y H. parasuis presenta sializacion de sus
LOSs, es de suponer que desempefie un papel importante en el reconocimiento de dicha
bacteria, tanto en el pulmén, donde se encontrarian los macrofagos alveolares Siglec-
1¥/CD163", como en el sistema linfatico, donde se alojarian los macréfagos Siglec-
17/CD163" de los senos subcapsulares, como en su diseminacién sanguinea, donde podria
ser detectado por los macréfagos Siglec-1"/CD163" de la zona marginal del bazo, ademas
de monocitos Siglec-1* presentes en torrente sanguineo. En el mismo trabajo en el que se
estudio la modificacion de la expresion de CD163 en macrofagos alveolares durante la
infeccion con H. parasuis (Costa-Hurtado et al., 2013), se observo que, por un lado, los
macrofagos cultivados in vitro en presencia de cepas virulentas no sufrian modificaciones
en la expresion de Siglec-1y, por otro, que a las 48 horas de la infeccion en el animal se
producia un incremento significativo de los niveles de este receptor en los macrofagos

alveolares, para luego descender por debajo de los niveles iniciales.
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Con respecto a los Siglec tipo CD33 estudiados en el presente trabajo (Siglec-3,
Siglec-5 y Siglec-10), solo se pudo establecer una tendencia tras la infeccion con el
Siglec-3, ya que el receptor Siglec-10 no se vio modificado y en el Siglec-5 las
observaciones parecian aleatorias. Como en el caso de TLR-2, se aprecio un incremento
significativo de Siglec-3 tras la infeccion, asi como una relacion entre las expresiones de

este receptor y la de CD163.

Para Siglec-3 se han descrito previamente niveles de expresion menores en los
precursores medulares que en los monocitos porcinos (Alvarez et al., 2015). Por lo tanto,
su incremento tras la infeccion no podria ser explicado como liberacion de las monocitos

jévenes con diferente fenotipo.

Un estudio realizado con macr6fagos procedentes de raton (Boyd et al., 2009)
demostro que, estimulando estas células con agonistas de diferentes TLRs, se producia
un incremento de la expresion del Siglec-E, un Siglec tipo CD33 murino, a traves de la
via de sefalizacion de MyD88. Como estos tipos de Siglecs ejercen un efecto inhibitorio
sobre la sefial de los TLRs, se supuso que esta regulacion positiva del Siglec-E tras la
estimulacion de los TLRs constituiria un mecanismo de autocontrol para contrarrestar un
exceso de activacion de los TLRs durante la inflamacion. En el caso de nuestros
experimentos, como observamos que una mayor expresion de CD163 suponia una mayor
expresion de TLR-2 y Siglec-3, podriamos deducir que la misma relacion tendria lugar
entre TLR-2 y Siglec-3. Podria postularse entonces que la expresion de Siglec-3 seria la
consecuencia de la estimulacién de los TLRs y su fin altimo consistiria en la regulacion
negativa de la sefial de dichos receptores. Esta idea resultaria atractiva de no ser porque
en los estudios in vitro llevados a cabo sobre monocitos porcinos (Alvarez et al., 2015),
no se consiguio inducir la expresion de este marcador ni con el empleo de ligandos de
TLRs ni con citoquinas como la IL-4, IL-10, TNFa o INFy. Por lo tanto, no podemos
esclarecer cual es la razon del incremento de la expresion del Siglec-3 observada durante

la infeccion.

Resumiendo pues, hemos estudiado sobre PBMCs porcinos las modificaciones
inducidas durante un proceso septico, en diferentes receptores relacionados con la
respuesta inmunitaria y la sepsis. Los resultados han demostrado que durante el proceso
séptico se produce en los monocitos porcinos un incremento de la expresion de los
CD163, TLR-2 y de Siglec-3, ademas de apreciarse una relacion de mayor expresion de
TLR-2 y Siglec-3 cuanto mayor sea la expresion de CD163. Asimismo, se observo que el
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establecimiento del proceso séptico producia la desaparicion de una subpoblacion de
monocitos CD1637/Siglec-1*. En cambio, sobre los receptores TLR-4 y Siglec-10 no se
observaron diferencias significativas entre antes y después de la infeccién, mientras que
en el caso de los Siglec-5 los resultados no fueron concluyentes. Como se propuso
anteriormente, al tratarse de un proceso muy agudo, no se pudieron valorar los cambios
producidos después de las primeras 24 horas. Resultaria interesante en estudios futuros
utilizar dosis menores de indculo para poder alargar el curso del proceso séptico, y asi
poder observar los cambios desarrollados durante mas instantes. Ademas, estos estudios
podrian despejar dudas sobre si los cambios se producen por liberacion de monocitos con
diferente fenotipo, por influencia del ambiente circulatorio, por la interaccion de los
monocitos con la bacteria o por una combinacié de estos mecanismos. Por otro lado, el
empleo de otros microorganismos permitiria saber si estas modificaciones son especificas
de las bacterias recubiertas por acido sidlico, de todas los microorganismos Gram

negativos o incluso solo de H. parasuis.

En cualquier caso, los cerdos privados de calostro e infectados con H. parasuis
parecen tratarse de un buen modelo en el que profundizar en el estudio de los procesos

sépticos e incluso obtener informacidn extrapolable en parte a los humanos.

229



230



5.3. BUSQUEDA MEDIANTE ESTUDIOS TRANSCRIPTOMICOS DE
PROTEINAS SOBREEXPRESADAS EN LA SUPERFICIE DE
Haemophilus parasuis EN CONDICIONES DE CULTIVO
MIMETICAS A LAS DE LA INFECCION

5.3.1. Condiciones de cultivo empleadas

Al encontrarse dentro del hospedador, la mayoria de las bacterias remodelan sus
estructuras de recubrimiento, ya que necesitan adaptarse a un nuevo ambiente
potencialmente dafiino para ellas (Darwin, 2013). Considerando este hecho, el principal
objetivo del presente apartado de esta Tesis Doctoral consistio en la busqueda de proteinas
que presentaran una mayor probabilidad de sobreexpresarse sobre la superficie de H.
parasuis durante la infeccion y, por lo tanto, constituyeran una buena opcién para su

futuro uso como antigenos vacunales.

La estrategia seleccionada fue la de utilizar la técnica RNA sequencing para
realizar un estudio diferencial del transcriptoma de H. parasuis crecido en dos cultivos
diferentes. El primero, referido aqui como “condiciones normales”, consistié en cultivar
la bacteria en sus condiciones éstandares de cultivo in vitro, es decir caldo PPLO
(enriquecido con NAD y glucosa) a 37 °C; mientras que el segundo, en el que se empled
el mismo medio de cultivo, se utilizdé una temperatura de 41°C y dipirilo como agente

secuestrante del hierro.

Aunque el ambiente que soporta la bacteria en el interior del hospedador es sin
duda mucho méas complejo que el que se pueda reproducir en el laboratorio, con estas dos
condiciones, alta temperatura y secuestro del hierro disponible, se intent6 simular en parte
ese ambiente, por lo que estas condiciones de cultivo fueron denominadas como
“condiciones miméticas de la infeccion natural” y se asumid que aquellos genes
sobreexpresados en ellas con respecto a las condiciones normales tendrian una gran
probabilidad de encontrarse también sobreexpresados durante la infeccidn natural en el
hospedador.

El hierro es un componente esencial para la mayoria de los organismos debido
al papel que representa en las reacciones redox. Como en el interior del hospedador las
concentraciones de hierro libre disponible son muy limitadas, las bacterias patdgenas han
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desarrollado diferentes estrategias para satisfacer sus necesidades de hierro durante los
procesos infecciosos. Un ejemplo son los sideréforos y hemoforos, que son moléculas
secretadas al exterior, para unirse a moléculas de hierro o grupos hemo respectivamente,
tanto si éstos se encuentran en forma libre como incluidos en proteinas. En ambos casos
se forman complejos que son captados por receptores especificos de la superficie
bacteriana. Otro ejemplo son los receptores de membrana para el grupo hemo, capaces de
obtenerlo a partir de las proteinas que contienen dicho grupo. Un tercer ejemplo son
proteinas de membrana externa de bacterias Gram negativas, capaces de reconocer y
unirse a proteinas (complejos proteicos) que contienen hierro, como la transferrina,
reconocida por las “proteinas de unién a la transferrina” (Tbp A 'y B), o la lactoferrina,
reconocida por las “proteinas de union a la lactoferrina” (Lbp A y B). Todos estos
mecanismos comparten la necesidad de utilizar receptores expuestos en la superficie
bacteriana (Parrow et al., 2013). Las escasas concentraciones de hierro en el hospedador
provocan unainduccion de la expresion de estos receptores en las bacterias, traduciéndose

en una mayor abundancia en su superficie (Goethe et al., 2000).

Con respecto a la temperatura elevada conviene decir que, igual que la
temperatura homeostatica del hospedador puede servir como sefial de aviso para las
bacterias patogenas de que se encuentran en el hospedador y deben activar los genes
necesarios para la invasion, se especula con que, asimismo, las temperaturas propias de
los procesos febriles o inflamatorios podrian servir como sefial para el patdgeno de que
el hospedador se encuentra defendiéndose y por lo tanto es necesario pasar a una fase de
“persistencia” mediante los cambios transcriptémicos correspondientes (Gonzalez Plaza
et al., 2016), los cuales pueden corresponderse con cambios en la superficie bacteriana.
Por otro lado, dependiendo de la especie bacteriana, una temperatura de 41°C también
puede producir un efecto de estrés térmico que afecte al crecimiento bacteriano, como
parece ser sucede en el caso de H. parasuis, a tenor de los resultados de las curvas de
crecimiento. Dicho estrés conlleva una modificacion del transcriptoma mediante la
expresion de, entre otros genes, aquellos codificantes de un tipo de chaperonas conocidas
como proteinas de estrés celular o de choque térmico que, con independencia de su
nombre, también son inducidas por otros tipos de estrés sufridos por la bacteria durante
la infeccion (Henderson et al., 2006). Estas proteinas, ademas de actuar como chaperonas
en el interior de la bacteria, presentan diversas funciones paralelas, habiéndose descrito

su presencia en la membrana o en el exterior celular desempefiando papeles relacionados
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con la patogenia (Ghazaei, 2017). Por tanto, los genes inducidos por el efecto de la
temperatura en la bacteria pueden ser comunes a los inducidos por otros factores

estresantes.

Previamente se han realizado estudios sobre las modificaciones en el
transcriptoma de H. parasuis cuando la bacteria era sometida a estas dos condiciones
mimeticas de alta temperatura y escasez de hierro (Hill et al., 2003; Melnikow et al.,
2005; Xie et al., 2009). Sin embargo, las dos condiciones en estos estudios no eran
estudiadas en conjunto, debido a que los objetivos estaban méas bien encaminados a
profundizar en el conocimiento del metabolismo y de los factores de virulencia, pero no
a la busqueda de candidatos que pudieran ser utilizados como antigenos vacunales.
Ademas, las investigaciones fueron realizadas hace varios afios y, aunque no existe duda
de que en su momento contribuyeron enormemente al conocimiento de la bacteria, las
técnicas empleadas en ellas, como la differential display real time PCR (Hill et al., 2003),
el analisis mediante micromatrices (microarrays) (Melnikow et al., 2005) o el SCOTS
(captura selectiva de secuencias transcritas) (Xie et al., 2009) son métodos menos
robustos que el RNA sequencing (Zhao et al., 2014), técnica seleccionada para el presente
trabajo. En otro estudio llevado a cabo mediante SCOTS (Jin et al., 2008) se investigaron
las modificaciones sobre el transcritptoma de bacterias procedentes de pulmones
necroticos, lo que constituyo la primera aproximacion in vivo del perfil de expresion de
H. parasuis, a la que hay que afiadir otra investigacion realizada recientemente, en la que
se estudiaron mediante RNA sequencing las diferencias entre las bacterias cultivadas en
placa y las bacterias expuestas durante dos horas al interior del pulmén porcino (Bello-
Orti et al., 2015).
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5.3.2. Sobreexpresion en condiciones miméticas

5.3.2.1. Proteinas expuestas en la superficie bacteriana

Como podiamos suponer, los genes que codifican para las proteinas de unién a
la transferrina porcina, TbpA (HAPS_RS10805) y TbpB (HAPS_RS10800), aparecieron
entre las proteinas mas sobreexpresadas en las condiciones miméticas a las que nos hemos
referido. Como hemos indicado en otro capitulo, estas dos proteinas ya han sido
caracterizadas inmunoldgicamente por nuestro grupo (Frandoloso et al., 2011b), por lo

gue no comentaremos nada mas acerca de ellas.

Otro sistema de captacion de hierro que resulté sobreexpresado en estas
condiciones fue el operon de “utilizacion del grupo hemo y hemopexina” (hxu por sus
siglas en inglés). Este operon estd constituido por tres genes, conocidos como hxuA
(HAPS_RS10595), hxuB (HAPS RS10590) y hxuC (HAPS RS10585). El primero de
estos genes codifica un hemdforo conocido como proteina de unién a grupo
hemo/hemopexina, cuya finalidad consiste en ser secretado al exterior y sustraer el grupo
hemo a la hemopexina del hospedador. El encargado de secretarlo es un transportador
localizado en la membrana externa, codificado por el gen hxuB. Una vez que el hemé6foro
ha captado un grupo hemo, es reconocido por un receptor de membrana de la bacteria
codificado por el gen hxuC. Este sistema se ha descrito previamente como factor de
virulencia en H. influenzae (Morton et al., 2007). La sobreexpresién de los tres genes de
este operdn ya habian sido observada en condiciones restrictivas de hierro en el estudio
previo con microarrays llevado a cabo por Melnikow et al. (2005). En nuestro caso, los
tres genes se encontraron muy sobreexpresados en condiciones miméticas, siendo hxuA
y hxuC el primer y segundo gen mas sobreexpresado respectivamente. Recientemente,
estas tres proteinas fueron caracterizadas inmunoldgicamente en H. parasuis y se evalud
su capacidad protectora en ratones frente a un desafio con la bacteria. Las tres aportaron
cierto grado de proteccion, siendo la HxuC la que maés, con un 87,5% de supervivencia,
seguida de la HxuB con un 62,5%, mientras que la HxuA fue la que menos proteccion
aporto, con un 37,5%, debido seguramente a su secrecion al exterior (Wen et al., 2016).
En otro estudio aun mas reciente, se valoré en el ratdn la proteccion otorgada por varias
proteinas por separado, entre las que se encontraba HxuC; en este caso, la proteina mostré

una capacidad protectora menos eficaz, inferior al 50% (Li et al., 2017).
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Continuando con los sistemas de captacion de hierro sobreexpresados, también
lo resulté el gen fhuA (HAPS_RS00485), que codifica una OMP que actlia como receptor
de complejos formados entre hierro y sideroforos de tipo hidroxamato. Este receptor se
integra en un sistema en el que también intervienen las proteinas codificadas por los genes
fhuB, fhuC y thuD, las cuales estan localizadas en el periplasma (FhuD) o en la membrana
interna (FhuB y FhuC) e intervienen en el transporte de los complejos hierro-sideréforos
entre el periplasma y el citoplasma (Mikael et al., 2002). De estos cuatro genes, tan solo
el que codifica FhuA aparecio sobreexpresado, si bien es cierto que también aparecion
sobreexpresado un transcrito (HAPS_RS00480) que por homologia podria corresponderse
con FhuC, aunque en la base de datos figura anotado como un pseudogen. Un trabajo
realizado previamente por nuestro grupo de investigacion (del Rio et al., 2006)
caracterizo los genes fhu en H. parasuis y, ademas, en el caso del receptor FhuA, observo
mediante immunoblotting que dicha proteina era reconocida por el suero de cerdos
expuestos a la bacteria. Sin embargo, también describieron que el sometimiento de la
bacteria a condiciones restrictivas de hierro no parecia influir en los niveles de expresion

del receptor.

En el estudio de Melnikow et al. (2005) tampoco encontraron fhuA entre los
genes sobreexpresados en condiciones restrictivas del hierro. A priori, la explicacion para
la contradiccion entre lo observado en estos dos trabajos anteriores y los resultados
obtenidos en el presente estudio podria radicar en la mayor sensibilidad de nuestra
técnica; sin embargo, esto tendria més sentido en caso de tratarse de un gen ligeramente
sobreexpresado y no de uno claramente sobreexpresado como fue el caso. Por lo tanto,
nos parece mas correcto achacar la diferencia de expresion a que en nuestro caso las
condiciones de cultivo no eran exactamente las mismas puesto que ademas de la
restriccion de hierro también empleamos una temperatura elevada. En el estudio de
Melnikow et al. (2005) tampoco observaron que el incremento de temperatura fuera
suficiente para sobreexpresar dicho gen, asi que quizas sea necesaria una combinacion de
ambas condiciones, escasez de hierro y alta temperatura (u otro factor estresante), para

inducir la sobreexpresién del gen.

