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Resumen 
 
La brucelosis es una zoonosis bacteriana causada por especies del género Brucella. B. 

abortus S19 es la cepa vacunal en uso en nuestro país. Debido a su capacidad para 
despertar una respuesta inmune celular y humoral, B. abortus S19 es un candidato atractivo 
para la expresión de antígenos de otros patógenos de interés veterinario.  

En esta tesis se estudió la expresión en B. abortus S19 de los antígenos MPB83 de M. 
bovis (bacteria intracelular que causa la tuberculosis bovina) y RAP1 de B. bovis 
(hemoparásito agente causal de la babesiosis). Estos antígenos se expresaron en B. abortus 
como fusión a los primeros aminoácidos de βgalactosidasa de Escherichia coli y de la 
lipoproteína OMP19 y la proteína periplásmica BP26, ambas de B. abortus, con el fin de 
expresar los antígenos heterólogos en distintos contextos subcelulares y analizar cuál 
despertaría la mejor respuesta inmune. Todas las quimeras pudieron ser expresadas en S19, 
salvo por BP26-RAP. Al ser ensayadas en el modelo murino, las cepas recombinantes 
fueron capaces de despertar respuesta inmune celular específica contra los antígenos 
heterólogos sin afectar la replicación y la inmunogenicidad de Brucella. En el caso de las 
recombinantes que expresan RAP1 se obtuvo también respuesta humoral. Además, se 
realizaron algunos ensayos preliminares en la cepa vacunal rugosa, RB51, para algunas de 
las construcciones, teniendo en cuenta la posibilidad de desarrollar estrategias de 
revacunación en animales adultos. 

Los resultados presentados en esta tesis demuestran la factibilidad de utilizar B. 
abortus S19 como vector para antígenos heterólogos con fines vacunales. Con los sistemas 
aquí desarrollados fue posible expresar los antígenos en diferentes localizaciones 
subcelulares sin afectar la replicación y la inmunogenicidad de S19. Así, este trabajo sienta 
las bases para la expresión de múltiples antígenos, incluso para más de un patógeno. 
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Abstract 
 
Brucellosis is a bacterial zoonosis caused by species from the genera Brucella. B. 

abortus S19 is the vaccine strain in use for bovine brucellosis in Argentina. On account of 
its capacity to generate a strong humoral and cellular immune response, B. abortus S19 
holds great potential as an attractive vector for the expression of heterologous antigens of 
veterinary importance. 

The aim of this thesis was to study the expression of MPB83 of M. bovis (intracellular 
bacterium responsible for bovine tuberculosis) and RAP1 of B. bovis (hemoparasite, 
etiologic agent of babesiosis in cattle) in Brucella abortus. These antigens were expressed 
in B. abortus as a fusion to the first aminoacids of βgalactosidase of Escherichia coli and 
also as a chimeric fusion to the first aminoacids of OMP19 lipoprotein and BP26 
periplasmic protein, both of them from B. abortus. The purpose was to express the 
heterologous antigens in different subcellular contexts and analyze which of them triggers 
the most adequate immune response. All the chimeric proteins were able to be expressed in 
S19, except for BP26-RAP. When analyzed in the murine model, the recombinant strains 
were able to trigger a specific cellular immune response against the heterologous antigens 
without affecting the replication and immunogenicity of Brucella. Moreover, some 
preliminary tests were made with the rough vaccine strain RB51, considering the potential 
interest in revaccination strategies. 

These results indicate that B. abortus S19 is an adequate vector to express and present 
antigens of M. bovis and B. bovis. The system here developed allowed the expression of the 
selected antigens in different subcellular localizations.  

This work lays the foundations for the expression of multiple antigens, even from 
more than one pathogen. 
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Introducción 
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1. Brucelosis 
 

La brucelosis es una zoonosis endémica que afecta a una gran variedad de 

mamíferos: bovinos, ovinos, caprinos, suinos, caninos, cetáceos y también puede 

infectar al hombre. En los animales, la infección en las hembras lleva generalmente al 

aborto, mientras que en los machos genera orquitis y epididimitis, que pueden resultar 

en infertilidad. En los humanos, se caracteriza por ser una enfermedad febril crónica y 

debilitante, difícil de tratar con antimicrobianos. 

Hay evidencias que sugieren que la brucelosis ya existía en el Imperio Romano 

(Capasso, 2002). En 1887, Sir David Bruce aisló por primera vez el patógeno causante 

de esta enfermedad de bazos de soldados de las tropas británicas apostadas en la Isla de 

Malta (Bruce, 1887) y lo denominó “micrococci”. Este nombre luego fue cambiado a 

Microccocus melitensis, basándose en el nombre romano para Malta “Melita”. Estudios 

llevados a cabo por la Comisión de Fiebre Mediterránea (creada en 1904 y presidida por 

Bruce) concluyeron que la enfermedad se debía al consumo de leche cruda de cabras 

aparentemente sanas. Zammit demostró la naturaleza zoonótica de Brucella melitensis al 

aislarla de la leche de cabra (Godfroid y col., 2005). La eliminación de la leche de la 

dieta de los soldados significó la desaparición de la enfermedad en las tropas. En 1897, 

en Dinamarca, se aisló la segunda especie a partir de ganado bovino infectado y se la 

denominó Bacillus abortus (Bang, 1906). En 1917, Alice Evans, sugirió que este bacilo 

y M. melitensis debían considerarse miembros del mismo género debido a que estaban 

altamente relacionados. Esto fue aceptado varios años después y el género pasó a 

llamarse Brucella en honor a su descubridor, Sir David Bruce (Evans, 1949). 

Posteriormente, se detectaron bacterias del mismo género en diversos animales 

domésticos como ovejas, cerdos y perros; y en animales salvajes como ciervos, alces, 

bisontes, antílopes, liebres, jabalíes, coyotes, zorros y lobos, todos ellos considerados 

reservorios naturales de la enfermedad (Davis, 1990). En 1994, se aisló por primera vez 

un cocobacilo Gram negativo con características similares a las de Brucella spp. de un 

mamífero marino (Ewalt y col., 1994). Posteriormente, se aislaron también de otros 

mamíferos marinos: focas, morsas y ballenas (Jahans y col., 1997; Clavareau y col., 

1998; Bricker y col., 2000). 
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1.1. Clasificación 
 

Para la clasificación de las especies de Brucella se utiliza un sistema basado en su 

especificidad de hospedador y diferencias fenotípicas y antigénicas. En la actualidad, se 

reconocen al menos siete especies de Brucella. Las seis con nomenclatura aceptada (y su 

hospedador preferencial) son: B. abortus (bovinos), B. melitensis (caprinos y ovinos), B. 

ovis (ovinos), B. canis (caninos), B. suis (porcinos y ovinos) y B. neotomae (roedores). 

Recientemente, se aislaron cepas de mamíferos marinos (revisión en Godfoid y col., 

2005). Las diferencias descriptas para estos aislamientos, con respecto a las cepas 

provenientes de animales terrestres (Bricker y col., 2000), sugieren que corresponderían 

a nuevas especies de Brucella (Jahans y col., 1997): B. ceti y B. pinnipedialis 

(anteriormente “B. cetaceae” y B. pinnipediae”, respectivamente) (Foster y col., 2007). 

Por otra parte, se han aislado cepas de Brucella a partir de ratas de campo y zorros que 

fueron descriptas como una nueva especie denominada Brucella microti (Scholz y col., 

2008). Además, dos nuevas cepas que muestran similitud entre ellas y son diferentes a 

las especies de Brucella hasta ahora descriptas han sido aisladas a partir de humanos. 

Una de estas cepas fue denominada B. inopinata (citado en Pappas, 2010). Finalmente, 

también se obtuvieron aislamientos a partir de babuinos. Estos aislamientos tienen 

características de Brucella pero también son distintas a las descriptas (para una revisión 

ver Pappas, 2010). 

B. mielitensis es la más patógena para humanos; B. ovis y B. neotomae no son 

patógenas para humanos y el resto muestra patogenicidad moderada (para más detalles 

ver tabla 0.1). 

En base a estudios de hibridación ADN-ADN, se observó una homología a nivel de 

ADN mayor al 90% entre las especies de Brucella (Verger y col., 1985), lo que llevó a 

sugerir que Brucella debería ser considerado un género único monoespecífico. La nueva 

nomenclatura fue momentáneamente adoptada por el GenBank; sin embargo, existe una 

gran resistencia en su utilización por cuestiones prácticas. Por ejemplo, hay una marcada 

preferencia de hospedador; siendo la enfermedad, en general, transitoria y autolimitante 

en casos de infecciones interespecíficas, lo que refleja una adaptación hospedador-

parásito (Moreno y col., 2002). Esto se ve sustentado con los análisis de proteomas de 

B. abortus y B. melitensis que muestran altas diferencias entre las especies (DelVecchio 

y col., 2002a). En el 2003, la subcomisión en Taxonomía de Brucella del Comité 
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Internacional en Sistemática de Procariotas (International Committee on Systematics of 

Prokaryotes (ICSP)) acordó unánimemente establecer la clasificación taxonómica 

utilizada previa al año 1986, con la aprobación de las seis especies de Brucella y sus 

biovares (Osterman y Moriyón, 2006). 

 
Tabla 0.1: Especies de Brucella  

 

* Nuevas especies. Adaptado de Pappas, 2010.  
 
 
1.2. Epidemiología de la brucelosis 
 

La brucelosis es una enfermedad ampliamente distribuída en todo el mundo tanto en 

humanos como en animales domésticos (Acha y Szyfres, 1986). La infección con B. 

abortus es la forma más ampliamente distribuída, mientras que la infección de humanos 
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con B. melitensis a partir de cabras y ovejas infectadas es la más relevante en términos 

de salud pública (Corbel, 1997). 

En Argentina, el sector agropecuario cumple un rol protagónico en la economía del 

país, conformando alrededor del 50% del monto de las exportaciones. Dentro de este 

sector, el complejo ganadero consta de una población bovina aproximada de 48 millones 

de cabezas de ganado, de las cuales el 78% se encuentra en la región pampeana 

(SENASA, 2010). 

La brucelosis bovina causada por B. abortus tiene una prevalencia en el país de 

aproximadamente el 4,5% en el ganado bovino de carne (Samartino, 2007). En la región 

de la Patagonia también hay una alta incidencia de brucelosis ovina causada por B. ovis. 

La brucelosis caprina se encuentra principalmente en el norte del país, con una 

prevalencia de B. melitensis biovar 1 estimada en alrededor del 25%. También existe, 

con menos incidencia, brucelosis porcina por B. suis. Se considera que en nuestro país 

las pérdidas económicas relacionadas con la enfermedad superan los 300 millones de 

pesos anuales (Samartino, 2002) y se estima que en todo Latinoamérica las pérdidas 

serían superiores a los 600.000.000 de dólares americanos (Seleem y col., 2010). 

En nuestro país, la forma de prevención y control de la enfermedad en bovinos se 

realiza por vacunación de las terneras entre 3 y 10 meses de edad con la cepa lisa 

atenuada B. abortus S19. El primer plan de control y erradicación se llevó a cabo en 

1982 (Res. 73/82) (SENASA, 2000). Los siguientes planes fueron en 1994, 1998, 1999, 

2003, 2007 (Samartino, 2007). Los planes consisten en vacunación sistemática y 

posterior seguimiento por diagnóstico serológico de los rodeos. Luego de tres muestreos 

negativos consecutivos a los 60, 120 y 365 días, se considera que un rodeo se encuentra 

libre de brucelosis (SENASA, 2000). En 1998, se aprobó condicionalmente el uso de la 

vacuna B. abortus RB51 en hembras mayores de 10 meses y hasta 3 meses de preñez, 

como método para reforzar la vacunación de S19. La implementación de la misma 

quedaba bajo criterio del veterinario acreditado del establecimiento dependiendo de la 

situación epidemiológica del rodeo. Esta vacuna es más atenuada que S19, permite la 

revacunación y puede ser usada en animales de mayor edad debido a que no despierta 

anticuerpos contra el lipopolisacárido (LPS) que puedan confundir el serodiagnóstico. 

Sin embargo, su uso fue prohibido en 2003, dado que en la actualidad sólo se 

recomienda su uso en países que tienen baja prevalencia de la enfermedad (Samartino, 



Introducción 

5 
 

2007). Recientemente, el SENASA aprobó la utilización de la vacuna Rev 1 en caprinos 

(Res. 216/2006), pero no está autorizado su uso en ovinos (López y col., 2010).  

Por otra parte, B. abortus, B. melitensis y B. suis pueden infectar a humanos, lo que 

agrava la situación. Generalmente, las infecciones más frecuentes se producen en 

habitantes rurales, veterinarios, personal de laboratorio, personal de mataderos y 

tamberos. La brucelosis en humanos está subestimada y varía mundialmente entre 0,03 a 

160 cada 100.000 habitantes (Pappas y col., 2006). 