El receptor FhuA, ademas de ser capaz de inducir anticuerpos frente a él, también
posee importancia como diana terapéutica, puesto que su proteina homdloga en E. coli
acta como diana para diferentes bacteriéfagos, para la colicina M o incluso para
antibiodticos, como la albamicina y la rifamicina (Mikael et al., 2002).
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La energia necesaria para el funcionamiento de estos tres mecanismos de
captacion de hierro es aportada por el sistema TonB/ExbB/ExbD (del Rio et al., 2005;
Goethe et al.,, 2000), cuyos genes se encontraron también sobreexpresados
(HAPS_RS06610, HAPS_RS10790 y HAPS_RS10795).

Otra OMP cuyo gen se halld entre los transcritos sobreexpresados
(HAPS_RS03735) fue una proteina acomodadora de fimbria (fimbrial usher protein), con
homologia con FimD/PapC. Dichas proteinas intervienen en el transporte a través de la
membrana externa de las subunidades de las fimbrias, en su ensamblaje y en el anclaje a

la membrana externa (Geibel & Waksman, 2014).

El gen que codifica la OMP TolC (HAPS_RS10530) también se encontrd entre
los sobreexpresados. Esta proteina forma un canal trimérico en la membrana externa que
interviene en el transporte de diversas moléculas (Koronakis et al., 2000). En un estudio
publicado recientemente (Li et al.,, 2017) los autores observaron que los ratones
inmunizados con esta proteina y posteriormente desafiados con la bacteria mostraban una

supervivencia del 80%.

El gen HAPS RS04485, que resultd sobreexpresado en estas condiciones,
codifica una proteina de 196 aminoacidos que no aparece caracterizada ni en “Genbank”
ni en “Uniprot”. Mediante BLASTp tampoco se le encontré homologia con ninguna
proteina caracterizada en estas bases de datos. Tan solo pudimos encontrar, tras su estudio
en “InterProScan”, que presenta dos dominios consecutivos de plegamiento tipo
inmunoglobulina (Immunoglobulin-like fold). En procariotas, estos dominios suelen estar

presentes en proteinas relacionadas con la invasion o la adhesion (Bodelon et al., 2013).

Dos transcritos sobreexpresados, HAPS RS00745 y HAPS_RS00740,
codificaban respectivamente una proteina hipotética y un autotransportador. Al estudiar
mediante BLASTp en otras cepas de H. parasuis nos encontramos con que realmente se
trataban de los extremos N-terminal y C-terminal de una proteina de gran tamafio. En el
genoma de la cepa utlizada como referencia (SH0165) su gen viene anotado como dos
genes diferentes, debido a que presenta una sefial de parada que trunca la proteina; sin
embargo, en otras cepas de la misma especie no aparece dicha sefial de parada (por
ejemplo, en el caso de la proteina WP_021112176.1). Al estudiar los dominios de las
secuencias de otras cepas en “InterProScan”, pudimos comprobar que el extremo C-

terminal presentaba un barril B de autotransportador mientras que en el extremo N-
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terminal aparecia un dominio de peptidasa serin-proteasa. Por otro lado, esta proteina
presentaba homologia con el autotransportador AasP del también patégeno respiratorio
porcino A. pleuropneumoniae, proteina que posee la misma distribucion de dominios y
que también se sobreexpresa en condiciones de carencia de hierro. La funcion de AasP
en A. pleuropneumoniae parece estar relacionada con la adhesion en condiciones
restrictivas del hierro, puesto que un mutante con delecion para su gen correspondiente
mostraba una menor adhesion solamente cuando escaseaba el oligoelemento (Tegetmeyer
et al., 2009). Esta proteina fue estudiada como antigeno vacunal en el cerdo frente a A.
pleuropneumoniae y se dedujo que no inducia una proteccion relevante (Oldfield et al.,
2009).

El gen HAPS_RS10780 resulto igualmente sobreexpresado. Se corresponde con
una OMP que, segun la base de datos de la plataforma “InterProScan”, presentaba una
dominio barril B en su extremo C-terminal y una repeticion de un motivo de repeticion de
tetratrico péptido (TPR). Este motivo suele estar relacionado con la interaccion proteina-
proteina y con el ensamblaje de los complejos proteicos (D'Andrea & Regan, 2003). La
proteina muestra homologia con proteinas de diferentes especies bacterianas de la familia
Pasteurellaceae poseedoras también del barril f y del motivo TPR. Sin embargo, ninguna

de ellas presenta una funcién conocida.

Por ultimo, entre aquellos genes sobreexpresados que codifican proteinas
expuestas a la superficie celular nos encontramos con dos, HAPS_RS00735 vy
HAPS RS01895, que codifican dos pequefias proteinas con una supuesta localizacion en
la membrana externa y extracelular, respectivamente. No se pudieron detectar ni

dominios ni homologias con proteinas de funcion conocida.

En todas estas proteinas, se detecto ademas una relacion con la patogenia

mediante su estudio con la aplicacion MP3.

Resumiendo, mediante este trabajo de expresién diferencial hemos localizado 13
proteinas ubicadas en la superficie de la cepa Nagasaki de H. parasuis (utilizando como
genoma de referencia una cepa del mismo serotipo, SH0165) que, al mostrarse
sobreexpresadas en las condiciones de estudio, las cuales pretendian reproducir el
ambiente del hospedador, pensamos que podrian poseer una elevada probabilidad de
presentarse en mayor cantidad en la superficie de la bacteria cuando ésta se encuentra

produciendo la infeccion y, por lo tanto, podrian constituir una buena diana, a priori, para
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el sistema inmunitario adquirido. Ademas, en todas ellas se predijo bioinforméaticamente
su relacion con la patogenia. Dos de estas proteinas, TbpA y ThpB, ya han sido probadas
como antigenos vacunales en cerdos, ofreciendo una proteccion parcial (Frandoloso et
al., 2011b), o incluso con una proteccion total en el caso de la ThpB cuando sufria una
mutacion en un unico aminoacido (Frandoloso et al., 2015b). Otras cuatro proteinas,
HxuA, HxuB, HxuC y TolC, han sido probadas muy recientemente como antigenos
vacunales en modelos murinos, con diferentes grados de proteccién parcial frente al
desafio con la bacteria (Wen et al., 2016; Li et al., 2017). Las otras siete proteinas no han
sido estudiadas como antigenos vacunales, por lo que en investigaciones futuras se podria
valorar su eficacia en este sentido. De hecho, para una de ellas, el receptor de sider6foro
FhuA, se han detectado anticuerpos en el suero de cerdos infectados con H. parasuis.

En la Tabla 33 mostramos las trece proteinas seobreexpresadas, indicando el
locus en el genoma de referencia utilizado, su nombre o, en su defecto, el nombre de las
proteinas homaologas en otras especies o los motivos encontrados en su secuencia y si han

sido estudiadas como antigenos vacunales, indicando la especie modelo empleada.

¢Uso previo

Locus Nombre o hallazgos en proteina como Ag

vacunal?

HAPS_RS10805 ThpA Si (Cerdo)

HAPS_RS10800 ThpB Si (Cerdo)

HAPS_RS10595 HxuA Si (Raton)

HAPS_RS10590 HxuB Si (Ratén)

HAPS_RS10585 HxuC Si (Raton)

HAPS_RS10530 TolC Si (Rat6n)
HAPS_RS00485 FhuA No
HAPS_RS03735 Proteina acomodador-a de fimbria con homologia con o

FimA'y PapD

HAPS_RS04485 Dominio de plegado tipo inmunoglobulina No
HAPS_RS00740 + HAPS_RS00745 Homologia con AasP de A. pleuropneumoniae No
HAPS_RS10780 OMP con barril By TPR No
HAPS_RS00735 Sin homologia con proteinas de funcién conocida No
HAPS_RS01895 Sin homologia con proteinas de funcién conocida No

Tabla 33: Resumen de proteinas sobreexpresadas en condiciones miméticas y su

empleo como antigenos vacunales.
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5.3.2.2. Proteinas de choque térmico

Como se dijo anteriormente, la bacteria tiene que enfrentarse a una serie de
factores estresantes durante la infeccidn, como pueden ser las temperaturas desfavorables,
los cambios de pH o la presencia de radicales libres, lo cual desencadenan la expresion
de una serie de proteinas conocidas como proteinas de estrés celular (Ghazaei, 2017).
Dichas proteinas, que a menudo son denominadas proteinas de choque térmico (Hsp, por
sus siglas en inglés) porque inicialmente se describieron como inducibles por estrés
térmico, se comportan como chaperonas favoreciendo el ensamblado de otras
macromoléculas y se encuentran presentes en todos los seres vivos (Henderson et al.,
2006). Entre los genes sobreexpresados en condiciones miméticas nos encontramos con
varios codificantes de diferentes Hsp, como la DnalJ (HAPS_RS09165), DnaK
(HAPS_RS02685), HsIO (HAPS_RS04050) y HsIR (HAPS_RS04045). La proteina de
choque térmico DnaK pertenece a la familia Hsp70 y se encarga de facilitar el
plegamiento correcto de proteinas a nivel citoplasmatico, evitando su agregacion que
resultaria como resultado de las condiciones estresantes, tarea en la que es ayudada por
la DnaJ, otra chaperona de la familia Hsp40 (Henderson et al., 2006). La HslO, por su
parte, posee una funcion protectora, tanto frente al estrés térmico como frente al oxidativo
(Ruddock & Kilappa, 1999). La HsIR, o Hspl5, se activa a elevadas temperaturas y
aparece involucrada en el reciclaje de la subunidad 50S del ribosoma (Korber et al.,
2000).

Se ha observado que varias de las Hsp se comportan como antigenos
superficiales, lo que podria parecer un contrasentido, teniendo en cuenta que el papel
desempefiado como chaperonas deberia implicar una localizacion intracelular. Sin
embargo, se ha descrito que muchas de estas proteinas, ademas de actuar como
chaperonas, presentan también otras funciones que pueden implicar una localizacion en
la superficie y que ademas generalmente estan relacionadas con la patogenia (Henderson
et al., 2006). Como ejemplo, se podria citar las DnaK y DnaJ, que parecen tener como
funcién adicional la de mediar en la adhesion e invasion celular. No obstante, aunque
segun esta idea resultaria razonable estudiar estas proteinas como antigenos vacunales,
realmente no serian las mas adecuadas, debido a que a lo largo de la evolucidn, las Hsp
se han mantenido muy conservadas, presentando bastante homologia entre las de origen
bacteriano y las de procedencia mamifera, por lo que su utilizacion como antigenos

vacunales podria desencadenar enfermedades autoinmunitarias (Ghazaei, 2017).

239



5.3.2.3. Analisis de enriquecimiento funcional

Con respecto al andlisis de enriquecimiento funcional en condiciones miméticas
a las de la infeccion natural, tan solo se observé un enriquecimiento significativo en el
término de ontologia génica GO:0003676, correspondiente a “union a acidos nucleicos”,
donde se encontraron hasta 37 genes sobreexpresados. Esto seria consecuente con la
importante reprogramacion, tanto a nivel transcripcional como a nivel traduccional, al
que es sometida la bacteria cuando sufre un estrés ambiental (Starosta et al., 2014). Entre
los 37 genes sobreexpresados, nos encontramos con seis codificantes de proteinas de
unién a subunidades de ribosoma mas cuatro genes codificantes de enzimas relacionados
con ARNts (nivel traduccional) y con ocho genes codificantes de reguladores

transcripcionales (nivel transcripcional).

Entre los reguladores transcripcionales sobreexpresados destaca la proteina
reguladora de captacion de hierro (Fur por sus siglas en inglés), la cual forma un dimero
en presencia de Fe*2, que se une a regiones reguladoras de ADN, reprimiendo la expresion
de genes relacionados con la toma de hierro; sin embargo, al escasear el hierro disponible,
se deshace el dimero liberando el ADN y permitiendo asi la transcripcion de genes
relacionados con la captura de hierro como receptores y sifer6foros (Carpenter et al.,
2009).

Puede resultar paradojico que un regulador negativo de la adquisicion de hierro
resulte sobreexpresado en condiciones precisamente de restriccion de hierro, pero durante
los ultimos afios se han realizado diferentes hallazgos que demuestran que el papel de Fur
no es tan sencillo como la ruta clasica que acabamos de relatar, si bien ésta sigue siendo
completamente véalida con respecto a la regulacion de las proteinas necesarias para la
captacion de hierro. A dia de hoy, se sabe que a lo largo de las diferentes especies
bacterianas, el complejo formado entre el dimero de Fur y Fe*? puede también regular
positivamente otros genes diferentes a los de la ruta clasica, y que ademas, existen otros
que pueden ser regulados positiva o negativamente por Fur sin formar complejo con Fe*2,
Algunos de los genes que se regulan de esta manera se encuentran relacionados con la
respuesta a condiciones estresantes o con la virulencia (Carpenter et al., 2009). Teniendo
en cuenta esta circunstancia, no resulta tan extrafio la sobreexpresion de Fur en un
ambiente con hierro restringido porque, precisamente a causa de la restriccion, los
complejos Fur-Fe*? no se formaran y los mecanismos implicados en la captacion de hierro

no se veradn reprimidos, sufriendo el efecto positivo o negativo de la regulacion via Fur
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otros genes que pudieran estar relacionados con la supervivencia en condiciones

estresantes o con la virulencia.

5.3.3. Subexpresion en condiciones miméticas

En el caso de genes subexpresados en condiciones miméticas que codifiquen
proteinas cuya localizacion tedrica sea la membrana externa o extracelular, aparecieron
dos autotransportadores, dos proteinas hipotéticas que parecen tratarse de una f-
galactosidasa y de la ATPasa de segregacion de cromosoma, dos proteinas codificadas en
fagos, una sialidasa que tras analizar mediante BLASTp se observo que era la
neuraminidasa (NanH), y las proteinas ComE y PilA. Estas dos Ultimas estan relacionadas
con la captacion de ADN desde el exterior a través de un pelo (pilus) de tipo IV y se ha
observado que en H. influenzae, ambas proteinas, junto a otras que intervienen en la
misma funcidn, tienen su expresion regulada por un mismo regulén (Redfield et al.,
2005). Previamente, se habia observado que el gen pilA resultaba sobreexpresado en
condiciones de carencia de hierro (Xie et al., 2009), por lo que al aparecer subexpresado
en nuestro caso, parece indicar que el incremento de temperatura lo regula negativamente,

incluso en condiciones de escasez de hierro.

En el analisis de enriquecimiento funcional de los genes subexpresados
(sobreexpresados en condiciones normales), se observo que la mayoria de los términos
enriquecidos presentaban relacion con el metabolismo energético, con procesos que
implicasen reacciones redox, o con ambos. En el caso del metabolismo energético, este
descubrimiento concuerda con lo observado, referente a que en las condiciones miméticas
se produce un frenado del crecimiento, el cual deberia traducirse en una disminucién
general de los procesos metabdlicos. En el caso de los procesos de oxidacion-reduccion,
puede ser simplemente un reflejo de la disminucidn del crecimiento bacteriano y/o podria
suceder que la bacteria, al detectar de algin modo la escasez de hierro, prefiera no
malgastar energia en la produccién de compuestos que no podran desempefiar su funcion
con normalidad, al escasear su principal factor limitante porque, como ya comentamos
anteriormente, el hierro representa un elemento esencial para las reacciones redox
(Parrow et al., 2013).
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6. CONCLUSIONES
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PRIMERA:

SEGUNDA:

TERCERA:

CUARTA:

QUINTA:

SEXTA:

Las proteinas de la membrana externa P2, P5 y D15, producidas de forma
recombinante a partir de la cepa Nagasaki de H. parasuis, son reconocidas
especificamente por el suero procedente de cerdos previamente expuestos

a la bacteria.

Las proteinas recombinantes P2, P5 y D15 producidas a partir de la cepa
Nagasaki de H. parasuis, al ser inoculadas asépticamente en conejos y

cerdos inducen anticuerpos especificos.

Las formulaciones vacunales preparadas a partir de las tres proteinas
recombinantes, adyuvadas con Montanide IMS 2215 VG PR, tanto en
forma individual como en preparaciones mixtas, no protegen en cerdos
privados de calostro después de dos aplicaciones separadas tres semanas,
cuando los animales son desafiados por via intratraqueal con una dosis

letal de 108 UFC de la cepa Nagasaki de H. parasuis.

En cerdos padeciendo sepsis tras 24 horas de infeccion con la cepa
Nagasaki de H. parasuis, se aprecia que los niveles de expresion de los
receptores TLR-2, Siglec-3 y CD163 sobre monocitos estan
significativamente mas elevados que antes de la infeccion. Ademaés parece
existir una relacion directa entre mayor expresién de CD163 y mayor

expresion de TLR-2 y de Siglec-3.

En cerdos padeciendo sepsis tras 24 horas de infeccion con la cepa Nagasaki
de H. parasuis, se aprecia que los niveles de expresion de los receptores
TLR-4, Siglec-1 y Siglec-5 sobre monocitos y de Siglec-10 sobre

linfocitos, no sufren modificaciones significativas.
En cerdos padeciendo sepsis tras 24 horas de infeccion con la cepa Nagasaki

de H. parasuis, se observa que desaparece una subpoblacion de monocitos

CD1637/Siglec-1*, la cual esta presente antes de la infeccién.

245



SEPTIMA:

OCTAVA:

El empleo de cerdos privados de calostro e infectados con H. parasuis se
comporta como un buen modelo para profundizar en el estudio de los

procesos sépticos.

El estudio del transcriptoma de H. parasuis sometido in vitro a unas
condiciones de temperatura y carencia de hierro similares a las existentes
en el curso de la infeccion revela la sobreexpresion en su superficie de
trece proteinas. Seis de ellas (TbpA, ThpB, TolC, HxuA, HxuB y HxuC)
ya han sido probadas como antigenos vacunales en modelos de infeccion
murino y/o porcino, mostrando una proteccion parcial. Las otras siete
fueron FhuA, FimD, un autotransportador con un dominio serin-proteasa,
una proteina con dominios con plegamiento tipo inmunoglobulina, otra
proteina de gran tamafio con una repeticion de tetratricopéptido y dos
proteinas de pequefio tamafio sin presencia de dominios conocidos. Estas
siete Ultimas proteinas, no probadas todavia, podrian constituir buenos
antigenos vacunales al tener mayor probabilidad de localizarse en gran

numero sobre la superficie bacteriana durante la infeccion.
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8. ANEXOS
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8.1. Tabla resumen de genes sobreexpresados en condiciones

miméticas con log, (fold change) > 10
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Locus Producto Genbank n° Uniprot Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
HAPS_RS00115 | plasmid stability protein StbD - - NP CP
HAPS_RS00120 RelE toxin = R NP CP

StbE, addiction module antitoxin
g . [typA|GTP-binding protein/membrane
HAPS_RS00325 GTP-binding protein B8F366 GTPase involved in stress response NP CpP
HAPS_RS00370 protein TolA B8F375 ftal el envelope intgrityinner P IM
membrane protein TolA
HAPS RS00425 sugar AB(; transporter BBF386 |IptA|L|pop0Iysacc_har|de export system NP pp

- substrate-binding protein protein LptA
HAPS_RS00480 pseudo - - - -
HAPS_RS00485 TonB-dependent receptor - - P oM
HAPS_RS00635 hypothetical protein - - NP CP
HAPS_RS00670 transposase B8F3D0 |[HAPS_0133|Uncharacterized protein NP PP
HAPS_RS00730 acetolactate synthase B8F3EL |"VM|Acet°'a°ta;E§h’2§?ase 2 U L NP cp
HAPS_RS00735 hypothetical protein - - P oM
HAPS RS00740* autotransporter domaln- : _ p OM*

- containing protein*

HAPS_RS00745* hypothetical protein* - - p* EX*

HAPS_RS00825 hypothetical protein - - NP CP
transcription termination factor [nusA|Transcription

HAPS_RS01010 NusA BBF3J4 termination/antitermination protein NusA NP cP

HAPS_Rs01015 | ranstation mitiation EEDAI= e linfB[Translation initiation factor IF-2 NP cP

HAPS RS01040 LysR family transcriptional BSF3J8 |HAPS_OZQ7|Eutative HTH-type NP cp

- regulator transcriptional regulator
HAPS_RS01065 pseudo - - - -
HAPS_RS01070 | tRNA s(4)U8 sulfurtransferase B8F3K3 [thiltRNA sulfurtransferase NP CP

bifunctional N-
acetylglucosamine-1-
HAPS_RS01075 phosphate B8F3K4 |gimU|Bifunctional protein GImU NP CP
uridyltransferase/glucosamine-
1-phosphate acetyltransferase
[HAPS_0253|ABC-type
HAPS_RS01255 ABC transporter permease B8F3PO nitrate/sulfonate/bicarbonate transport P IM
permease
[HAPS_0254|ABC-type
HAPS_RS01260 AEE g.a ns_porter Su.b S B8F3P1 nitrate/sulfonate/bicarbonate transport P CP
inding protein - - .
systems periplasmic components protein
e [HAPS_0255|ABC-type
HAPS_RS01265 ABC transpogigiﬁTP binding B8F3P2 nitrate/sulfonate/bicarbonate transport P IM
P system, ATPase
HAPS_RS01270 acyl-CoA dehydrogenase B8F3P3 |[HAPS_0256|Acyl-CoA dehydrogenase NP CP
HAPS_RS01380 lysine tRNA synthetase B8F3R5 |lysS|Lysine--tRNA ligase NP CP
. . |HAPS_0280|UPF0246 protein
HAPS_RS01385 peroxide stress protein YaaA B8F3R6 HAPS_0280 NP CP
HAPS_RS01395 elongation factor Ts B8F3R8 tsf|[Elongation factor Ts NP CP
HAPS_RS01400 sulfurtransferase FdhD - - P CP
HAPS_RS01430 pseudo - -
HAPS_RS01435 hypothetical protein B8F3S4 |[HAPS_0289|Uncharacterized protein P CP
tRNA 2-thiocytidine
HAPS_RS01560 biosynthesis protein TtcA ) B NP cP
HAPS_RS01750 hypothetical protein - - NP CP

Tabla 34: Resumen de genes sobreexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso de tratarse de

proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular, OM para

membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma). * indica que son la misma proteina.
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Locus Producto Genbank n° Uniprot Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
|[HAPS_0364|ATPase components of ABC
HAPS_RS01805 ABC transporter ATPase B8F375 transporters with duplicated ATPase P PP
domains-containing protein
HAPS_RS01810 ifon transporter s T ERL Lo P, fpsizs) NP IM
Co/Zn/Cd cation transporter
HAPS_RS01830 hypothetical protein - - NP CP
HAPS_RS01835 hypothetical protein B8F3Z9 |[HAPS_0370|Uncharacterized protein NP CP
HAPS_RS01895 hypothetical protein B8F410 |[HAPS_0382|Uncharacterized protein P EX
HAPS_RS01900 esterase B8F411 |[mhpC]Putative esterase NP PP
HAPS_RS02075 pseudo - -
HAPS_RS02080 ATPase - - NP CP
|HAPS_0433|Predicted transcription
regulator containing HTH domain
HAPS_RS02140 transcriptional regulator B8F450 OS=Haemophilus parasuis serovar 5 NP CcP
(strain SH0165) GN=HAPS_0433 PE=4
Sv=1
HAPS_RS02145 toxin RelE B8F451 |[HAPS_0434|Putative membrane protein NP CP
HAPS_RS02340 RNA helicase B8F490 |deaD|ATP-dependent RNA helicase DeaD NP CcpP
HAPS RS02480 Nif3-like dlnuc!ear met'al BSFABA |[HAPS_0502|GTP cyclohydrolase 1 type 2 NP cp
- center hexameric protein homolog
HAPS_RS02610 hypothetical protein BSF4D5 |p””-|Ph°5phO“bs";mgg?y'g'VC'”am'd'”e P cp
HAPS_RS02650 hypothetical protein - - NP CP
|[dnaK|DnaK suppressor protein/ C4-type
HAPS_RS02685 molecular chaperone DnaK B8F4E6 zinc finger protein, DksA/TraR family NP CcP
bacterionhade P2 Tail |[HAPS_0565|Putative bacteriophage
HAPS_RS02690 com Ietit?n ?otein GPR B8F4E7 protein, putative transcription regulator, NP CP
P P cro/C1-type DNA-binding domain
|gpS|Bacteriophage tail completion protein
HAPS_RS02695 | virion morphogenesis protein B8F4E8 gpS-like protein/phage virion NP CcP
morphogenesis protein
HAPS_RS02800 transcriptional regulator B8F4G7 |HA_PS_056§|Putat|ve _ba(_:terlophage NP CP
protein, putative transcription regulator
HAPS_RS02830 hypothetical protein B8F4H6 |[HAPS_0575|Uncharacterized protein NP CcpP
HAPS RS02850 translocation protein TolB : _ NP cp
- precursor
HAPS_RS02855 5'”g'e's”a”sre(ie?nNA'b'”d'”g BSFAIL  [sshiSingle-stranded DNA-binding protein NP pp
HAPS_RS02955 hypothetical protein B8F4K1 |[HAPS_0600|Phage protein NP CP
HAPS_RS03100 hypothetical protein B8FAN2 |HAPS_0631|Uncharacterized protein NP CcpP
HAPS_RS03150 tRNA-Val - -
HAPS_RS03180 50S ribosomal protein L25 B8F4P6 |rplY|50S ribosomal protein L25 NP CcpP
HAPS_RS03215 potassium transporter SeEapn  CEECSENET R Rl e - NP IM
efflux system protein
HAPS_RS03450 N-acetylmuramic acid 6- BSFAV1 |[murQ|N-acetylmuramic acid 6-phosphate NP cp
phosphate etherase etherase
HAPS_RS03455 a”hydm'N'aIEie;;’lT“ram'c acid  garavo [HAPS_0708|Uncharacterized protein NP cp
- [truCJtRNA pseudouridine synthase C,
HAPS_Rs03460 |  RNA pseudouridine(65) BSF4V3 pseudouridylate synthase, 235 RNA- NP cp
synthase TruC e
specific
HAPS_RS03710 hypothetical protein - - NP CP
HAPS_RS03735 fimbrial usher protein - - P oM
HAPS_RS03755 predicted ATPase involved in ) _ NP cp

chromosome partitioning

Tabla 34 (continuacién): Resumen de genes sobreexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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Locus Producto Genbank n° Uniprot Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
HAPS_RS03770 hypothetical protein B8F511 |HAPS_0775|Putative prophage primase NP CP
HAPS_RS03820 tRNA-Leu - - - -
HAPS_RS04045 heat-shock protein B8F560 |hsIR|Heat shock-like protein 15 NP CcpP
HAPS Rsoosp |  redox-regulated molecular B8F561 IhsIO[33 kDa chaperonin NP cp

chaperone Hsp33
HAPS_Rs04055 | DNA po'yg‘ssrﬁzi Ilisubunit  gorser  dnaQIDNA polymerase Il subunitepsilon NP cP
HAPS_RS04100 peptide chain release factor 2 - - NP CP
formamidopyrimidine-DNA |[mutM|Formamidopyrimidine-DNA
HAPS_RS04180 glycosylase B8F586 glycosylase NP CpP
HAPS_RS04480 hypothetical protein - - P PP
HAPS_RS04485 hypothetical protein B8F5E9 |[HAPS_0923|Uncharacterized protein P EX
HAPS_RS04635 threonyl-tRNA synthetase B8F5H9 [thrS|Threonine--tRNA ligase NP CP
HAPS_RS04900 transporter B8F5M4 |alsT|Na+/alanine symporter NP IM
HAPS_RS05120 | heme utilization protein HuvX - - NP CP
HAPS_RS05125 | heme utilization protein HutZ B8F5S2 |hugZ|Heme utilization protein NP CP
ribosome small subunit-
HAPS_RS05320 dependent GTPase - - NP CP
HAPS_RS05350 pseudo - - - -
HAPS_RS05455 DNA-binding protein B8F5Y2 |hns|IDNA-binding protein NP CP
HAPS_RS05485 ABC transporter ATP-binding ) _ NP cp
protein
. |[HAPS_1148|Possible prophage
HAPS_RS05580 antirepressor B8F607 antirepressor NP CP
HAPS_RS05800 pseudo - - - -
HAPS_RS05955 arginyl-tRNA synthetase - - NP CP
HAPS_RS05960 pseudo - - - -
HAPS_RS06085 membrane protein B8F693 |a°°D|AC6ty"§3bA; ﬁ*i’tmxy'ase 5 NP cp
glycerol-3-phosphate |glpCisn-glycerol-3-phosphate
HAPS_RS06380 dehydrogenase subunit C BBF6F2 dehydrogenase subunit C NP cP
putrescine/spermidine ABC S n n
HAPS_RS06515 transporter substrate-binding B8F6H2 PR fPiEssie ban|ng e llEEe NP PP
- protein
protein
HAPS_RS06520 hypothetical protein BoFeHz  [vaaH|Permease, ';gzhmembra”e protein P M
Holliday junction DNA )
HAPS_RS06525 helicase RUVA - NP CP
HAPS_RS06610 cell envelope protein TonB B8F6J2 [tonB|Protein TonB P PP
TonB system transport protein |lexbD|TonB system transport protein
HAPS_RS06615 ExbD EREE ExbD type-2/biopolymer transport protein P e
HAPS_RS06635 | tRNA-dihydrouridine synthase B8F6J7 |dusB|tRNA-dihydrouridine synthase B NP CP
HAPS_RS06640 | 'S fam':g;;?:tzcr”p“"”a' B8F6J8 ifisDNA-binding protein Fis p pp
HAPS_RS06835 4-phosphopantetheinyl B8F6MY  |yieE[Phosphopantetheinyl transferase NP cp
transferase
HAPS_RS06865 hypothetical protein B8F6N5 |[HAPS_1415|Uncharacterized protein NP CP
HAPS_RS06890 protease Bgrepo . IPCICollagenase priClrelated protease NP cp
involved in cellular process and singaling
MurR/RpiR family . . . _
HAPS_RS07435 transcriptional regulator B8F6Y4 [rpiR|RpIR family transcriptional regulator NP CP
heme ABC transporter ATP- |hmuV|Hemin transport system ATP-
HAPS_RS07625 binding protein B8F722 binding protein HmuV NP cP
HAPS_RS07630 | iron ABC transporter permease B8F723 T i) T T 178 e P IM

protein HmuU

Tabla 34 (continuacién): Resumen de genes sobreexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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hemin ABC transporter
HAPS_RS07635 substrate-binding protein ) B NP M
HAPS_RS07720 | RNA polymerase, betasubunit ~ BgF741  IPOBIDNA-directed RNA polymerase NP cP
subunit beta
HAPS_RS07775 30S ribosomal protein S10 B8F754 |rpsJ|30S ribosomal protein S10 NP CcpP
HAPS_RS07780 50S ribosomal protein L3 B8F755 |rpIC|50S ribosomal protein L3 NP CP
HAPS_RS07785 50S ribosomal protein L4 B8F756 |rpID|50S ribosomal protein L4 NP CP
HAPS_RS07790 50S ribosomal protein L23 B8F757 [rpIW|50S ribosomal protein L23 NP CP
HAPS_RS07795 50S ribosomal protein L2 B8F758 |rpIB|50S ribosomal protein L2 NP CP
HAPS_RS07950 hypothetical protein - - P CP
HAPS_RS07955 membrane protein B8F786 [pykF|Pyruvate kinase NP PP
HAPS_RS08275 endonuclease B8F7D1 |nfo]Probable endonuclease 4 NP CP
HAPS_RS08315 hypothetical protein B8F7D5 |HAPS_1712|Uncharacterized protein NP IM
HAPS_RS08435 addiction module protein B8F7F5 |hicA|Addiction module Killer protein NP CP
HAPS_RS08440 | transcriptional regulator B8F7F6 |HAPS—1738|':gsz'lg'tir"ansc“p“o”a' NP cp
- |bcglA|Restriction enzyme, alpha
HAPS_RS08560 restriction endonuclease B8F7H2 subunit/N-6 DNA methylase NP CP
- |bcglIB|Restriction enzyme, beta subunit/N-
HAPS_RS08565 restriction endonuclease B8F7H3 6 DNA methylase NP CP
HAPS_RS08570 restriction endonuclease - - NP CP
HAPS_RS08685 hypothetical protein - - NP CP
HAPS_RS09000 hypothetical protein B8F7Q0 |HAPS_1850|Uncharacterized protein P IM
HAPS_RS09165 molecular chaperone Dnal B8F7S3 |dnaJ|Chaperone protein DnaJ NP CP
HAPS_RS09170 "'r“'e”ce'a\s/s:gg‘t"d protein  por7gy \vapD|Virulence-associated protein D NP cp
spermidine/putrescine ABC
HAPS_RS09385 transporter substrate-binding - - NP PP
protein
HAPS_RS09560 30S ribosomal protein S7 B8F7Z3 [rpsG|30S ribosomal protein S7 NP CP
HAPS_RS09565 elongation factor G B8F7z4 [fusA|Elongation factor G NP CcpP
23S rRNA (guanosine-2'-0-)- [rimBJ23S rRNA (guanosine-2'-O-)-
HAPS_RS09580 methyltransferase SHelrAs methyltransferase RImB P e
HAPS_RS09625 transposase - - NP CP
HAPS RS10065 C4-dicarboxylate ABC BSE879 |dcuB|Anaerobic C4-dicarboxylate NP M
- transporter transporter
HAPS_Rs10195 | DUF262 dgm‘)z‘rf"”ta'”'”g B8F899 [HAPS_2100|{Uncharacterized protein p cP
[HAPS_2113|Nucleotidase/putative HAD
HAPS_RS10260 dUMP phosphatase B8F8A7 superfamily haloacid dehalogenase-like NP CP
hydrolase
[tolC|RND efflux system outer membrane
HAPS_RS10530 TolC family protein B8F8F2 lipoprotein/RND superfamily resistance- P oM
nodulation-cell division antiporter
HAPS_RS10560 | transcriptional regulator B8F8F7 |HAPS—2174|XF:eEg:?2:(')'ry TS NP cp
HAPS_RS10565 hypothetical protein B8F8F8 |[HAPS_2175|Uncharacterized protein NP CcP
|hxuC|Heme/hemopexin utilization protein
HAPS_RS10585 ligand-gated channel B8F8G2 C/outer membrane receptor protein, P oM
mostly Fe transport
ShiB/FhaC/HecB family S .
HAPS_RS10590 | hemolysin secretion/activation B8F8G3 IhxuB|Heme/hemopexin-binding protein oM