 

2. Brucella abortus: 

 
2.1. Generalidades  
 

Las especies del género Brucella pertenecen a la clase α-proteobacteria, orden 

Rhizobiales, familia Brucellaceae. El genoma de Brucella consiste en 2 cromosomas 

circulares cerrados (Jumas-Bilak y col., 1998). Los cromosomas de B. melitensis M16 

son de 2.117.144 pb y 1.177.787 pb (DelVecchio y col., 2002b) y los de B. abortus 2308 

son de 2.121.359 y 1.156.948 pb (Chain y col., 2005). No posee plásmidos naturales, 

aunque es posible la transformación por conjugación o electroporación con plásmidos 

de amplio rango de hospedador (Michaux-Charachon y col., 1997). 

Las bacterias de este género son cocobacilos Gram negativos pequeños (0,5-0,7 µm 

de diámetro por 0,5-1,5 µm de largo) que no forman esporas. Se los considera patógenos 

facultativos intracelulares y su nicho replicativo son los macrófagos y otras células 

fagocíticas no-profesionales (Pizarro-Cerdá y col., 1998). 

A diferencia de otros patógenos intracelulares, no se han encontrado sistemas de 

secreción tipo I y II. Sin embargo, posee un sistema de secreción tipo IV, con homología 

a los de Agrobacterium, que es imprescindible para su virulencia (O'Callaghan y col., 

1999). También se detectó un sistema de secreción homólogo al tipo III en B. abortus, 

B. melitensis, B. ovis, y B. suis biovares 1, 2 y 3 (Abdallah y col., 2003). Si bien las 

bacterias de este género se consideran no móviles, se describieron marcos de lectura 

abiertos (Open Reading Frames: ORF) que codifican para proteínas relacionadas a 

estructuras flagelares (Halling, 1998) en B. abortus. Aunque la especie B. melitensis 

posee todos los genes estructurales necesarios para la presencia de un flagelo (revisión 

en Letesson y col., 2002), no se identificaron los genes que codifican para los receptores 

del sistema quimiotáctico (DelVecchio y col., 2002b). También se describieron 3 grupos 
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de genes flagelares en B. melitensis y B. suis (DelVecchio y col., 2002b; Paulsen y col., 

2002). Se ha reportado que la expresión de los genes correspondientes a los 

componentes basales (anillo MS) y distales (gancho o hook y filamento) del aparato 

flagelar es inducida en B. melitensis en la etapa logarítmica temprana de crecimiento in 

vitro (Lestrate y col., 2003). Además, se ha observado por microscopia electrónica que 

en esta condición se forma una estructura semejante a un flagelo polar cubierto con LPS 

y esta estructura es necesaria para un proceso completo de infección en el modelo 

murino (Fretin y col., 2005). Todavía no se conoce en detalle la función de esta 

estructura flagelar, ya que no está involucrada en movilidad. 

 

2.2. Características de la membrana externa 
 

Las bacterias del género Brucella son Gram negativas, y como tales, poseen 

membrana externa e interna que encierran un espacio periplásmico con peptidoglicano 

(PG) y otras proteínas.  

La membrana externa de B. abortus es altamente hidrofóbica y resistente a péptidos 

catiónicos y detergentes (Moriyón y Berman., 1982). Al igual que otras bacterias Gram 

negativas, tienen lipopolisacáridos (LPS) en esta envoltura (Figura 0.1). Dependiendo de 

la presencia o ausencia de la cadena O del LPS se denominan lisa (S-LPS por smooth) o 

cepa rugosa (R-LPS por rough) debido a su apariencia morfológica. Existen especies de 

Brucella naturalmente rugosas (B. canis y B. ovis) y hay cepas mutantes rugosas de las 

especies lisas (B. melitensis, B. abortus y B. suis). Se ha visto que cultivos de Brucella S 

generan mezclas espontáneas de colonias S y R, siendo estas últimas mutantes R (Alton 

y col., 1988). 

Entre las proteínas periplásmicas se encuentra la proteína BP26 que fue descripta por 

nuestro grupo y por otros grupos de investigación como inmunodominante en 

infecciones con B. abortus y B. melitensis en distintas especies animales (Cloeckaert y 

col., 1996a y 2001; Linder y col., 1996; Rossetti y col., 1996; Arese y col., 1999). La 

mutante de este gen en B. abortus S19, resultó tener igual virulencia residual y 

capacidad protectiva que S19 al ser evaluada en ratones (Boschiroli y col., 1995 y 1997). 
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2.3. Proteínas de membrana  
 

Las proteínas de membrana externa (OMPs, por sus siglas en inglés), que se asocian 

estrechamente con el LPS, se clasifican en 3 grupos de acuerdo a sus pesos moleculares. 

Grupo 1, se relacionan con la biosíntesis de la propia envoltura celular (89-94 kDa), 

Grupo 2, equivalentes a las porinas de otras bacterias Gram negativas (35-40 kDa) y el 

Grupo 3, se asocian fuertemente a LPS (25-30kDa) (Cloeckaert y col., 1996b). Las más 

abundantes son las del Grupo 2 y 3 y se las conoce como OMPs “mayores”. Las del 

grupo 1, junto con proteínas de pesos moleculares de entre 10 y 20 kDa, se las conoce 

como OMPs “menores”. Se sabe que estas proteínas son reconocidas por el sistema 

inmune durante la infección, son inmunogénicas, están involucradas en la virulencia y 

hay antecedentes de su posible utilidad como vacunas (para una revisión ver Moriyón y 

Lopez-Goñi, 1998). Entre las OMPs, se ha descripto a OMP10, OMP16 y OMP19 como 

lipoproteínas (Figura 0.2) (Tibor y col., 1996 y 1999). 