protein

B, hemolysin activation/secretion protein

Tabla 34 (continuacion): Resumen de genes sobreexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacién (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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. . |hxuA|Heme/hemopexin-binding protein A
HAPS_RS10595 hypothetical protein B8F8G4 (Heme:hemapexin utilization protein A) P EX
|IsgE|Putative lipooligosaccharide
HAPS_RS10730 glycosyl transferase B8F8I8 galactosyltransferase involved in cell wall NP CP
biogenesis
amylovoran biosynthesis |IsgF|Putative UDP-galactose--
HAPS_RS10735 protein AmsE BBF8I9 lipooligosaccharide galactosyltransferase NP cP
HAPS_RS10765 rod shape-de'\t/(le:éncmlng protein : _ NP M
HAPS RS10770 rod shape-determining protein B8F8J7 |[mreD|Rod shape-determining protein NP M
- MreD MreD
HAPS_RS10775 ATPase AAA B8F8J8 |rarA|Recombination factor protein RarA NP CP
. |[HAPS_2219|Possible outer membrane
HAPS_RS10780 membrane protein B8F8J9 protein/FOG: TPR repeat protein P oM
HAPS_RS10785 hypothetical protein - - NP PP
HAPS_RS10790 biopolymer transporter ExbB B8F8K1 |lexbB|Biopolymer transport ExbB protein NP IM
HAPS_RS10795 | biopolymer transporter ExbD - - NP CP
HAPS_RS$10800 transferrin-binding protein-like ) _ p oM
solute binding protein
lactoferrin/transferrin family Lo .
HAPS_RS10805 TonB-dependent receptor B8F8K4 [tbpA[Transferrin-binding protein 1 P oM
non-canonical purine NTP
HAPS_RS10825 | pyrophosphatase RdgB/HAM1 - - NP CcP
family
HAPS_Rs10830 | . deoxyribonucleotide BBF8K9 IHAPS_2229|Uncharacterized protein NP cp
triphosphate pyrophosphatase
HAPS_Rs10835 | 9N fam'g;tﬁ;e'”e cluster  pargi g [HAPS_2230|Uncharacterized protein NP cP
HAPS_RS10980 flavodoxin B8FSNS [fldA|Flavodoxin NP CP
HAPS_RS10985 Fur fam':ggﬂ?;f;“ptlonal B8F8N9 [fur|Ferric uptake regulation protein NP CP
HAPS_RS11010 transpeptidase B8F8P5 |HAPS_2267|Uncharacterized protein P PP
HAPS_RS11030 | transcriptional regulator BSF8PY limpA|SOS-response transcriptional P cp
repressor
HAPS_RS11145 pseudo - - - -
HAPS_RS11150 acyl-CoA esterase B8F8S2 |[HAPS_2296|Uncharacterized protein NP CP

Tabla 34 (continuacién): Resumen de genes sobreexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).

283




284



8.2. Tabla resumen de genes subexpresados en condiciones

miméticas con log, (fold change) > 10
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Locus Producto Genbank n° Uniprot Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
HAPS_RS00025 | fumarate reductase flavoprotein subunit B8F308 |frdA|Fumarqte reducyase NP CpP
flavoprotein subunit
n [frdB|Succinate
HAPS_RS00030 S“ice'(;‘jg"agﬁr:{grzogue#ﬁesﬁ patate B8F309  dehydrogenase iron-sulfur NP PP
subunit
HAPS_RS00035 fumarate reductase subunit C Bgrajp  IMICIFumarate veductase NP IM
HAPS_RS00040 fumarate reductase subunit D Bgrayy  [MDIFumarate reductase NP IM
|cydA|Cytochrome D
HAPS_RS00340 cytochrome bd oxidase subunit | B8F369 ubiquinol oxidase, subunit NP IM
|
A . . |cydB|Cytochrome D
HAPS_RS00345 | cytochrome d ubiquinol oxidase subunit  gacazq  ypiguinol oxidase, subunit NP IM
I
. . e |fadR|Fatty acid
HAPS_RS00505 |  atty acid Tgti?;’t';”; ;&aé‘sc”p“ona' B8F398 metabolism regulator NP cp
9 protein
HAPS_RS00775 formate transporter FocA BSF3ES s ) NP IM
ormate-nitrite transporter
|[HAPS_0158|Putative
HAPS_RS00795 transporter B8F3F2 transport protein NP IM
HAPS_0158
|bioD|ATP-dependent
HAPS_RS00805 dethiobiotin synthase B8F3F4 dethiobiotin synthetase NP CP
BioD
HAPS_RS00810 membrane protein BeFars  [MAPS_O161|Uncharacteri NP PP
zed protein
HAPS_RS00945 tagatose-bisphosphate aldolase B8F312 |!acD|Tagatose L NP CP
diphosphate aldolase
HAPS_RS00950 |  PTS sugar transporter subunit 11A Bor3iz  [PENAIPTS system, l1A NP cp
component
gaC|Beta-galactosidase,
bgaC|B | id
HAPS_RS00955 beta-galactosidase B8F3l14 glucosyl hydrolase family NP CP
protein
. [ptsEIID|PTS system,
HAPS_RS00960 PTS fructose transporter subunit 11D B8F3I5 lIDcomponent P IM
HAPS_RS00965 PTS sugar transporter subunit 11C ey PEENISETE S, e P IM
component
HAPS RS00970 PTS mannose/fructose/sorbose BSF3I7 |ptsEIIB|PTS system, 11B NP cp
- transporter subunit 11B component
|agaS|Tagatose-6-
HAPS_RS00975 tagatose-6-phosphate ketose isomerase B8F3I8 phosphate ketose/aldose NP CP
isomerase
lagaR|Transcriptional
HAPS_RS00980 | DeoR/GIpR transcriptional regulator B8F3I9 repressor AgaR/DNA- NP cp
binding transcriptional
dual regulator
|malG|ABC-type maltose
HAPS_RS01175 maltose transporter permease B8F3M4 transport systems, P IM
permease component
|malF|ABC-type maltose
HAPS_Rso1180 |  Maltose ABC rensporter permezse B8F3M5 transport systems, P IM
permease components
|[malK|Maltose/maltodextri
HAPS_RS01190 ABC transporter ATP-binding protein B8F3M7 n import ATP-binding NP CP
protein MalK
HAPS_RS01320 tRNA-dihydrouridine synthase A P cP
HAPS_RS01325 pseudo
[fdxG_2|Transcriptional
formate dehydrogenase
HAPS_RS01410 sulfate AB_C tl_’ansporte_r substrate- BSF3S0 alph_a major NP PP
binding protein subunit/formate
dehydrogenase, nitrate-
inducible, major subunit

Tabla 35: Resumen de genes subexpresados en condiciones miméticas con log (fold change) > 10. En caso de tratarse de
proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular, OM para

membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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[fdxG_1|Transcriptional
formate dehydrogenase
HAPS_RS01415 | formate dehydrogenase-N subunit alpha B8F3S1 alph_a major NP PP
subunit/formate
dehydrogenase, nitrate-
inducible, major subunit
[fdxH|Formate
dehydrogenase iron-sulfur
. subunit, beta subunit/Fe-S-
HAPS_RS01420 formate dehydrogenase subunit beta B8F3S2 cluster-containing NP CP
hydrogenase components
[fdxI|Formate
. dehydrogenase
HAPS_RS01425 | formate dehydrogenase subunit gamma B8F3S3 cytochrome B556 subunit, NP IM
gamma subunit
! 8 |glgB|1,4-alpha-glucan
HAPS_RS01440 glycogen-branching enzyme B8F3S5 branching enzyme GlgB NP CP
. |glgX|Glycogen operon
HAPS_RS01445 glycogen debranching enzyme B8F3S6 protein GlgX NP cP
|glgC|Glucose-1-
HAPS_RS01450 | glucose-1-phosphate adenylyltransferase B8F3S7 phosphate NP CP
adenylyltransferase
HAPS_RS01780 cold shock domain protein CspD B8F3Z0 lespDICold shock-like NP CP
protein CspD
. . |[HAPS_0398|UPF0265
HAPS_RS01970 hypothetical protein protein HAPS_0398 NP CP
HAPS_RS02010 N-acetylneuraminate lyase B8F434 InanAN- NP cp
acetylneuraminate lyase
. . - |[HAPS_0407|Putative
HAPS_RS02015 bAITTRYRIE R I:"L':;’tgfnscr'pt"’”a' B8F435  HTH-type transcriptional NP cp
g regulator
HAPS_RS02020 YhcH/YjgK/YiaL family protein B8F436 |HAPS—ZOE‘LO§|&”;2““‘€“ NP cP
|mglIB|Galactose ABC
HAPS RS02180 galactose ABC transporter substrate- BSE459 transporter periplasmic- NP PP
- binding protein binding protein/Lacl
transcriptional regulator
. |mglA|Galactose/methyl
HAPS_RS02185 tragni'agg)esffg‘fg_‘%’ i'ngdf’}:fcmrsc;?; rﬁacl A BSFAG0  galactoside import ATP- NP cp
P gp g binding protein MglA
. |mglC|Galactose ABC
HAPS_Rs02190 | dalactoside ABC,\;”‘I”CSPO”” permease  parssy transporter inner NP IM
g membrane component
HAPS_RS02290 carbon storage regulator B8F480 |osrA|Carbon storage NP cP
regulator homolog
HAPS_RS02300 universal stress protein A NP CP
HAPS_RS02505 MarC family protein B8F4B7 ImarC|UPF0056 inner P IM
membrane protein
HAPS_RS02860 hypothetical protein somap RIS NP cP
phage protein
. . |HAPS_0584|Uncharacteri
HAPS_RS02875 hypothetical protein B8F415 zed protein NP Ccp
HAPS_RS02885 hypothetical protein NP CP
|HAPS_0587|Phage tail
HAPS RS02890 phage tail protein/putative Fels-1 BSFAI8 protein/putative Fels-1 p oM
- prophage host specificity protein prophage host specificity
protein
HAPS_RS02905 tail assembly protein soman PR TR iy P PP
e lambda tail assembly |
HAPS_RS02960 hypothetical protein BSFAK2 |HAPSp—r%$§i}1|Phage P EX
HAPS_RS02975 phage tail protein BBF4KS [RAlFe WE0 s e NP cP

bacteriophage tail protein

Tabla 35 (continuacion): Resumen de genes subexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacién (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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. . |[HAPS_0605|Putative
HAPS_RS02980 hypothetical protein B8F4K6 RecA/RadA recombinase NP CpP
|[HAPS_0606|ATP-
HAPS_RS02985 peptidase S14 B8F4K7 dependent Clp protease NP PP
proteolytic subunit
. |[HAPS_0607|Bacteriophag
HAPS_RS02990 phage portal protein B8F4K8 e capsid protein NP Ccp
HAPS_RS02995 hypothetical protein B ET I s &Ll e NP cp
prophage protein
HAPS_RS03175 fibosome-binding factor A B8F4P5 IHAPS_0648|Putative P EX
serine protease
HAPS_RS03195 2-oxoglutarate dehydrogenase subunit BSF4P9 |kgd|Alpha-ketoglutarate NP cp
E1l decarboxylase
|sucB|Dihydrolipoyllysine-
residue succinyltransferase
HAPS_RS03200 dihydrolipoamide succinyltransferase B8F4Q1 component of 2- NP cP
oxoglutarate
dehydrogenase complex
|sucC|Succinate--CoA
HAPS_RS03205 succinyl-CoA ligase subunit beta B8F4Q2 ligase [ADP-forming] NP CP
subunit beta
|sucD|Succinate--CoA
HAPS_RS03210 succinate--CoA ligase subunit alpha B8F4Q3 ligase [ADP-forming] NP CP
subunit alpha
|[HAPS_0678|Putative
HAPS_RS03310 lactate utilization protein C B8F4S4 conserved iron-sulfur NP CP
protein
- N . |HAPS_0679|Iron-sulfur
HAPS_RS03315 iron-sulfur cluster-binding protein B8F4S5 cluster binding reductase NP CP
HAPS_RS03320 hypothetical protein B8F4S6 [HAPS_0680]Fe-5 NP cp
oxidoreductase
HAPS_RS03325 lactate permease B8F4S7 |lctP|L-lactate permease NP IM
Derived by automated computational IpckAPhosphoenolpyruvat
HAPS_RS03495 analysis using gene prediction method: B8F4W1 P b FI)< FX,TP NP CP
Protein Homology 5 ENEDYLIEED (115
HAPS RS03660 DNA starvation/stationary phase BSF4Z3 |dps|Ferritin and DNA- p cp
- protection protein binding stress protein
HAPS_RS03685 superoxide dismutase B8F4Z8 Foilfeu s die p PP
dismutase [Cu-Zn]
HAPS_RS04120 transporter B8F573 |C°mE’°[;|gt':ﬁ; uptake p cp
HAPS_RS04145 phosphomannomutase B8F578 |ma”B|Ph°S§sZ°ma””°m”t NP PP
HAPS_RS04150 rRNA methyltransferase B8F579 [ftsJrRNA NP cp
methyltransferase
HAPS_RS04170 beta-ketoacyl-ACP reductase BeFsgs  |TabGl3-ketoacyl-(Acyl- NP cp
carrier-protein) reductase
. |crr|Glucose-specific PTS
HAPS_RS04655 PTS glucose transporter subunit 1A B8F512 system component NP CcP
o n |ptsl|Phosphoenolpyruvate
HAPS_RS04660 phosPhﬁ;:‘L'g%’r;‘:]‘ggi - s‘;mte'” B8F5I3 “protein NP cp
phosp phosphotransferase
|ptsH|Phosphotransferase
HAPS_RS04665 HPr family phosphocarrier protein B8F514 system, phosphocarrier NP Ccp
protein HPr
. s |yajC|Preprotein
HAPS_RS04705 preprotein translocase subunit YajC B8F5J1 translocase subunit YajC NP CP
lgpmA|2,3-
2,3-bisphosphoglycerate-dependent bisphosphoglycerate-
HAPS_RS04720 phosphoglycerate mutase B8F5J4 dependent NP cP
phosphoglycerate mutase
HAPS_RS04740 transketolase B8F5J8 [tktA|Transketolase NP CP
|[mdh|Malate
HAPS_RS04770 malate dehydrogenase B8F5K4 dehydrogenase NP CP