OMP 19 está asociada a la membrana externa por su residuo lipídico (grupo acilo) y 

se encuentra expuesta a la superficie (Tibor y col., 1996 y 1999). En el año 1991, el gen 

opm19 fue clonado y caracterizado por primera vez en nuestro grupo de trabajo a partir 

de B. abortus S19 y reportado como bmp18 (Rossetti y col., 1991). Mutantes de B. 

abortus S19 en este gen no presentaron la replicación característica de S19 a las tres 

semanas posnfección si bien persistieron por el mismo tiempo en ratones BALB/c, 

sugiriendo un rol para OMP19 en los estadios tempranos de infección (Cravero y col., 

1993). Además, se ha reportado que mutantes en omp10 y en omp19 de la cepa virulenta 

B. abortus 544 resultaron atenuadas en ratones (Tibor y col., 2002). A su vez, mutantes 

Figura 0.1: Esquema simplificado de la membrana externa de la pared celular de 
Brucella. Las formas rugosas carecen de la cadena O, o está reducida a pocos residuos. 
P: proteína (extraído de Castro y col., 2005). 
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de B. abortus en omp19 mostraron mayor sensibilidad al policatión polimixina B y al 

detergente deoxicolato de sodio (Tibor y col., 2002, Campos, 2003). Estos resultados 

sugieren que la proteína OMP19 es necesaria para mantener la integridad de la 

membrana externa y que está implicada en la virulencia de B. abortus (Tibor y col., 

1996 y 2002). OMP19 es también un antígeno inmunodominante (Vemulapalli y col., 

2000a, Letesson y col., 1997; Tibor y col., 1996). En estudios en los que se expresó este 

antígeno en la cepa salvaje WR del virus vaccinia, se desarrolló una respuesta inmune 

específica contra este antígeno con un perfil tipo Th1. Sin embargo, esta respuesta 

inmune no llevó a protección contra la cepa virulenta B. abortus 2308 en ensayos de 

desafío en el modelo murino (Vemulapalli y col., 2000a). En este mismo trabajo, se 

observó que la disrupción del gen que expresa para OMP19 en la cepa vacunal B. 

abortus RB51 no afecta a la capacidad protectiva ni a las características de atenuación 

de esta cepa (Vemulapalli y col., 2000a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

En los últimos años, se ha estudiado en profundidad la función de las lipoproteínas 

en el desarrollo de la respuesta inflamatoria generada durante la infección con Brucella, 

haciendo énfasis en qué tipos celulares son activados y qué citoquinas son inducidas con 

la finalidad de utilizarlas como vacunas a subunidades (Zwerdling y col., 2008 y 2009; 

Pasquevich y col., 2009).  

Las lipoproteínas presentes en Brucella serían suficientes para inducir la maduración 

de las células dendríticas (CDs) (Zwerdling y col., 2008), lo cual concuerda con 

resultados obtenidos con otras lipoproteínas bacterianas (Brightbill y col., 1999; Hertz y 

Figura 0.2: Secuencias aminoacídicas N-terminal de Omp10 y Omp19. Las 
secuencias consenso de los precursores lipoproteicos bacterianos se encuentran 
alineados bajo las secuencias de las OMPs (los números son las frecuencias de los 
residuos aminoacídicos en cientos, como fueron medidos por Hayashi y Wu, 1990). En 
ambas secuencias se recuadra el tetrapéptido que muestra una gran similitud con estas 
secuencias consenso de lipidación. (Extraído de Tibor y col., 1996) 
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col., 2001). Las formas lipidadas de OMP19 y OMP16 (L-OMP19 y L-OMP16) inducen 

la maduración de las CDs, mientras que las formas no lipidadas (U-OMP16 y U-

OMP19) no la inducen (Zwerdling y col., 2008). 

 
2.4. Patogenicidad 
 

Brucella tiene la capacidad de adaptarse a un nicho intracelular replicativo hostil que 

se caracteriza por tener bajos niveles de nutrientes y oxígeno, pH ácido e intermediarios 

de estrés oxidativo (Köhler y col., 2002). 

La infección por Brucella se produce directamente a través de la mucosa oronasal, 

por contacto con los fetos y las envolturas fetales, descargas vaginales o semen de 

animales infectados. En el hombre se suma el consumo de alimento contaminado, como 

leche sin pasteurizar y sus derivados. 

Ya en la mucosa, Brucella puede infectar tanto células fagocíticas como no 

fagocíticas, si bien infecta preferentemente macrófagos. Además, puede evadir las 

actividades bactericidas, lo que le permite sobrevivir y multiplicarse en estas células 

(revisión en Smith y Fitcht, 1990). Mientras que las brucellas opsonizadas son 

fagocitadas vía complemento y receptores Fc, las que no fueron opsonizadas parecerían 

penetrar vía receptores lectina o fibronectina (Campbell y col., 1994). En el fagosoma, 

las bacterias sobreviven y se multiplican, inhibiendo la fusión del lisosoma y fagosoma 

a través de una rápida acidificación del fagosoma. Estas vacuolas que contienen 

Brucella, BCV (por sus siglas en inglés), se fusionan al retículo endoplasmático (RE) 

tempranamente en la infección, y se produce un intercambio de material de membrana 

específico de esta organela (Celli y Grovel, 2004). Este nicho tiene características 

particulares por lo que se propuso la denominación de “brucelosoma” (Köhler y col., 

2002 y 2003). 

En Brucella, no se han detectado los clásicos factores de virulencia presentes en otras 

bacterias patogénicas como: exotoxinas, cápsulas, citolisinas, fimbrias, plásmidos, fagos 

lisogénicos, formas de resistencia o variación antigénica. Sin embargo, se han 

identificado varios genes involucrados en la virulencia de Brucella (revisión Seleem y 

col., 2008). 

La capacidad de B. abortus para persistir en el hospedador y causar una enfermedad 

crónica está dada por mecanismos de evasión de la bacteria. Al estudiar los mecanismos 

de infección de B. abortus se observó que la fagocitosis ocurre a un tasa baja (Liautard y 
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col., 1996). La bacteria entra al macrófago a través de una estructura particular que son 

los microdominios lipídicos (Naroeni y Porte, 2002) interactuando con proteína priónica 

celular de macrófagos (PrpC, por sus siglas en inglés), proteína que se encuentra anclada 

en estas estructuras lipídicas (Watarai y col., 2003). 

Se ha demostrado que el LPS juega un rol en la resistencia de Brucella a la muerte 

mediada por lisosomas (Martinez de Tejada y col., 1995). Las especies lisas de Brucella 

resisten la acidificación del medio, hasta que esta señal de maduración del fagosoma es 

sensada y en consecuencia la bacteria expresa factores de virulencia que se requieren 

para la proliferación, como ser la expresión del sistema de secreción virB (Boschiroli y 

col., 2002) o la proteína bacA (LeVier y col., 2000). La cadena O del LPS protege a las 

bacterias del ataque bactericida intra y extracelular (Godfroid y col., 1998). Las 

mutantes rugosas (LPS-R, sin cadena O), a diferencia de las lisas (LPS-S), muestran una 

sensibilidad mayor a los compuestos bactericidas (Martinez de Tejada y col., 1995) y 

son susceptibles a la lisis mediada por complemento (Eisenschenk y col., 1999), por lo 

que el LPS es considerado el factor de virulencia principal de Brucella.  

Los productos de los genes pgm, rfbE, pmm y wboA están involucrados en distintas 

etapas de la síntesis de LPS. Al inactivar estos genes, se obtuvieron cepas rugosas con 

distintos grados de conservación del antígeno O. Todas ellas resultaron atenuadas en 

modelos animales de experimentación. Sin embargo, mutantes de B. abortus 2308 en los 

genes pgm y rfbE no presentaron deficiencias en su replicación intracelular en células 

HeLa y macrófagos murinos, respectivamente (Ugalde y col., 2000). Estos resultados 

han llevado a postular que la atenuación de las cepas rugosas se debe a que el LPS 

tendría un rol principalmente en la supervivencia extracelular de la bacteria, controlando 

la lisis mediada por complemento (Ko y Splitter, 2003). 

Sin embargo, las cepas virulentas de B. ovis y B. canis son rugosas, lo que indica que 

hay otros factores que influyen en la virulencia. 

 

3. Respuesta inmune contra Brucella 
 

Las bacterias del género Brucella pueden sobrevivir en el macrófago durante toda la 

infección a pesar del medio hostil, por lo que para superar la infección, las células 

infectadas deben ser capaces de matar al microorganismo o deben ser destruidas para 

que entonces otros mecanismos puedan acceder a la bacteria para destruirla. La 
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respuesta inmune del hospedador contra Brucella involucra la activación de células T 

CD4+ y CD8+ antígeno específicas y la respuesta humoral. Esta respuesta es 

básicamente la misma en todas las especies de hospedadores. La respuesta protectiva 

contra la bacteria está mediada principalmente por una respuesta inmune tipo Th1 (Zhan 

y Cheers, 1993). 

 

3.1. Inmunidad Innata 
 

Como primera línea de defensa las células presentadoras de antígenos (CPAs), que 

incluyen a los macrófagos y las células dendríticas (CDs), son activadas por medio de 

señales producidas por receptores celulares. Ciertos patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs, por sus siglas en inglés), que se encuentran en la pared celular 

bacteriana, y el LPS interactúan con las CPAs a través de los receptores celulares de 

reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés), de los cuales los más 

caracterizados son los receptores de tipo Toll (TLRs) (Medzhitov y Janeway, 1997). El 

reconocimiento de los PAMPs provoca la activación de la célula y la subsiguiente 

internalización de la bacteria (Aderem y Underchill, 1999). Esto lleva a la liberación de 

ciertas citoquinas como TNF-α, IL-1β, e IL-6 las cuales pueden activar aún más a las 

CPAs. Las bacterias mueren y son procesadas y presentadas en la superficie de las CPAs 

en asociación a moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC). Las células T 

reconocen a los complejos péptido-MHC. Las células T activadas, activan a su vez a las 

CPAs por producción de citoquinas específicas. La importancia de esta primera 

respuesta es la de reducir el número de bacterias y promover una respuesta de tipo Th1 

en el hospedador (Ko y Splitter, 2003). En el caso de Brucella spp., en esta respuesta 

temprana de la infección están involucrados los macrófagos, los neutrófilos, las células 

Natural Killer (NK) y el complemento. 

La activación de las CPAs, especialmente de las CDs, lleva a la secreción de IL-12 

que juega un rol importante en la activación y diferenciación de las células NK (Orange 

y Biron, 1996) y de las células T y B, que se diferencian en células efectoras antígeno-

específicas (Metzger y col., 1996). B. abortus induce la secreción de esta citoquina 

(Zaitserva y col., 1996). La señal de IL-12 hace que las células NK se activen y secreten 

IFN-γ (Biron y col., 1999), lo que lleva a una diferenciación de las células Th0 a 

efectoras tipo Th1 y células de memoria, que a su vez secretan IFN-γ (Figura 0.3). 



Introducción 

12 
 

 

�� � ���� � ���� � ���� � ��

����	�����	�����	�����	� ó
��
�
��
�
��
�
��
�
	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��

� 
�� 
�� 
�� 
� ó
�����
�����
�����
�����

αααα������������������������
αααα������	�
���������	�
���������	�
���������	�
�������

�� ��� ��� ��� �

�� � ��� � ��� � ��� � �

� �
�� ���� �
�� ���� �
�� ���� �
�� ���

���	
�������	
�������	
�������	
����
����������������������������

�� � ���� � ���� � ���� � ��

����	�����	�����	�����	� ó
��
�
��
�
��
�
��
�
	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��

� 
�� 
�� 
�� 
� ó
�����
�����
�����
�����

αααα������������������������
αααα������	�
���������	�
���������	�
���������	�
�������

�� ��� ��� ��� �

�� � ��� � ��� � ��� � �

� �
�� ���� �
�� ���� �
�� ���� �
�� ���

�� � ���� � ���� � ���� � ��

����	�����	�����	�����	� ó
��
�
��
�
��
�
��
�
	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��	�� ��
� 

��

� 
�� 
�� 
�� 
� ó
�����
�����
�����
�����

αααα������������������������
αααα������	�
���������	�
���������	�
���������	�
�������

�� ��� ��� ��� �

�� � ��� � ��� � ��� � �

� �
�� ���� �
�� ���� �
�� ���� �
�� ���

���	
�������	
�������	
�������	
����
����������������������������

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Inmunidad adaptativa (adquirida) 
 

La inmunidad adaptativa se desarrolla en respuesta a la infección y es esencial para 

proveer función de memoria, clave para la vacunación. Esta respuesta se clasifica en 

humoral y mediada por células, para facilitar su estudio. 

Está ampliamente aceptado que la inmunidad mediada por células es la principal en 

la protección contra Brucella, debido a que es una bacteria intracelular, siendo clave el 

papel de las citoquinas para una adecuada respuesta (Oliveira y col., 1996). Las 

funciones de la respuesta inmune adaptativa en la infección por Brucella se basan en 

tres mecanismos. Primero, las células T CD4+ y CD8+ producen IFN-γ. Segundo, la 

citotoxicidad de las células CD8+ matan a los macrófagos infectados. Tercero, 

anticuerpos tipo Th1, como IgG2a e IgG3 opsonizan al patógeno para facilitar la 

fagocitosis (Ko y Splitter, 2003). En el caso de la brucelosis la respuesta predominante 

es tipo Th1 (Baldwing y Roop, 1999). 