Tabla 35 (continuacion): Resumen de genes subexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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. . |[HAPS_0991|Uncharacteri
HAPS_RS04820 hypothetical protein B8F5K9 zed protein NP Ccp
HAPS_RS04825 5S ribosomal RNA
i |oppA|Oligopeptide
HAPS_Rsodgas | ABC """”Spo”ergtse”iﬁs”ate binding BSF5L3  permease ABC transporter p PP
P membrane protein
n |ptsB|PTS system sucrose-
HAPS_RS04905 PTS sucrose transporter subunit [IBC B8F5M5 specific EIIBC component NP IM
HAPS_RS05085 peptidylprolyl isomerase BeFsra  SlyDIPeptidyl-prolyl cis- NP cp
trans isomerase
arginine transporter permease subunit [artM|Arginine transporter
HAPS_RS05160 ArtM B8F5S9 permease subunit ArtM P IM
HAPS_RS05165 arginine transpoiei: (germease subunit p M
art -type amino aci
I|ABC i id
Af . transport/signal
HAPS_Rsos170 |  arginine Atﬁr? i el sulisfEL B8F5T1 transduction systems, NP PP
gp periplasmic
component/domain
. i |artP|ABC-type arginine
HAPS_RsS05175 | arginine ABC trgre]isr?%%mp binding  parsTy>  transport system, ATPase NP cp
P component
HAPS_RS05280 | ammon 'féézrcrg:egs%ﬁﬁnrggez cnitritt  pgrsva  |nrfA/Cytochrome c-552 NP PP
HAPS RS05285 cytochrome c nitrite reductase BSE5V5 |nrfB|Cytochrome c-type NP PP
- pentaheme subunit protein NrfB
HAPS_Rs0s200 |  CYtochromec g'rt(:t'g?nmd““ase e BBF5V6 InrfC|Nitrate reductase NP PP
cytochrome c nitrite reductase subunit [nrfD|Nitrate reductase,
HAPS_RS05295 NrfD BBFSVY transmembrane protein NP M
hind |yfeA|Chelated iron ABC
HAPS_Rs05325 | Metal ABC e nS”bs"ate binding  gare\w2  transporter, periplasmic- p PP
P binding protein
HAPS_RS05385 aspartate ammonia-lyase BSF5X1 |aSpA|ASpaI;t:;Z ammonia- NP cp
HAPS_RS05500 cytochrome-c peroxidase B8F5Z1 [ocp|Cytochrome ¢ NP PP
peroxidase
HAPS_RS05665 cell division protein ZapA Bre22  1ZAPAICell g;‘F’)'AS'O” protein NP cp
tellurite resistance methyltransferase [tehB|Tellurite resistance
HAPS_RS05790 TehB B8F643 protein TehB NP CP
HAPS_RS05835 fructose-bisphosphatase class | B8F651 [fbp|Fructose-1,6- NP cP
bisphosphatase class 1
HAPS_RS05895 GTPase HfIX B8F664 |hfIX|GTPase HfIX NP CP
HAPS_RS05905 N-acetylmannosamine kinase B8F666 nanKIN- NP cp
acetylmannosamine kinase
) . ) [nanE|Putative N-
HAPS_RS05910 | N acety'ma””;’sm;?:ss RIRSCUEEE B8F667 acetylmannosamine-6- NP cp
P phosphate 2-epimerase
HAPS_RS05970 tRNA-Gly
HAPS_RS05975 tRNA-Tyr
HAPS_RS05980 tRNA-Thr
HAPS_RS06050 tRNA-Leu
HAPS_RS06460 tRNA-His
HAPS_RS06465 tRNA-Pro
bifunctional proline dehydrogenase/L- . . .
HAPS_RS06500 glutamate gamma-semialdehyde BSF6GS |p“tA|B'f”’;‘l‘Jtt'X”a' protein NP cp
dehydrogenase
lespP1|Putative
HAPS_RS06680 serine protease B8F6K6 extracellular serine P EX
protease (Autotransporter)

Tabla 35 (continuacion): Resumen de genes subexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso
de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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. |coaD|Phosphopantetheine
HAPS_RS06850 | phosphopantetheine adenylyltransferase B8F6N2 adenylyltransferase NP Ccp
HAPS_RS07095 tRNA-Leu
. . |htrAlPeriplasmic serine
HAPS_RS07160 serine peptidase B8F6T4 protease do/hhoA-like NP PP
HAPS_RS07290 anaerobic C4-dicarboxylate transporter P IM
HAPS_RS07415 L-fucose isomerase B8F6Y0 [fucl|L-fucose isomerase NP CP
HAPS_RS07420 L-fuculokinase B8F6Y1 [fucK|L-fuculokinase NP oM
HAPS_RS07425 L-fucose mutarotase B8F6Y2 [fucU|L-fucose mutarotase NP CP
liolC|Myoinositol
HAPS_RS07440 5-dehydro-2-deoxygluconokinase B8F6Y5 catabolism protein, sugar NP CP
kinase
) L ' iolD|Myoinositol
HAPS_Rs07445 | SD-(3.5/4)-trihydroxycyclohexane-1.2- - parqyg catabolism protein, NP cP
dione acylhydrolase (decyclizing)
acetolactate synthase
HAPS_RS07450 myo-inosose-2 dehydratase B8F6Y7 liolE|Inosose dehydratase NP CP
HAPS_RS07460 |  PTS fructose transporter subunit I1C BSF6YQ IcelB|Permease 11C NP IM
component
HAPS_RS07465 alpha-L-fucosidase B8F6Z0 [alfAJAlpha-L-fucosidase NP CP
HAPS_RS07470 |  gfo/ldh/MocA family oxidoreductase ~ BSF6Z1 'HAPS—153;S|EDEthr°ge” NP cp
HAPS_RS07475 ABC transporter permease P IM
|yphE|Fused predicted
HAPS_RS07480 sugar ABC transpor_ter ATP-binding BSF6Z3 sugar transporter supunllts NP cp
protein of ABC superfamily:
ATP-binding components
|yphF|Predicted sugar
transporter subunit:
HAPS_RS07485 ATPase B8F6Z4 periplasmic-binding NP CP
component of ABC
superfamily
cami [HAPS_1541|Methylmalo
HAPS_RS07490 methylmalonate-semialdehyde BSF625 nate semialdehyde NP cP
dehydrogenase (CoA acylating)
dehydrogenase
[smf|Smf protein,
HAPS_RS07640 DNA processing protein DprA Bamrys sl UG NP cP
binding protein involved
in DNA uptake
HAPS_RS07765 class I fumarate hydratase B8F751 |f”mc|':”rc“|2§tfl hydratase NP PP
HAPS_RS07830 sialidase P oM
|atpl|FOF1 ATP synthase
HAPS_RS07850 FOF1 ATP synthase subunit | BSF767 subunit /H(+)- NP IM
transporting two-sector
ATPase, F(0) subunit |
HAPS_RS07890 |  FOFL ATP synthase subunit epsilon B8F775 [pPCIATP synthase NP cp
epsilon chain
HAPS_RS07900 D-ribose pyranase B8F777 [rbsD|D-ribose pyranase NP CP
. hind [rbsAl|Ribose import
HAPS_Rs07905 [AREEEEEE B8F778 ATP-binding protein NP cp
protein RbsA
RbsA
|rbsC1|ABC D-ribose
HAPS_RS07910 ribose ABC transporter permease B8F779 transporter permease NP IM
protein RbsC
i . |rbsB1|ABC D-ribose
HAPS_Rso7915 | D-fibose ’T)?r%:;ansf;;tfg SHISIEL B8F780 transporter periplasmic- NP PP
gp binding compoent RbsB
HAPS_RS07920 ribokinase B8F781 [rbsK1|Ribokinase NP cP

Tabla 35 (continuacion): Resumen de genes subexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).

291




Locus Producto Genbank n° Uniprot Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
L |hfIC|SPFH domain-
HAPS_RS08025 paraslipin B8F796 containing protein NP M
|[HAPS_1654|Regulator of
HAPS_RS08030 NfeD family protein B8F797 membrane protease NP IM
activity
. . |HAPS_1720|Uncharacteri
HAPS_RS08355 hypothetical protein B8F7EQ zed protein NP PP
|rbsB2|ABC D-ribose
HAPS_RS08380 Lacl family transcriptional regulator B8F7E3 transporter periplasmic- NP PP
binding compoent RbsB
|rbsC2|ABC D-ribose
HAPS_RS08385 ABC transporter permease B8F7E4 transporter permease P IM
protein RbsC
|[manZ|PTS system
HAPS_RS08405 PTS mannose transporter subunit 11D B8F7E8 mannose-specific protein P IM
11D
|[manY|PTS system
HAPS_RS08410 PTStgﬁg”gfti’rf;‘i‘ggzietlslfébose BSF7EQ  mannose/fructose/sorbose P IM
P family 11C subunit
[manX|PTS system
HAPS_RS08415 | PTS mannose transporter subunit EIIAB B8F7F0 mannose-specific EIIAB NP CP
component
HAPS_RS08450 ATP-dependent protease B8F7F8 |C°m'[\)/'r|§t‘e’irr‘1“;ate”°e P cP
HAPS_RS08485 triose-phosphate isomerase B8F7G2 |tp|A|'I_'r|osephosphate NP CP
isomerase
HAPS_RS08625 hypothetical protein BgF7ia  [HAPS_L774|Uncharacteri P PP
zed protein
HAPS_RS08630 hypothetical protein NP CP
|ulaC|Ascorbate-specific
phosphotransferase protein
- 1A component,
HAPS_RS08660 PTS ascorbate transporter subunit 1A B8F7I8 Phosphotransferase system NP CP
mannitol/fructose-specific
I1A domain (Ntr-type)
|ulaA|Ascorbate-specific
HAPS_RS08665 PTS ascorbate transporter subunit 11BC B8F719 PTS system enzyme NP IM
11C/11B
HAPS_RS08705 hypothetical protein B8F7J4 [mazG|Nucleotide NP cP
pyrophosphohydrolase
HAPS_RS08725 cytochrome ¢ BBF7J8 |“apc|cytp‘:‘(’;‘g?r:“e b NP PP
. [napB|Periplasmic nitrate
HAPS Rs0g730 |  Mtrate red”Ctisuebm‘t’Chmme €550 BSF7J9  reductase, electron transfer NP PP
subunit
[napH|Quinol
quinol dehydrogenase ferredoxin Bl E T AT e
HAPS_RS08735 ST B B8F7KO0 component, NapH/MauN NP IM
P family ferredoxin-type
protein
HAPS_RS08740 ferredoxin-type protein NapG NP PP
periplasmic nitrate reductase subunit |napA|Periplasmic nitrate
HAPS_RS08745 alpha B8F7K2 reductase NP PP
HAPS_RS08750 reductase BeF7k3  [InapDIPeriplasmic nitrate P cp
reductase subunit NapD
HAPS_RS08755 ferredoxin-type protein NapF NP CP
HAPS_RS08760 50S ribosomal protein L36 B8F7K6 IromJ1[50S ribosomal NP cpP
protein L36
HAPS_RS08765 | 508 ribosomal protein L31 type B BBF7K7 e NP cP
protein L31 type B
HAPS_RS08770 ribulose-phosphate 3-epimerase BBF7KS |rpe|R'b‘é'§isr§frggeSphate 3 NP cp
HAPS_RS08775 arylsulfatase B8F7K9 |HAPS—1801AAry'S“'fatase NP cP

Tabla 35 (continuacion): Resumen de genes subexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso
de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacién (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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Locus Producto Genbank n° Uniprot Nombre Uniprot Patogenia | Localizacion
o . lyidK|SSS family
HAPS_RS08780 SO'Ute'SOd'#g:] :yg:fe‘;”er family B8F7LO solute:sodium (Na+) NP IM
P symporter
HAPS_RS08825 lactate dehydrogenase gy CAPE Gk s NP cP
lactate dehydrogenase
HAPS_RS08830 hypothetical protein NP cP
[tldD|Protease involved in
Microcin B17 maturation
HAPS_RS08970 metalloprotease TIdD B8F7P5 and in sensitivity to the NP CP
DNA gyrase inhibitor
LetD
HAPS_RS09005 pseudo
HAPS_RS09185 pseudo
" [HAPS_1899|TRAP
HAPS_Rs09225 | C4 ds'ﬁ%rslifa’%"zﬁ AABC tansporter BSF7T5  transporter solute receptor p PP
gp TAXI family protein
|dctM|TRAP C4-
HAPS_RS09230 |  Cé-dicarboxylate ABC transporter B8F7T6 e P IM
system permease DctM
subunit
HAPS_RS09235 universal stress protein BSF7T7 luspA|Universal stress NP cpP
protein A
n |ald]Alanine
HAPS_RS09295 alanine dehydrogenase B8F7U9 dehydrogenase NP CP
HAPS_RS09300 sodium-dependent transporter B8F7V0 |[HAPS_1914|Transporter NP IM
- |udp|Uridine
HAPS_RS09530 uridine phosphorylase B8F7Y9 phosphorylase NP CP
HAPS_RS09535 DUF413 family protein BeF7zo  [MHAPS_L962Uncharacteri NP cp
zed protein
HAPS_RS09610 acid phosphatase/phosphotransferase B8F802 [apdele el NP PP
phosphatase
HAPS RS09770 prepilin-type cleavage/methylation BSF829 |pilA[Tfp pilus assembly p EX
- domain-containing protein protein, major pilin PilA
HAPS_RS09940 DNA repair protein RadC NP CP
HAPS_RS10105 pseudo
|[HAPS_2130|Di-and
HAPS_RS10345 transporter B8F8C4 tricarboxylate transporter NP IM
bifunctional malic enzyme .
HAPS_RS10570 oxidoreductase/phosphotransacetylase B8F8F9 |sfcA|Malic enzyme NP CP
HAPS_RS10920 beta-D-galactosidase NP EX
- licd|lsocitrate
HAPS_RS11050 isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) B8F8Q3 dehydrogenase [NADP] NP cP
Derived by automated computational lacnB|Aconitate hydratase
HAPS_RS11055 analysis using gene prediction method: B8F8Q4 B Y NP CP
Protein Homology
HAPS_RS11060 citrate (Si)-synthase B8F8Q5 |gltA|Citrate synthase NP CcP
HAPS_RS11095 hypothetical protein B8F8R2 [camA|Compstence NP cp
protein A
HAPS_RS11100 hypothetical protein Bergrg  IMAPS_2286|Uncharacteri P PP
zed protein
n n |[HAPS_2287|Chromosom
HAPS_RS11105 hypothetical protein B8F8R4 e segregation ATPase P EX
HAPS_RS11110 hypothetical protein Bergrs  IMAPS_2288|Uncharacteri P PP
zed protein
|comE|Competence
HAPS_RS11115 secretin sy O S Sy P oM

pathway, component
HofQ

Tabla 35 (continuacion): Resumen de genes subexpresados en condiciones miméticas con logz (fold change) > 10. En caso

de tratarse de proteinas se indica si estan relacionadas con la patogenia (P) o no (NP) y su localizacion (EX para extracelular,

OM para membrana interna, PP para periplasma, IM para membrana interna y CP para citoplasma).
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8.3. Log, (fold change) de todos los genes sobreexpresados en

condiciones miméticas
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)
HAPS_RS10595 537,265 HAPS_RS07635 256,738 HAPS_RS06865 165,667 HAPS_RS10560 142,244 HAPS_RS02340 125,467
HAPS_RS10585 499,925 HAPS_RS07625 256,738 HAPS_RS00740 160,702 HAPS_RS01435 142,135 HAPS_RS02695 125,291
HAPS_RS10785 486,213 HAPS_RS06635 254,832 HAPS_RS00745 160,702 HAPS_RS05320 141,044 HAPS_RS03770 124,788
HAPS_RS10790 486,213 HAPS_RS00485 244,095 HAPS_RS09565 158,667 HAPS_RS10765 140,235 HAPS_RS03820 124,222
HAPS_RS10795 486,213 HAPS_RS11145 240,743 HAPS_RS01805 158,247 HAPS_RS10770 140,235 HAPS_RS09385 124,221
HAPS_RS10800 486,213 HAPS_RS01265 237,259 HAPS_RS01810 158,247 HAPS_RS10775 140,235 HAPS_RS09560 122,872
HAPS_RS10805 486,213 HAPS_RS00480 232,685 HAPS_RS04640 158,193 HAPS_RS09165 138,816 HAPS_RS04480 122,727
HAPS_RS10780 364,695 HAPS_RS09170 219,664 HAPS_RS07435 157,892 HAPS_RS01385 137,763 HAPS_RS04485 122,727
HAPS_RS02685 362,878 HAPS_RS09625 204,575 HAPS_RS00670 157,631 HAPS_RS01255 136,792 HAPS_RS07790 122,282
HAPS_RS02690 362,878 HAPS_RS02480 203,183 HAPS_RS01010 157,147 HAPS_RS02075 132,785 HAPS_RS07785 122,282
HAPS_RS04045 357,377 HAPS_RS02140 190,625 HAPS_RS10825 155,318 HAPS_RS01400 132,583 HAPS_RS05350 121,934
HAPS_RS04055 357,377 HAPS_RS00635 189,744 HAPS_RS02955 152,102 HAPS_RS01895 129,815 HAPS_RS10730 121,849
HAPS_RS04050 357,377 HAPS_RS02145 179,027 HAPS_RS05955 151,879 HAPS_RS01075 129,333 HAPS_RS10735 121,849
HAPS_RS05960 349,821 HAPS_RS02650 178,311 HAPS_RS04100 149,344 HAPS_RS05485 129,306 HAPS_RS00370 121,313
HAPS_RS05125 318,148 HAPS_RS10985 177,887 HAPS_RS01830 147,905 HAPS_RS06520 128,309 HAPS_RS03735 121,148
HAPS_RS10565 292,683 HAPS_RS04900 177,797 HAPS_RS01835 147,905 HAPS_RS02080 128,075 HAPS_RS00425 120,846
HAPS_RS01270 291,299 HAPS_RS11150 177,388 HAPS_RS01560 146,965 HAPS_RS04635 127,713 HAPS_RS01900 120,009
HAPS_RS02800 286,453 HAPS_RS05580 177,315 HAPS_RS11285 145,112 HAPS_RS03150 127,519 HAPS_RS01380 118,293
HAPS_RS06640 284,738 HAPS_RS03755 176,785 HAPS_RS03455 144,624 HAPS_RS00325 126,669 HAPS_RS03450 117,852
HAPS_RS08685 280,374 HAPS_RS01430 176,555 HAPS_RS03460 144,624 HAPS_RS07950 126,454 HAPS_RS06610 117,039
HAPS_RS04900 278,315 HAPS_RS08435 174,448 HAPS_RS01750 143,515 HAPS_RS07955 126,454 HAPS_RS06615 117,039
HAPS_RS05800 271,337 HAPS_RS03215 168,501 HAPS_RS08275 143,097 HAPS_RS06515 126,119 HAPS_RS00115 116,962
HAPS_RS07630 256,738 HAPS_RS01260 168,423 HAPS_RS06525 143,014 HAPS_RS07720 125,889 HAPS_RS00120 116,962