 

 

Figura 0.3: Vías de citoquinas provocadas por B. abortus. B. abortus dispara la 
liberación, por parte de las CPA, de IL-12, que hace que las células Th0 se diferencien 
a células Th1 que secretan IFN-γ. El IFN-γ induce un cambio hacia la 
inmunoglobulina IgG2a en el ratón. Este isotipo es fijador de complemento y está 
asociado con la protección viral y la protección contra bacterias intracelulares 
(extraído de Golding y col., 2001). 
Referencias: C: complemento; CPA célula presentadora de antígenos; IC: intracelular 
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Respuesta celular 
 

Luego de la activación de los macrófagos, las células inmaduras (Th0) se diferencian 

a células efectoras y de memoria que secretan diferentes patrones de citoquinas. Las 

células T de una respuesta de tipo Th1 secretan IFN-γ, IL-12 y TNFβ pero no IL-4 (Zhan 

y col., 1995). Estas células inducen la secreción de anticuerpos por parte de las células 

B. En una respuesta de tipo Th1, predominan los anticuerpos IgG2a (Golding y col., 

2001).  

En la inmunidad contra la brucelosis, las células T secretan IFN-γ que activa la 

función bactericida de los macrófagos y la actividad citotóxica de los linfocitos T. 

También inducen el cambio a los isotipos de anticuerpos IgG2a e IgG3 (Ko y Splitter, 

2003). Los linfocitos T reconocen al antígeno específico por un receptor heterodímero 

compuesto de cadenas α/β o γ/δ. Los receptores T α/β se asocian a una molécula co-

receptora, CD4 o CD8. Este subgrupo de células T (células T α/β) sufre expansión 

clonal en respuesta a la vacunación o una infección y manifiesta la inmunidad 

específica. 

Las células CD4+ y CD8+ reconocen antígenos presentados por las CPAs. Las 

células CD4+ reconocen antígenos en contexto del complejo de histocompatibilidad 

(MHC) clase II, y las células CD8+ reconocen antígenos en contexto MHC I. 

En el caso de Brucella, ambas poblaciones celulares son estimuladas dado que los 

antígenos son presentados por las dos vías de presentación. Esto se debe a que un 

porcentaje de las bacterias internalizadas, una vez fagocitadas, son capaces de 

redireccionarse al tráfico intracelular y replicar en compartimentos derivados del 

retículo endoplasmático (RE) (Wyckoff, 2002). 

El componente crucial para el control de la infección con Brucella es el IFN-γ y el 

balance de citoquinas producidas por las células T (Baldwin y Goenka, 2006). Aún no 

se ha esclarecido el mecanismo de acción de los linfocitos con receptores γ/δ. Al 

activarse, estos linfocitos secretan IFN-γ y TNF-α, que a su vez activan la actividad 

bactericida de los macrófagos. Tienen actividad citotóxica y son capaces de lisar células 

infectadas con Brucella in vitro (Ko y Splitter, 2003). Los bovinos y la mayoría de los 

rumiantes inmaduros, a diferencia de otras especies, tienen una alta proporción de esta 

población celular (50 % aproximadamente) (Wyckoff, 2002). El modelo de defensa 
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contra la brucelosis en el ganado bovino incluye la muerte de los macrófagos infectados 

mediado por varias poblaciones celulares incluyendo CD4+ Th0/Th1 y CD8+ CTL 

(Figura 0.4) (Wyckoff, 2002). 
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Respuesta humoral 
 

En las infecciones con Brucella, los anticuerpos aparecen en los primeros estadios de 

la infección y habitualmente son detectables en el suero durante años. Estos anticuerpos 

están dirigidos contra varios componentes del microorganismo, pero especialmente 

contra los antígenos superficiales, particularmente el LPS (Riezu-Boj y col., 1986). Los 

anticuerpos producidos colaboran con la respuesta del hospedador contra el patógeno 

pero no son suficientes para evitar la enfermedad, seguramente debido al estilo de vida 

Figura 0.4: Modelo de defensa del hospedador contra la brucelosis en el ganado 
bovino (Wyckoff, 2002) 
Referencias: LCT: linfocito citotóxico; CPA: célula presentadora de antígenos; MØ: 
macrófago 
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intracelular de Brucella spp.. Sin embargo, la detección de anticuerpos dirigidos contra 

el LPS es útil para el diagnóstico y seguimiento de la infección (Gamazo y col., 1989). 

Las células B son estimuladas por las células T a través de la interacción con 

moléculas coestimulatorias, como CD40 y su ligando CD40L presente en las células T, 

y junto a las citoquinas liberadas son importantes en el cambio de isotipo de anticuerpo 

de IgM a IgG (Golding y col., 2001). Los azúcares distintivos de la cadena O de los LPS 

de las cepas lisas de Brucella son altamente eficientes en promover la producción de 

anticuerpos (Montaraz y col., 1986). Además, el LPS de Brucella es un prototípico 

antígeno independiente de células T, dado que puede activar a las células B para 

producir los anticuerpos IgG3 e IgM sin la ayuda de las células T helper (Betts y col., 

1993). En el modelo murino, varios experimentos de transferencia pasiva de anticuerpos 

sugieren un papel importante de la respuesta humoral en la brucelosis, aunque esta 

respuesta no es suficiente para generar inmunidad (Araya y col., 1989; Montaraz y col., 

1986, Ko y Splitter, 2003). 

Los anticuerpos tienen la capacidad de opsonizar, activar el complemento para matar 

a las bacterias, aglutinar bacterias para su eliminación, mediar la citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés) y unirse a receptores 

bacterianos evitando la adherencia de las bacterias a las células hospedadoras. A su vez, 

los anticuerpos pueden tener un impacto negativo en el control de la infección. En la 

brucelosis bovina, las altas concentraciones de IgG previenen la lisis bacteriana 

extracelular mediada por complemento y promueven la fagocitosis de la bacteria, lo que 

aumentaría su localización intracelular y la extensión de la enfermedad (Ko y Splitter, 

2003). 

 

Citoquinas 
 

Las citoquinas claves para el control de la brucelosis son principalmente IFN-γ 

(Oliveira y col., 1996), IL-12 y TNFα. Las células B y los macrófagos secretan IL-12 

que dirige la respuesta inmune a una respuesta de tipo Th1, secretando IFN-γ (Splitter y 

col., 1996; Ko y Splitter, 2003) y TNFα que activan la capacidad bactericida de los 

macrófagos. Sin embargo, otros autores señalan que Brucella no es un inductor potente 

de la secreción de IL-12 (Pasquali y col., 2001). En estudios de neutralización de TNF-α 

con anticuerpos, se observó que era necesaria la producción endógena de TNF-α durante 
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las primeras 24 h luego de la infección para una óptima muerte de Brucella por parte de 

los macrófagos (Baldwing y Goenka, 2006). 