Tabla 36: Todos los genes sobreexpresados en condiciones miméticas y su log (fold Change).
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log:
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)
HAPS_RS02830 116,339 HAPS_RS11010 104,282 HAPS_RS09425 0,99319 HAPS_RS00435 0,932363 HAPS_RS07805 0,856648
HAPS_RS08560 116,056 HAPS_RS10530 104,173 HAPS_RS09430 0,99319 HAPS_RS00440 0,932363 HAPS_RS03445 0,854797
HAPS_RS08565 116,056 HAPS_RS10830 104,117 HAPS_RS02655 0,990948 HAPS_RS04175 0,932198 HAPS_RS10815 0,851191
HAPS_RS08570 116,056 HAPS_RS10835 104,117 HAPS_RS00075 0,988214 HAPS_RS06265 0,931116 HAPS_RS10820 0,851191
HAPS_RS08440 115,652 HAPS_RS10260 102,987 HAPS_RS11075 0,987319 HAPS_RS03850 0,929084 HAPS_RS10405 0,844556
HAPS_RS00730 114,846 HAPS_RS01395 102,453 HAPS_RS10160 0,985086 HAPS_RS03855 0,929084 HAPS_RS07810 0,843869
HAPS_RS00735 113,592 HAPS_RS03710 101,264 HAPS_RS02170 0,983372 HAPS_RS00170 0,926734 HAPS_RS02105 0,843366
HAPS_RS11030 113,443 HAPS_RS10065 100,864 HAPS_RS02175 0,983372 HAPS_RS00300 0,923982 HAPS_RS09670 0,843151
HAPS_RS04180 112,072 HAPS_RS01040 100,309 HAPS_RS00125 0,982464 HAPS_RS00305 0,923982 HAPS_RS03730 0,839448
HAPS_RS09580 110,622 HAPS_RS10590 58,433 HAPS_RS02345 0,981234 HAPS_RS06565 0,923252 HAPS_RS06240 0,837389
HAPS_RS07795 110,597 HAPS_RS05120 35,233 HAPS_RS07800 0,979893 HAPS_RS03725 0,91637 HAPS_RS10175 0,837302
HAPS_RS08315 110,381 HAPS_RS01015 23,843 HAPS_RS01165 0,976972 HAPS_RS00050 0,902367 HAPS_RS10180 0,837302
HAPS_RS02850 109,682 HAPS_RS03100 17,823 HAPS_RS11070 0,976795 HAPS_RS00055 0,902367 HAPS_RS10035 0,836986
HAPS_RS02855 109,682 HAPS_RS01070 16,524 HAPS_RS06260 0,975375 HAPS_RS00705 0,899507 HAPS_RS09555 0,83679
HAPS_RS07780 109,653 HAPS_RS06085 14,425 HAPS_RS00845 0,973012 HAPS_RS07115 0,893939 HAPS_RS06370 0,834602
HAPS_RS09000 109,453 HAPS_RS01065 14,316 HAPS_RS10255 0,965944 HAPS_RS02165 0,889761 HAPS_RS01800 0,831736
HAPS_RS10195 108,039 HAPS_RS00825 12,812 HAPS_RS00080 0,965415 HAPS_RS00770 0,888288 HAPS_RS08250 0,830617
HAPS_RS05455 107,482 HAPS_RS03180 12,295 HAPS_RS10990 0,962122 HAPS_RS03030 0,885951 HAPS_RS01245 0,829147
HAPS_RS10980 106,657 HAPS_RS06835 12,203 HAPS_RS06290 0,945744 HAPS_RS00330 0,880982 HAPS_RS01250 0,829147
HAPS_RS02610 105,994 HAPS_RS06890 11,946 HAPS_RS06295 0,945744 HAPS_RS00280 0,870923 HAPS_RS05450 0,827774
HAPS_RS07775 105,993 HAPS_RS04140 1,178 HAPS_RS03185 0,945724 HAPS_RS08305 0,868429 HAPS_RS07725 0,826597
HAPS_RS02570 105,552 HAPS_RS10265 0,999269 HAPS_RS00175 0,93987 HAPS_RS02560 0,861788 HAPS_RS09780 0,820966
HAPS_RS06380 105,267 HAPS_RS00925 0,996963 HAPS_RS00180 0,93987 HAPS_RS10870 0,858851 HAPS_RS08260 0,819673

Tabla 36 (continuacidén): Todos los genes sobreexpresados en condiciones miméticas y su log; (fold Change).
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)
HAPS_RS02160 0,819297 HAPS_RS11260 0,76914 HAPS_RS00900 0,707926 HAPS_RS00365 0,679225 HAPS_RS03520 0,627969
HAPS_RS03155 0,81795 HAPS_RS06185 0,760672 HAPS_RS00420 0,706498 HAPS_RS06870 0,671501 HAPS_RS07500 0,625423
HAPS_RS04270 0,816286 HAPS_RS01550 0,760213 HAPS_RS03860 0,702451 HAPS_RS10340 0,671277 HAPS_RS07945 0,622694
HAPS_RS04275 0,816286 HAPS_RS01725 0,755627 HAPS_RS03915 0,700418 HAPS_RS07505 0,663535 HAPS_RS06005 0,622258
HAPS_RS06620 0,812073 HAPS_RS11185 0,755627 HAPS_RS03920 0,700418 HAPS_RS02705 0,66026 HAPS_RS04105 0,620615
HAPS_RS06385 0,810707 HAPS_RS09585 0,754152 HAPS_RS10900 0,698923 HAPS_RS08510 0,656072 HAPS_RS01145 0,619378
HAPS_RS06390 0,810707 HAPS_RS05490 0,752148 HAPS_RS10905 0,698923 HAPS_RS02615 0,653418 HAPS_RS06540 0,617949
HAPS_RS11080 0,807628 HAPS_RS05025 0,74499 HAPS_RS10910 0,698923 HAPS_RS03160 0,652909 HAPS_RS02475 0,615773
HAPS_RS10375 0,807422 HAPS_RS04020 0,742928 HAPS_RS10915 0,698923 HAPS_RS07135 0,651222 HAPS_RS10200 0,61549
HAPS_RS02620 0,801821 HAPS_RS04025 0,742928 HAPS_RS06530 0,698381 HAPS_RS09460 0,647854 HAPS_RS06830 0,613365
HAPS_RS00295 0,800717 HAPS_RS10705 0,738233 HAPS_RS02730 0,695407 HAPS_RS02865 0,645969 HAPS_RS03840 0,610936
HAPS_RS00475 0,79501 HAPS_RS01275 0,736587 HAPS_RS02555 0,692317 HAPS_RS02870 0,645969 HAPS_RS03845 0,610936
HAPS_RS06250 0,794302 HAPS_RS01280 0,736587 HAPS_RS10455 0,692234 HAPS_RS11025 0,645773 HAPS_RS07715 0,610544
HAPS_RS04475 0,793998 HAPS_RS08840 0,736188 HAPS_RS04650 0,690329 HAPS_RS09370 0,639002 HAPS_RS05465 0,606476
HAPS_RS01625 0,790624 HAPS_RS01115 0,732755 HAPS_RS00290 0,689293 HAPS_RS03555 0,637033 HAPS_RS05470 0,606476
HAPS_RS06180 0,790461 HAPS_RS01850 0,723358 HAPS_RS00905 0,686474 HAPS_RS01955 0,635947 HAPS_RS05475 0,606476
HAPS_RS00430 0,789327 HAPS_RS10320 0,718598 HAPS_RS07140 0,685469 HAPS_RS03425 0,633724 HAPS_RS05480 0,606476
HAPS_RS10325 0,78876 HAPS_RS08190 0,717808 HAPS_RS01155 0,684683 HAPS_RS03430 0,633724 HAPS_RS02370 0,601008
HAPS_RS05775 0,782755 HAPS_RS04395 0,717526 HAPS_RS01160 0,684683 HAPS_RS06585 0,63262 HAPS_RS06075 0,593959
HAPS_RS05780 0,782755 HAPS_RS04400 0,717526 HAPS_RS03655 0,683681 HAPS_RS00835 0,632186 HAPS_RS06080 0,593959
HAPS_RS05060 0,778354 HAPS_RS04405 0,717526 HAPS_RS02350 0,68324 HAPS_RS00105 0,630552 HAPS_RS00680 0,59029
HAPS_RS06550 0,778051 HAPS_RS01240 0,715515 HAPS_RS03250 0,682716 HAPS_RS09695 0,629673 HAPS_RS10450 0,589914
HAPS_RS06065 0,773563 HAPS_RS10630 0,714688 HAPS_RS09630 0,681133 HAPS_RS06000 0,628422 HAPS_RS03690 0,58938

Tabla 36 (continuacidon): Todos los genes sobreexpresados en condiciones miméticas y su log. (fold Change).
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)
HAPS_RS03695 0,58938 HAPS_RS07515 0,558591 HAPS_RS02550 0,511399 HAPS_RS03765 0,471097 HAPS_RS04685 0,423749
HAPS_RS03665 0,588812 HAPS_RS10420 0,557725 HAPS_RS03570 0,509507 HAPS_RS04580 0,46967 HAPS_RS03830 0,423181
HAPS_RS05670 0,587183 HAPS_RS00725 0,555361 HAPS_RS00895 0,505932 HAPS_RS01820 0,465013 HAPS_RS00875 0,421251
HAPS_RS10330 0,586799 HAPS_RS06065 0,549158 HAPS_RS00880 0,502053 HAPS_RS09635 0,464203 HAPS_RS10085 0,419019
HAPS_RS05810 0,586623 HAPS_RS00110 0,548115 HAPS_RS05530 0,501754 HAPS_RS04570 0,456839 HAPS_RS00655 0,413584
HAPS_RS04985 0,58401 HAPS_RS06285 0,546801 HAPS_RS07315 0,500926 HAPS_RS04135 0,448977 HAPS_RS06120 0,406228
HAPS_RS05805 0,583154 HAPS_RS09245 0,543988 HAPS_RS00395 0,499173 HAPS_RS06170 0,448198 HAPS_RS10080 0,405818
HAPS_RS01390 0,58028 HAPS_RS09700 0,541437 HAPS_RS00400 0,499173 HAPS_RS00935 0,447073 HAPS_RS07355 0,401681
HAPS_RS10600 0,578266 HAPS_RS06200 0,539113 HAPS_RS02225 0,496039 HAPS_RS06715 0,446444
HAPS_RS02390 0,576949 HAPS_RS06175 0,537893 HAPS_RS08425 0,495161 HAPS_RS06720 0,446444
HAPS_RS01675 0,57648 HAPS_RS03590 0,527221 HAPS_RS00710 0,490929 HAPS_RS06725 0,446444
HAPS_RS10830 0,575318 HAPS_RS05395 0,526995 HAPS_RS07020 0,488318 HAPS_RS06205 0,440738
HAPS_RS06010 0,573553 HAPS_RS00275 0,525589 HAPS_RS08690 0,486632 HAPS_RS10550 0,43946
HAPS_RS02740 0,572439 HAPS_RS09140 0,525307 HAPS_RS09790 0,486162 HAPS_RS08310 0,436526
HAPS_RS04585 0,571327 HAPS_RS00335 0,522378 HAPS_RS11085 0,476664 HAPS_RS05410 0,434776
HAPS_RS02510 0,57017 HAPS_RS07670 0,516988 HAPS_RS06395 0,474758 HAPS_RS05415 0,434776
HAPS_RS09620 0,567041 HAPS_RS10460 0,516779 HAPS_RS03080 0,474144 HAPS_RS00790 0,433521
HAPS_RS02155 0,566072 HAPS_RS09715 0,514049 HAPS_RS09745 0,471918 HAPS_RS05795 0,433078
HAPS_RS04945 0,559144 HAPS_RS06895 0,513094 HAPS_RS07170 0,471726 HAPS_RS09835 0,423963
HAPS_RS07510 0,558591 HAPS_RS07350 0,512956 HAPS_RS03760 0,471097 HAPS_RS00915 0,423806

Tabla 36 (continuacidn): Todos los genes sobreexpresados en condiciones miméticas y su log; (fold Change).
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8.4. Log, (fold change) de todos los genes subexpresados en

condiciones miméticas
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log:
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)
HAPS_RS09770 -506,005 HAPS_RS11100 -261,719 HAPS_RS03325 -214,698 HAPS_RS08770 -180,073 HAPS_RS03195 -155,266
HAPS_RS04120 -471,441 HAPS_RS11105 -261,719 HAPS_RS04145 -210,188 HAPS_RS09185 -176,634 HAPS_RS01410 -154,275
HAPS_RS00975 -451,964 HAPS_RS11110 -261,719 HAPS_RS07915 -207,892 HAPS_RS07465 -176,083 HAPS_RS05980 -152,532
HAPS_RS05280 -446,162 HAPS_RS09300 -255,897 HAPS_RS07420 -203,781 HAPS_RS09940 -175,406 HAPS_RS07425 -152,299
HAPS_RS08750 -445,828 HAPS_RS11055 -250,946 HAPS_RS07290 -203,445 HAPS_RS01320 -171,849 HAPS_RS11050 -151,494
HAPS_RS08755 -414,595 HAPS_RS05385 -246,386 HAPS_RS03320 -202,945 HAPS_RS08405 -168,467 HAPS_RS03210 -150,312
HAPS_RS00980 -414,584 HAPS_RS07415 -246,362 HAPS_RS01420 -202,865 HAPS_RS04720 -167,485 HAPS_RS03205 -150,312
HAPS_RS00955 -397,918 HAPS_RS07765 -244,647 HAPS_RS01425 -202,865 HAPS_RS08825 -167,009 HAPS_RS05910 -149,951
HAPS_RS08745 -393,066 HAPS_RS04770 -238,565 HAPS_RS09225 -201,572 HAPS_RS08830 -167,009 HAPS_RS06050 -149,896
HAPS_RS00960 -381,032 HAPS_RS08725 -238,098 HAPS_RS03315 -199,219 HAPS_RS07920 -165,813 HAPS_RS04665 -149,284
HAPS_RS00965 -381,032 HAPS_RS08730 -238,098 HAPS_RS02190 -194,789 HAPS_RS01415 -165,293 HAPS_RS07445 -146,095
HAPS_RS05165 -361,476 HAPS_RS08740 -238,098 HAPS_RS05790 -193,746 HAPS_RS10570 -164,987 HAPS_RS08665 -145,107
HAPS_RS05170 -361,476 HAPS_RS08735 -238,098 HAPS_RS09535 -190,365 HAPS_RS02985 -164,704 HAPS_RS06680 -142,608
HAPS_RS05175 -361,476 HAPS_RS03685 -235,752 HAPS_RS05285 -190,304 HAPS_RS09295 -164,563 HAPS_RS00775 -141,373
HAPS_RS05160 -361,476 HAPS_RS07830 -234,222 HAPS_RS05290 -190,304 HAPS_RS06465 -164,464 HAPS_RS08450 -140,698
HAPS_RS02180 -349,685 HAPS_RS07910 -234,001 HAPS_RS05295 -190,304 HAPS_RS02010 -163,659 HAPS_RS07450 -140,594
HAPS_RS11060 -341,552 HAPS_RS03310 -228,773 HAPS_RS08415 -189,798 HAPS_RS10105 -162,728 HAPS_RS07890 -140,517
HAPS_RS03495 -315,081 HAPS_RS09530 -226,396 HAPS_RS04820 -187,455 HAPS_RS08775 -162,344 HAPS_RS07480 -138,759
HAPS_RS00950 -298,209 HAPS_RS00945 224,571 HAPS_RS05975 -185,808 HAPS_RS09005 -161,878 HAPS_RS05970 -138,493
HAPS_RS07485 -266,176 HAPS_RS10345 -219,686 HAPS_RS08410 -185,496 HAPS_RS07905 -158,755 HAPS_RS02860 -138,297
HAPS_RS05500 -264,473 HAPS_RS08765 217,842 HAPS_RS05835 -182,886 HAPS_RS00505 -158,734 HAPS_RS00345 -135,174
HAPS_RS02300 -262,141 HAPS_RS08760 217,842 HAPS_RS07475 -181,941 HAPS_RS02875 -157,459 HAPS_RS02990 -133,578
HAPS_RS11095 -261,719 HAPS_RS02185 -217,638 HAPS_RS01445 -181,383 HAPS_RS00340 -156,353 HAPS_RS07460 -133,009

Tabla 37: Todos los genes subexpresados en condiciones miméticas y su log: (fold Change).
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)

HAPS_RS03200 -132,429 HAPS_RS02015 -114,601 HAPS_RS05895 -102,182 HAPS_RS07640 -11,296 HAPS_RS03680 -0,930005
HAPS_RS07490 -131,279 HAPS_RS08485 -113,604 HAPS_RS02020 -102,174 HAPS_RS02885 -10,992 HAPS_RS10935 -0,929819
HAPS_RS08030 -130,963 HAPS_RS07900 -113,008 HAPS_RS05905 -101,976 HAPS_RS02890 -10,992 HAPS_RS00780 -0,928401
HAPS_RS06850 -130,646 HAPS_RS02290 -112,997 HAPS_RS08705 -101,658 HAPS_RS07860 -1,06 HAPS_RS02370 -0,924647
HAPS_RS01780 -129,407 HAPS_RS05325 -111,955 HAPS_RS09230 -100,869 HAPS_RS04575 -0,992814 HAPS_RS07880 -0,92298
HAPS_RS07095 -129,291 HAPS_RS08385 -111,323 HAPS_RS09235 -100,869 HAPS_RS07735 -0,992264 HAPS_RS09180 -0,917879
HAPS_RS01325 -129,191 HAPS_RS06460 -110,497 HAPS_RS06500 -100,326 HAPS_RS08700 -0,990104 HAPS_RS00495 -0,916738
HAPS_RS05665 -127,583 HAPS_RS07160 -110,151 HAPS_RS04705 -100,245 HAPS_RS07930 -0,988759 HAPS_RS02965 -0,910891
HAPS_RS10920 -127,432 HAPS_RS04660 -109,206 HAPS_RS00970 -44,153 HAPS_RS07870 -0,987777 HAPS_RS02970 -0,910891
HAPS_RS07470 -126,696 HAPS_RS01190 -108,853 HAPS_RS00025 -34,862 HAPS_RS00005 -0,986381 HAPS_RS05915 -0,908304
HAPS_RS08355 -123,371 HAPS_RS05085 -108,189 HAPS_RS00030 -34,862 HAPS_RS07865 -0,985115 HAPS_RS05920 -0,908304
HAPS_RS07850 -122,819 HAPS_RS02905 -107,938 HAPS_RS00035 -34,862 HAPS_RS06220 -0,983455 HAPS_RS07885 -0,906299
HAPS_RS02975 -121,607 HAPS_RS08625 -107,305 HAPS_RS00040 -34,862 HAPS_RS06225 -0,983455 HAPS_RS07320 -0,906142
HAPS_RS02980 -121,607 HAPS_RS04845 -106,817 HAPS_RS04825 -27,014 HAPS_RS07740 -0,978398 HAPS_RS07845 -0,905923
HAPS_RS01970 -120,267 HAPS_RS04905 -106,273 HAPS_RS11115 -24,779 HAPS_RS04875 -0,974803 HAPS_RS05090 -0,900957
HAPS_RS00810 -119,976 HAPS_RS07440 -105,707 HAPS_RS04170 -23,015 HAPS_RS08370 -0,963106 HAPS_RS01700 -0,89425
HAPS_RS03660 -119,631 HAPS_RS04150 -105,138 HAPS_RS01440 -21,291 HAPS_RS03880 -0,957901 HAPS_RS03970 -0,890126
HAPS_RS08630 -119,224 HAPS_RS02995 -105,121 HAPS_RS00795 -19,696 HAPS_RS03505 -0,953701 HAPS_RS03965 -0,890126
HAPS_RS01450 -118,539 HAPS_RS02505 -105,009 HAPS_RS08780 -17,232 HAPS_RS10225 -0,943581 HAPS_RS01770 -0,883472
HAPS_RS08025 -117,388 HAPS_RS03175 -103,765 HAPS_RS09610 -15,122 HAPS_RS09465 -0,93698 HAPS_RS03950 -0,882151
HAPS_RS08380 -115,165 HAPS_RS00805 -103,595 HAPS_RS08660 -12,178 HAPS_RS05930 -0,932391 HAPS_RS06150 -0,870871
HAPS_RS01175 -115,044 HAPS_RS08970 -103,067 HAPS_RS04740 -12,055 HAPS_RS05935 -0,932391 HAPS_RS10355 -0,866567
HAPS_RS04655 -114,997 HAPS_RS02960 -102,727 HAPS_RS01180 -11,687 HAPS_RS05940 -0,932391 HAPS_RS05080 -0,8628

Tabla 37 (continuacidon): Todos los genes subexpresados en condiciones miméticas y su log; (fold Change).
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log:
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)
HAPS_RS06430 -0,858137 HAPS_RS04810 -0,814242 HAPS_RS05240 -0,753211 HAPS_RS08195 -0,687439 HAPS_RS01705 -0,653415
HAPS_RS11265 -0,858137 HAPS_RS07875 -0,811751 HAPS_RS05245 -0,753211 HAPS_RS08515 -0,685065 HAPS_RS01710 -0,653415
HAPS_RS06405 -0,857568 HAPS_RS06735 -0,810301 HAPS_RS05250 -0,753211 HAPS_RS11310 -0,685065 HAPS_RS01460 -0,652219
HAPS_RS03865 -0,85324 HAPS_RS09200 -0,809346 HAPS_RS05255 -0,753211 HAPS_RS07530 -0,684734 HAPS_RS10755 -0,652005
HAPS_RS10955 -0,850684 HAPS_RS03260 -0,80755 HAPS_RS05260 -0,753211 HAPS_RS07535 -0,684734 HAPS_RS08835 -0,647122
HAPS_RS05050 -0,848958 HAPS_RS04850 -0,806477 HAPS_RS05265 -0,753211 HAPS_RS02280 -0,673855 HAPS_RS05860 -0,643464
HAPS_RS02285 -0,848407 HAPS_RS09275 -0,797915 HAPS_RS05270 -0,753211 HAPS_RS05035 -0,672594 HAPS_RS05820 -0,639863
HAPS_RS08055 -0,847242 HAPS_RS05365 -0,791403 HAPS_RS00320 -0,752004 HAPS_RS05330 -0,671779 HAPS_RS07080 -0,639128
HAPS_RS04830 -0,846311 HAPS_RS05620 -0,790985 HAPS_RS06145 -0,737178 HAPS_RS07245 -0,671282 HAPS_RS00165 -0,638825
HAPS_RS10895 -0,844063 HAPS_RS11165 -0,787972 HAPS_RS07265 -0,734784 HAPS_RS09690 -0,670777 HAPS_RS08230 -0,638598
HAPS_RS07855 -0,841698 HAPS_RS04910 -0,785888 HAPS_RS03510 -0,731833 HAPS_RS07975 -0,670326 HAPS_RS00380 -0,636571
HAPS_RS06495 -0,839445 HAPS_RS08820 -0,782854 HAPS_RS09195 -0,726059 HAPS_RS01170 -0,670267 HAPS_RS05040 -0,635336
HAPS_RS07645 -0,835904 HAPS_RS11320 -0,77894 HAPS_RS01760 -0,723866 HAPS_RS04870 -0,667468 HAPS_RS02600 -0,628758
HAPS_RS11280 -0,835904 HAPS_RS10055 -0,774977 HAPS_RS07200 -0,72364 HAPS_RS05075 -0,665334 HAPS_RS06425 -0,628195
HAPS_RS07650 -0,835904 HAPS_RS07410 -0,769055 HAPS_RS08805 -0,721529 HAPS_RS00700 -0,663349 HAPS_RS08430 -0,627535
HAPS_RS04835 -0,828288 HAPS_RS01775 -0,768086 HAPS_RS02365 -0,707949 HAPS_RS09845 -0,662606 HAPS_RS07380 -0,627508
HAPS_RS01100 -0,827943 HAPS_RS02625 -0,767473 HAPS_RS07295 -0,705736 HAPS_RS03465 -0,661519 HAPS_RS05445 -0,622105
HAPS_RS00350 -0,823208 HAPS_RS06130 -0,767425 HAPS_RS01360 -0,702214 HAPS_RS09550 -0,660637 HAPS_RS10060 -0,621476
HAPS_RS00210 -0,82233 HAPS_RS06855 -0,765319 HAPS_RS07745 -0,701324 HAPS_RS07190 -0,65809 HAPS_RS08525 -0,621431
HAPS_RS00215 -0,82233 HAPS_RS10350 -0,762344 HAPS_RS06025 -0,694259 HAPS_RS08815 -0,657772 HAPS_RS08050 -0,607998
HAPS_RS09355 -0,820089 HAPS_RS08810 -0,761866 HAPS_RS06030 -0,694259 HAPS_RS02125 -0,655519 HAPS_RS03140 -0,60779
HAPS_RS07770 -0,81508 HAPS_RS10810 -0,753486 HAPS_RS04855 -0,693139 HAPS_RS02130 -0,655519 HAPS_RS00910 -0,607098

Tabla 37 (continuacidon): Todos los genes subexpresados en condiciones miméticas y su log; (fold Change).
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Locus log. Locus log. Locus log. Locus log. Locus log:
(fold change) (fold change) (fold change) (fold change) (fold change)

HAPS_RS10050 -0,600537 HAPS_RS10950 -0,564626 HAPS_RS10965 -0,543173 HAPS_RS06605 -0,503233 HAPS_RS01715 -0,452143
HAPS_RS05890 -0,599748 HAPS_RS03355 -0,563866 HAPS_RS02930 -0,542719 HAPS_RS01455 -0,501462 HAPS_RS10415 -0,448549
HAPS_RS04515 -0,598479 HAPS_RS06040 -0,563019 HAPS_RS07520 -0,538045 HAPS_RS04670 -0,500936 HAPS_RS06315 -0,446713
HAPS_RS05360 -0,595974 HAPS_RS05840 -0,562821 HAPS_RS10750 -0,537363 HAPS_RS03440 -0,499275 HAPS_RS00755 -0,446696
HAPS_RS00240 -0,594225 HAPS_RS08460 -0,561463 HAPS_RS04155 -0,536647 HAPS_RS02215 -0,499144 HAPS_RS06740 -0,446346
HAPS_RS10505 -0,593008 HAPS_RS08465 -0,561463 HAPS_RS11140 -0,531134 HAPS_RS06095 -0,497344 HAPS_RS09975 -0,441037
HAPS_RS10510 -0,593008 HAPS_RS04095 -0,55996 HAPS_RS04915 -0,530124 HAPS_RS05660 -0,49696 HAPS_RS05310 -0,440021
HAPS_RS07405 -0,590034 HAPS_RS01575 -0,558175 HAPS_RS07430 -0,527954 HAPS_RS02530 -0,488499 HAPS_RS09730 -0,436429
HAPS_RS09910 -0,589802 HAPS_RS03500 -0,555377 HAPS_RS05510 -0,523356 HAPS_RS00690 -0,488231 HAPS_RS07365 -0,435154
HAPS_RS06790 -0,586523 HAPS_RS08595, -0,553028 HAPS_RS01765 -0,522764 HAPS_RS05405 -0,48726 HAPS_RS07455 -0,434818
HAPS_RS01475 -0,586163 HAPS_RS08600 -0,553028 HAPS_RS04505 -0,521905 HAPS_RS02360 -0,481143 HAPS_RS09650 -0,433624
HAPS_RS07010 -0,584348 HAPS_RS06690 -0,551438 HAPS_RS05070 -0,52182 HAPS_RS01285 -0,480186 HAPS_RS09655 -0,433624
HAPS_RS03360 -0,583447 HAPS_RS07120 -0,545822 HAPS_RS05020 -0,520976 HAPS_RS05030 -0,480087 HAPS_RS09660 -0,433624
HAPS_RS06320 -0,578423 HAPS_RS02295 -0,545757 HAPS_RS09720 -0,518365 HAPS_RS05095 -0,479918 HAPS_RS05900 -0,429685
HAPS_RS06415 -0,577352 HAPS_RS09710 -0,545069 HAPS_RS01105 -0,512683 HAPS_RS03405 -0,47948 HAPS_RS11275 -0,42687
HAPS_RS04250 -0,576248 HAPS_RS01935 -0,545012 HAPS_RS07360 -0,512214 HAPS_RS08225 -0,479094 HAPS_RS08065 -0,424188
HAPS_RS00890 -0,575417 HAPS_RS05210 -0,544994 HAPS_RS03105 -0,511588 HAPS_RS08375 -0,473252 HAPS_RS08070 -0,424188
HAPS_RS06340 -0,574281 HAPS_RS05215 -0,544994 HAPS_RS05375 -0,510473 HAPS_RS08390 -0,466083 HAPS_RS03815 -0,4183

HAPS_RS01130 -0,573955 HAPS_RS05220 -0,544994 HAPS_RS01740 -0,510457 HAPS_RS02275 -0,463142 HAPS_RS06210 -0,416268
HAPS_RS01685 -0,567395 HAPS_RS04800 -0,544262 HAPS_RS06140 -0,510451 HAPS_RS05305 -0,461644 HAPS_RS06035 -0,414171
HAPS_RS03330 -0,565698 HAPS_RS01185 -0,543931 HAPS_RS03035 -0,507466 HAPS_RS00550 -0,460752 HAPS_RS01655 -0,402258
HAPS_RS10940 -0,564626 HAPS_RS03365 -0,54327 HAPS_RS10970 -0,506269 HAPS_RS02645 -0,45379 HAPS_RS05990 -0,3936

Tabla 37 (continuacidon): Todos los genes subexpresados en condiciones miméticas y su log; (fold Change).
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8.5. Genes sobreexpresados clasificados dentro del término

G0:0003676 (union a acidos nucleicos)
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LOCUS PRODUCTO GENBANK n° UNIPROT Nombre UNIPROT
HAPS_RS06635  tRNA-dihydrouridine synthase ~ B8F6J7 |dusB|tRNA-dihydrouridine synthase B
HAPS_RS07775  30S ribosomal protein S10 B8F754 |rpsJ|30S ribosomal protein S10