La IL-18 interactúa sinérgicamente con IL-12 sobre las células T en la respuesta 

mediada por células contra la brucelosis (Pasquali y col., 2002). La citoquina pro-

inflamatoria, IL-10, afecta tanto la producción de IL-12 como la capacidad de las células 

de responder a IL-12, al disminuir la expresión del receptor de IL-12, IL-12Rβ2 (Wu y 

col., 1997). Esta citoquina es producida por macrófagos y linfocitos (Mosmann, 1991). 

El IFN-γ es la principal citoquina efectora para la activación de macrófagos, los 

cuales son esenciales para la inhibición de la replicación de los patógenos microbianos 

intracelulares y para lograr su muerte. Se observó que la cepa S19 induce IFN-γ en 

ratones CBA y C57BL/6 (Araya y Winter, 1990); y que las células productoras de esta 

citoquina son células T CD4+ y CD8+ y macrófagos (Baldwin y Goenka, 2006). 

Existen evidencias que sugieren que la producción de IFN-γ previene que la Brucella 

se establezca en su nicho, pero una vez que el brucelosoma ya se encuentra establecido 

esta citoquina no produce ningún efecto en la limitación del número de bacterias 

(Baldwin y Goenka, 2006). Todas las cepas de Brucella que son patógenas para los 

humanos parecen ser susceptibles al IFN-γ (Leonard y col., 1997). 

 

4. Modelo murino para el estudio de la Brucelosis 
 

A pesar de que el mejor modelo animal es el hospedador primario, su utilización se 

ve dificultada por la complejidad y los costos de trabajar con animales grandes así como 

la falta de líneas homogéneas que permitan la reproducibilidad de los resultados. Para la 

infección con Brucella, se han desarrollado modelos experimentales con animales de 

laboratorio (Nicoletti, 1990). Para los primeros ensayos de protección de potenciales 

nuevas vacunas, el modelo empleado es el ratón dado que el número de bacterias 

recuperadas de las cepas virulentas de Brucella en bazo después del desafío es 

inversamente proporcional a la inmunogenicidad despertada por la vacuna (García-

Carrillo, 1990). Está documentado que las cepas de Brucella que son atenuadas y 

eficaces en el modelo murino, generalmente son seguras y protectivas en el rumiante 

(Schurig y col., 1991). 

El abordaje experimental más ampliamente usado para el análisis de la respuesta 

inmune consiste en la infección intraperitoneal de una cepa susceptible de ratón (por 
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ejemplo, BALB/c) con la cepa a estudiar de B. abortus, B. melitensis o B. suis y luego se 

realiza el recuento de bacterias viables en el bazo y/o en el hígado (Baldwin, 2002) y la 

cuantificación de la respuesta por técnicas inmunológicas. Se distinguen cuatro fases de 

infección: (1) temprana, de crecimiento bacteriano activo; (2) bactericida, de 7 a 21 días 

posinfección; (3) de plateau, cuya duración depende de la virulencia de la cepa y (4) la 

fase de recuperación. Los niveles de agentes quimiotácticos se incrementan 

notablemente con un máximo alcanzado a los 5 a 7 días posinfección (Smith y Ficht, 

1990). Durante este tiempo se observa el inicio de la esplenomegalia ya que grandes 

cantidades de fagocitos, especialmente monocitos, se infiltran en el bazo respondiendo a 

los agentes quimiotácticos. 

La evaluación de las nuevas vacunas consta del desafío de los ratones con una cepa 

patógena, luego de que las cepas vacunales fueron eliminadas del organismo 

(generalmente entre 40 y 70 días post vacunación). Posteriormente, se evalúa el control 

de la infección por recuento de bacterias de la cepa de desafío en bazo o hígado. Las 

cepas de desafío generalmente utilizadas son las cepas B. abortus 544 y 2308 (Nicoletti, 

1990). 

 

5. Vacunas para brucelosis 
 

Es sabido que la vacunación es esencial para controlar la brucelosis en el ganado 

bovino. Idealmente, una vacuna no debe producir enfermedad en el animal vacunado, 

debe ser no transmisible a otros animales, debe ser biológicamente estable y debe ser 

inocua para el humano. La inclusión de marcadores que la hagan distinguible de las 

cepas de campo la haría más ventajosa desde el punto de vista del diagnóstico y 

seguimiento (WHO, 1997). En el caso de la brucelosis, se han utilizado como vacunas 

cepas bacterianas atenuadas y proteínas propias de Brucella. La capacidad de que la 

vacuna sea capaz de inducir en forma preferencial una respuesta Th1 es un aspecto 

importante a considerar en el desarrollo de vacunas contra B. abortus (Oliveira y col., 

1996). 

En la actualidad, se están utilizando dos cepas lisas vacunales, S19 para ganado 

bovino y Rev1 para pequeños rumiantes, y una cepa rugosa, RB51 para los bovinos 

principalmente. Sin embargo, se sigue investigando sobre la generación de nuevas 

vacunas contra la brucelosis debido a varias desventajas de estas cepas. Más adelante se 
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detallan las características de las cepas vacunales actualmente en uso y los avances en el 

campo de la investigación de generación de nuevas vacunas. 

 

5.1. Cepas vacunales en uso 
 

5.1.1. Cepas lisas 
 
B. abortus S19 
 

Esta cepa fue aislada en 1923 por Buck a partir de un cultivo de leche de una vaca 

Jersey infectada. Después de un año de mantenimiento en medio sólido a temperatura 

ambiente la cepa resultó atenuada (Buck, 1930). 

Esta cepa tiene múltiples mutaciones que, en la mayoría de los casos, son difíciles de 

asociar a la atenuación. Se han identificado 24 posibles genes involucrados en la 

atenuación de los 263 que no son idénticos con respecto a alguna de las 2 cepas 

virulentas secuenciadas 2308 ó 9-941. De estos 24, cuatro son de particular relevancia. 

De ellos, uno codifica en las cepas virulentas para una proteína de membrana y tres para 

proteínas involucradas en el metabolismo o la captación del eritritol. La deleción del gen 

que codifica para la proteína de membrana también se encuentra en B. suis, indicando 

que es poco probable que esta deleción esté involucrada en la atenuación (Crasta y col., 

2008). 