LysR family transcriptional |[HAPS_0207|Putative HTH-type transcriptional
HAPS_RS01040 regulator B8F3J8 regulator
tRNA pseudouridine(65) [truC|tRNA pseudouridine synthase C, pseudouridylate
AP REESED synthase TruC LI synthase, 23S RNA-specific
HAPS_RS07435 MurR/Rp!R family B8F6Y4 |rpiR|RpiR family transcriptional regulator
transcriptional regulator
HAPS_RS02800 transcriptional regulator B8FAG7 fe‘gjf;‘t’grba“ter'ophage protein, putative transcription
Predicted transcription regulator containing HTH
HAPS_RS02140 transcriptional regulator B8F450 domain OS=Haemophilus parasuis serovar 5 (strain
SH0165) GN=HAPS_0433 PE=4 SV=1
HAPS RS09580 23S rRNA (guanosine-2'-0-)- BSE7Z6 [rimBJ23S rRNA (guanosine-2'-O-)-methyltransferase
= methyltransferase RImB
HAPS_RS08560  restriction endonuclease B8F7H2 IbcglAlRestriction enzyme, alpha subunit/N-6 DNA
- methylase
HAPS_RS09560  30S ribosomal protein S7 B8F7Z3 |rpsG|30S ribosomal protein S7
HAPS_RS09565  elongation factor G B8F7z4 [fusAlElongation factor G
HAPS_RS08275  endonuclease B8F7D1 [nfo|Probable endonuclease 4
HAPS_RS10985 rFeugruflz?glrly transcriptional B8F8N9 [fur|Ferric uptake regulation protein
HAPS_RS02340  RNA helicase B8F490 |deaD|ATP-dependent RNA helicase DeaD
HAPS_RS04055 Ep,:iIAo ﬁo'ymerase Il subunit — parge) ldnaQIDNA polymerase I11 subunit epsilon
HAPS_RS01380  lysine tRNA synthetase B8F3R5 [lysS|Lysine--tRNA ligase
HAPS_RS08565  restriction endonuclease B8F7H3 [bcgIB|Restriction enzyme, beta subunit/N-6 DNA
- methylase
HAPS_RS08440 transcriptional regulator B8F7F6 |[HAPS_1738|Possible transcriptional regulator
HAPS_RS05455  DNA-binding protein B8F5Y2 |hns|DNA-binding protein
e iy TSR B8F6J8 ifis|DNA-binding protein Fis
regulator
HAPS_RS07795  50S ribosomal protein L2 B8F758 |rpIBJ50S ribosomal protein L2
HAPS_RS07785  50S ribosomal protein L4 B8F756 |rpID|50S ribosomal protein L4
HAPS_RS01015 tzrans'a“on initiation factor IF-  ggrays linfB[Translation initiation factor IF-2
HAPS_RS07790  50S ribosomal protein L23 B8F757 |rpIW|50S ribosomal protein L23
HAPS_RS10775  ATPase AAA B8F8J8 [rarA|Recombination factor protein RarA
HAPS RS06525 Ho!lldayjunctlon DNA ) )
= helicase RuvA
HAPS_RS07720  RNA polymerase, beta subunit ~ B8F741 |rpoB|DNA-directed RNA polymerase subunit beta
transcription termination [nusA|Transcription termination/antitermination protein
HAPS_RS01010 factor NUSA B8F3J4 NUSA
HAPS_RS07780  50S ribosomal protein L3 B8F755 |rpIC|50S ribosomal protein L3
HAPS_RS01395  elongation factor Ts B8F3R8 [tsf|Elongation factor Ts
HAPS_RS02855 Z‘r’;ﬂ?:"a”ded DNA-binding  gory)y lssb|Single-stranded DNA-binding protein
HAPS_RS00670  transposase B8F3D0O |[HAPS_0133|Uncharacterized protein
HAPS_RS10560 transcriptional regulator B8F8F7 XRE family transcriptional regulator
HAPS_RS03180  50S ribosomal protein L25 B8F4P6 [rpl'Y|50S ribosomal protein L25
HAPS_RS04045  heat-shock protein B8F560 |hsIR|Heat shock-like protein 15
HAPS_RS01070  tRNA s(4)U8 sulfurtransferase =~ B8F3K3 [thiltRNA sulfurtransferase
HAPS_RS04180 ;?;?&n;;g:epyrlmldme-DNA B8F586 |[mutM|Formamidopyrimidine-DNA glycosylase

Tabla 38: Genes sobreexpresados en condiciones miméticas clasificados en el término GO:0003676
(nucleic acid binding).
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9. RESUMEN
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Haemophilus parasuis son bacterias Gram negativas localizadas en las vias
aereas del cerdo. En determinadas circunstancias, las cepas virulentas pueden invadir el
organismo del hospedador causando una infeccion sistémica conocida como enfermedad
de Glasser, que se caracteriza por la presencia de poliserositis fibrinosa. Ademas, H.
parasuis también se puede encontrar participando en el complejo respiratorio porcino
como agente oportunista en infecciones respiratorias causadas por otros agentes
primarios, tanto viricos como bacterianos. La intensificacion ocurrida en las Gltimas
décadas en la industria porcina ha generado un incremento de las infecciones producidas
por estos microorganismos, que se traducen en un importante impacto economico en el

sector porcino en todos los paises.

El control de la enfermedad de Glasser se basa en el uso de bacterinas, que
presentan como principal inconveniente su escasa proteccion cruzada entre los diferentes
serotipos (hasta la fecha 15 descritos) y cepas. La busqueda de formulaciones vacunales
alternativas, que permitan evitar los problemas asociados con las bacterinas, se ha

enfocado en los ultimos afios en el estudio de proteinas de membrana externa.

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral ha sido la valoracion de la
proteccion inducida en el cerdo frente a la enfermedad de Glasser, por tres proteinas de
membrana externa, denominadas P2, P5 y D15, todas ellas de la cepa de referencia
(Nagasaki) del serotipo virulento de mayor distribucién mundial (el 5). Estas proteinas
fueron seleccionadas porque, en estudios previos realizados con otras cepas por diferentes
grupos de investigacion, habian mostrado capacidad protectora frente a H. parasuis en

infecciones experimentales llevadas a cabo sobre ratones.

Las tres proteinas de la cepa Nagasaki fueron producidas por tecnologia
recombinante en Escherichia coli mediante su clonacion y expresion en un vector tipo
pBAD. Se verificd que las tres proteinas asi producidas, eran reconocidas por el suero de
cerdos previamente expuestos a la bacteria. A continuaciéon, como paso previo a su
empleo en el cerdo, se comprob6 en conejos que las tres proteinas inducian la produccién

de anticuerpos capaces de reconocer la bacteria.

Tras estas comprobaciones y su produccion en cantidades suficientes, se
procedid a su valoracién como antigenos protectores frente a la enfermedad de Glésser
en el cerdo, tanto de forma individual, como en preparaciones mixtas. Para ello se recurrio

a un modelo experimental de enfermedad llevado a cabo en cerdos privados de calostro.
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Los animales fueron separados en grupos e inmunizados con las diferentes formulaciones
de proteinas en dos administraciones espaciadas tres semanas. Ademas, un grupo de
cerdos fue inmunizado con una bacterina comercial, y se emplearon dos grupos controles,

uno no infectado ni inmunizado y otro infectado pero no inmunizado.

A las nueve semanas de edad los animales fueron sometidos a una infeccion
experimental mediante la administracion por via intratraqueal de una dosis letal (108
UFCs) de la cepa Nagasaki. No hubo diferencias, en terminos de supervivencia, entre los
grupos de animales inmunizados con cualquiera de las formulaciones portadoras de
proteinas y el grupo de animales infectado pero no inmunizado, al contrario de lo
observado en el grupo de la bacterina comercial, que sirvié de control positivo de
proteccion, y donde todos los animales sobrevivieron. No obstante, mediante ELISA, se
pudo comprobar nuevamente, al igual que previamente se habia observado en conejos,
la produccion de anticuerpos especificos en los animales inmunizados con las proteinas,
sin embargo estos no resultaron protectores frente al desafio con la bacteria. Tampoco se
apreciaron diferencias entre los animales inmunizados con las proteinas y el grupo de
animales no inmunizados pero si infectados, respecto de la valoracién de la expresion de
diferentes genes relacionados con la respuesta inmunitaria. Tal vez la falta de proteccion
observada para estas proteinas obedezca a su escasa exposicion en la superficie de la
bacteria, que se limita a lazos extracelulares de un barril-f, por lo que solamente son

accesibles para el sistema inmunitario un niUmero pequefio de epitopos.

Se llevd a cabo el estudio, mediante RNA sequencing, del transcriptoma
bacteriano cuando H. parasuis se sometia a condiciones de cultivo que intentaban
reproducir el ambiente natural de la infeccidn, incluyendo restriccion de hierro y una
temperatura similar a la de los procesos febriles. Se pretendid detectar la sobreexpresion
de genes codificantes de proteinas expuestas en la superficie bacteriana, lo que podria
implicar una mayor abundancia de éstas durante la infeccion y, por tanto, mejores
opciones de representar buenos antigenos vacunales, mas alla de otras condiciones de

antigenicidad e inmunogenicidad.

Aplicando esta metodologia se detectaron 13 proteinas de superficie cuyos genes
se veian sobreexpresados en las condiciones de estudio. Seis de ellas, ThpA, TbpB, TolC,
HxuA, HxuB y HxuC, ya habian sido valoradas por otros autores como antigenos
vacunales frente a la infeccion por H. parasuis en modelos murinos o porcinos (segun el
caso) mostrando diferentes grados de proteccion. Es previsible que, sino todas, alguna de
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las restantes (FhuA, FimD, un autotransportador con un dominio serin-proteasa, una
proteina con dominios con plegamiento tipo inmunoglobulina, otra proteina de gran
tamafio con una repeticion de tetratricopéptido y dos proteinas de pequefio tamafio sin
presencia de dominios conocidos), puedan provocar proteccion en un grado aceptable,

circunstancia que podra ser valorada en estudios futuros.

Mediante citometria de flujo se llevaron a cabo estudios sobre las modificaciones
originadas por la infeccion en los niveles de expresion de diferentes receptores dispuestos
en la superficie de células mononucleares de sangre periférica, incluyendo varios TLRs,
Siglecs y CD163. Los TLRs son receptores que detectan patrones moleculares propios de
patdgenos y su activacion induce rutas de sefializacién que permiten el comienzo de la
respuesta inmune. Como una sobreestimulacion de estos receptores puede originar una
exacerbacion no deseable de la respuesta inmune capaz de producir un estado de sepsis,
una serie de mecanismos mantienen balanceada la respuesta. Entre esos mecanismos se
encuentra los Siglecs, una serie de receptores que detectan el acido sialico que recubre las
células del organismo induciendo la inhibicion de las rutas de sefializacion iniciadas por
la estimulacién de receptores activadores, como los TLRs. Diferentes especies
microbianas, entre las que se encontraria H. parasuis, han evolucionado para explotar
este mecanismo inhibitorio de la respuesta inmune mediante el recubrimiento de su
superficie por acido sialico, a lo que el organismo ha respondido mediante el empleo de
Siglecs modificados encargados de la deteccion de bacterias sializadas, como es el caso
del Siglec-1. EI CD163 es otro receptor que interviene en mantener balanceada la
respuesta inmune que, por un lado contribuye a eliminar la hemoglobina libre circulante

(que estimula la inflamacion), y por otro parece que actia como detector microbiano.

Dado el carcter sistemico de la infeccion por H. parasuis resultaba razonable
que estos tres tipos de receptores desempefiasen un papel importante en el proceso, por
lo que se procedio al estudio de sus niveles de expresion sobre células mononucleares de
sangre periférica a partir de muestras procedentes de la infeccion experimental,
comparando la expresion entre antes de que los animales fueran infectados y 24 horas
después de la infeccion, cuando el proceso sistémico ya era patente. En primer lugar, con
un reducido numero de muestras, se cribaron varios receptores empleando dobles
marcajes con anti-CD172, de forma que se pudiesen valorar en monocitos y/o linfocitos,
lo que permitié observar una tendencia de incremento en los niveles de expresion tras la

infeccion para TLR2, Siglec-3 y CD163 sobre monocitos. Posteriormente, ampliando el
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numero de muestras y realizando dobles marcajes con anti-CD163, se pudo confirmar las
tendencias antes observadas y apreciar una relacion directa entre el incremento de

expresion de CD163 y los incrementos de expresion de TLR2 y Siglec-3.

Con respecto a los demas receptores estudiados (TLR4, Siglec-1, Siglec-5 sobre
monocitos y Siglec-10 sobre linfocitos) no se apreciaron modificaciones significativas en
sus niveles de expresion tras la infeccion con la bacteria, aunque en el caso de Siglec-1 si
se observoé la desaparicion tras la infeccion de una subpoblacién de monocitos Siglec-

1¥/CD163" presente en los animales sanos.
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Haemophilus parasuis is a Gram-negative bacteria localized in pig upper
respiratory tract. Under certain circumstances virulent strains can invade the host
organism causing a systemic infection known as Glasser's disease, which is characterized
by the presence of fibrinous polyserositis. H. parasuis can also be found participating in
the respiratory complex disease acting as an opportunistic agent in respiratory infections
caused by primary viral and bacterial agents. The intensification which has occurred over
the few last decades in the pig industry has led to an increase in infections produced by
this microorganism, which entails a significant economic impact in the pig industry in all

countries.

Control of Gléasser's disease is based on the use of bacterins, whose main
drawback is their poor cross-protection between different serotypes (fifteen) and strains.
The search for alternative vaccine formulations so as to avoid the problems related to

bacterins has focused on the study of outer membrane proteins over the last few years.

One of the aims of this Doctoral Thesis is to evaluate the protection induced in
pigs against Gl&sser's disease by three outer membrane proteins called P2, P5 and D15,
all of them having the reference strain (Nagasaki) of the virulent serotype (5) with the
highest global distribution. These proteins were selected because previous studies carried
with other strains by different research groups have shown a protective capacity against

H. parasuis, in experimental infections performed on mice.

The three proteins were produced from Nagasaki strain using recombinant DNA
technology in Escherichia coli by cloning and expression in a vector pBAD type. It was
verified that the three produced proteins were recognized by sera from pigs previously
exposed to the bacterium. Afterwards, as a preliminary step to its use in pigs, it was
verified in rabbits that the three proteins induced the production of antibodies capable of

recognizing the bacterium.

After these checks and their production in sufficient quantities, they were
evaluated as protective antigens against Gl&sser's disease in the pig, both individually and
in mixed preparations. An experimental disease model was used for this purpose and
carried out on colostrum-deprived pigs. The animals were divided into groups and

immunized with the different protein formulations in two administrations every three
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weeks. In addition, a group of pigs was immunized with a commercial bacterin and two
control groups were used, one uninfected and unimmunized and the other infected but not

immunized.

The nine-week old animals were subjected to experimental infection by
intratracheally administering a lethal dose (108 CFUs) of Nagasaki strain. There were no
differences in terms of survival between groups of animals immunized with any of the
protein-bearing formulations and the group of infected but not immunized animals,
contrary to what was observed in the commercial bacterin group, which served as positive
protection control, where all animals survived. However, using ELISA, it was again
found as had previously been observed in rabbits the production of specific antibodies in
the animal immunized with proteins that were not protective against challenge with the
bacteria. There were also no differences between the animals immunized with the proteins
and the group of non-immunized but infected animals with regard to the evaluation of the
expression of different genes related to the immune response. The lack of protection
observed for these proteins may be due to their poor exposure on the surface of the
bacterium, which is limited to extracellular loops of a p-barrel, and thus only a small

number of epitopes is accessible to the immune system.

Using RNA sequencing, a bacterial transcriptome study was performed when
subjected to culture conditions attempting to reproduce the natural environment of
infection, including an iron restriction and a temperature similar to a feverish process. It
was intended to detect the overexpression of genes encoding exposed proteins on the
bacterial surface which could imply an increased abundance of these proteins during the
infection and, therefore, better options to represent good vaccine antigens beyond other

conditions of antigenicity and immunogenicity.

Thirteen surface proteins, whose genes were overexpressed under the study
conditions, were detected when applying this method. Six of them, TbpA, ThpB, TolC,
HxuA, HxuB and HxuC had already been assessed by other authors as vaccine antigens
against infection by H. parasuis in murine or porcine models (depending on the case)
showing different degrees of protection. It may be expected that some or all of the
remaining ones (FhuA, FimD, an autotransporter with a serine protease domain, a protein
with Immunoglobulin-like fold domains, another large protein with a tetratricopeptide
repeat and two small proteins without the presence of known domains) could provide
protection to an acceptable degree which should be evaluated in future studies.
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Flow cytometry studies were carried out in order to evaluate the modifications
caused by infection in the expression levels of different receptors arranged on the surface
of peripheral blood mononuclear cells, including several TLRs, Siglecs and CD163.
TLRs are receptors that detect pathogen-associated molecular patterns and their activation
induces signaling pathways which allow for the onset of the immune response. As an
overstimulation of these receptors, it may lead to an undesirable exacerbation of the
immune response capable of producing a state of sepsis, a number of mechanisms
maintaining the balanced immune response. Among these mechanisms are the Siglecs, a
series of receptors which detect the sialic acid that covers the cells of the organism
inducing the inhibition of the signaling routes initiated by the stimulation of activating
receptors, such as TLRs. Different microbial species, including H. parasuis, have
evolved to exploit this mechanism inhibiting the immune response by coating its surface
sialic acid to which the body has responded by using modified Siglecs responsible for
detection of sialidated bacteria, as is the case of Siglec-1. CD163 is another receptor
involved in maintaining a balanced immune response which, on the one hand, helps to
eliminate the circulating cell-free hemoglobin (which stimulates inflammation), while, on

the other hand, it acts as a microbial detector.

Given the systemic nature of H. parasuis infection it was reasonable for these
three types of receptors and should play an important role in the process, so we proceeded
to study their expression levels on mononuclear peripheral blood cells of samples from
the experimental infection, comparing the expression before the animals were infected
and 24 hours afterwards when the systemic process had already been patented. Firstly,
with a small number of samples, several receptors were screened using double labeling
with anti-CD172 so that they could be evaluated on monocytes and / or lymphocytes,
which allowed us to observe a tendency to increase in the expression levels after infection
from TLR2, Siglec-3 and CD163 on monocytes. Subsequently, by increasing the number
of samples and performing double labeling with anti-CD163, the previously observed
trends could be confirmed and also a direct relationship between the increase in CD163

expression and the increases in expression of the other receptors, TLR2 and Siglec-3.

With regard to the other receptors studied (TLR4, Siglec-1, Siglec-5 on
monocytes and Siglec-10 on lymphocytes) there were no significant changes in their

expression levels after infection with the bacteria, although the disappearance of a
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subpopulation of monocytes Siglec-1 + / CD163 -, which is present in healthy animals,

was observed after infection.
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