El crecimiento de S19 se ve inhibido en presencia de eritritol, un hidrato de carbono 

que está presente en grandes cantidades en el tejido placentario de los rumiantes, el cual 

es utilizado por Brucella en preferencia a la glucosa. Esta cepa carece de la enzima D-

eritrulosa-1-fosfato hidrogenasa debido a una deleción en el locus ery (Sangari y col., 

1994). Esto provoca que se acumule el intermediario tóxico D-eritrulosa-1-fosfato lo 

cual a su vez reduce los niveles de ATP en presencia de eritritol, provocando una 

inhibición del crecimiento bacteriano (Sperry y Robertson, 1975). Esta incapacidad para 

catabolizar el eritritol es en parte responsable de la alteración de esta cepa, si bien no es 

el único factor. De hecho, esta alteración no está relacionado con la atenuación de la 

cepa en el modelo murino (Sangari y col., 1998). En el ratón, en el que el eritritol no es 

un componente principal de sus tejidos, una mutante knock out de la cepa 2308 

(∆eryCD) no muestra atenuación (Sangari y col., 1998). Estos resultados sugieren que 

S19 perdió algún otro factor esencial adicional, aún no conocido, para la virulencia en el 
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ratón (Crasta y col., 2008). También se postula que la deleción en el ORF que 

corresponde a BAB2_0376 en S19 codificaría para un putativo transportador de eritritol 

lo que contribuiría aún más en la incapacidad de S19 de catabolizar el eritritol (Crasta y 

col., 2008). 

Otras proteínas con posible relevancia en la atenuación de S19 incluyen cuatro 

proteínas involucradas en el transporte y metabolismo de lípidos, dos proteínas 

involucradas en la transcripción, dos proteínas de transporte, dos proteínas de 

membrana, y otras proteínas hipotéticas. Sin embargo, el rol de estas proteínas en los 

mecanismos de virulencia de Brucella no ha sido claramente establecido y es necesario 

hacer experimentos usando mutantes que no expresen dichas proteínas y estudiar las 

características de infección de las mismas en los huéspedes para poder tener mayor 

certeza de la función que cumplen (Crasta y col., 2008). 

B. abortus S19 es la cepa vacunal viva de mayor uso contra la brucelosis bovina. 

Confiere entre un 70-80% de protección contra el aborto y 50-60% contra la infección 

frente al desafío con cepas patógenas (García-Carrillo, 1980). La tasa de aborto causada 

por esta cepa es baja (menos de 1% en un ensayo realizado con más de 10.000 vacas con 

7 u 8 meses de gestación) (Moriyón y col., 2004). Su efectividad depende de la vía de 

inoculación, de la dosis, la edad del animal y de la prevalencia de la brucelosis en el 

rebaño vacunado (revisión en Schurig y col., 2002) 

B. abortus S19 mantiene las propiedades inmunogénicas y es estable. Pero tiene 

varias desventajas. Además de la ya mencionada potencialidad de inducir abortos, tienen 

virulencia residual en humanos (Moriyón y col., 2004). Además, si se vacunan animales 

adultos los anticuerpos generados interfieren con el diagnóstico de bovinos infectados 

(Moriyón y col., 2004). 

Con respecto al potencial desarrollo de nuevas vacunas utilizando la cepa vacunal 

S19, esta cepa tiene el atributo de su gran estabilidad, ya que no se han detectado 

reversiones a la cepa virulenta, y la ventaja de que existe una gran experiencia 

acumulada en diferentes modelos animales. 

S19 continúa siendo la vacuna de elección en nuestro país y en otros países de alta 

prevalencia. En EE.UU. su uso fue discontinuado a fines de la década del 90 para 

favorecer el uso de la cepa vacunal no reactiva serológicamente, RB51 (Ficht y col., 

2009). 
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B. melitensis Rev1. 
 

Esta es la cepa vacunal utilizada en la actualidad para pequeños rumiantes, cabras y 

ovejas, si bien su uso es cuestionado y no está permitido en algunas regiones libres de B. 

melitensis, como la Patagonia Argentina. La misma se obtuvo a partir de un aislamiento 

virulento de B. melitensis resistente a estreptomicina que luego de sucesivos pasajes 

resultó atenuada. Mantiene una virulencia residual considerable y puede ser abortiva 

cuando se administra a animales preñados (revisión en Blasco, 1997; Schurig y col., 

2002). Entre otras desventajas, se secreta en leche (Banai, 2002), puede provocar 

infección en humanos (revisión en Blasco, 1997) y es resistente a estreptomicina, uno de 

los antibióticos de elección para el tratamiento de la enfermedad en combinación con la 

tetraciclina (Moriyón y col., 2004). Al igual que S19, los anticuerpos producidos por 

esta cepa lisa también interfieren con el diagnóstico de ganado infectado con la cepa 

salvaje (revisión en Blasco, 1997; Nicoletti, 1990). Su uso está prohibido en áreas libres 

de B. melitensis, lo que genera un problema para el control de B. ovis (Blasco y Díaz, 

1993). 

 

5.1.2. Cepas rugosas 
 

Si se hacen sucesivos pasajes de cepas lisas in vivo o in vitro, se produce una 

disociación espontánea de S→R, en una frecuencia que depende de la cepa y las 

condiciones de crecimiento. Así se generaron las cepas rugosas 45/20 y RB51 (Moriyón 

y col., 2004). Otra metodología para obtener cepas rugosas es por medio de métodos de 

genética molecular como el uso de mutagénesis por transposones o deleción de genes 

que estén involucrados en la biosíntesis de S-LPS (Allen y col., 1998; Godfroid y col., 

1998; Ugalde y col., 2000). 

La ventaja principal de estas cepas es que no producen anticuerpos contra el antígeno 

O del LPS por lo que durante el diagnóstico se pueden diferenciar animales infectados 

de vacunados.  

La desventaja principal que se les atribuye a las cepas rugosas es su sobreatenuación 

y su rápida eliminación del animal, lo que puede resultar en un estímulo antigénico 

ineficiente (Moriyón y col., 2004) y en menor protección (Samartino, 2002). 
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B. abortus RB51. 
 

A partir de sucesivos pasajes de la cepa patógena B. abortus 2308 en un medio que 

contenía rifampicina y ampicilina, se obtuvo la cepa rugosa atenuada B. abortus RB51 

(Schurig y col., 1991). Esta cepa contiene el transposón IS711 espontáneamente 

insertado en el gen wboA que codifica para la enzima glucosiltransferasa, responsable de 

la síntesis de la cadena O (Vemulapalli y col., 2000b). Una mutante de B. abortus en 

wboA no es tan atenuada como RB51 y es más protectiva que RB51 en el modelo de 

ratón. La complementación de RB51 con wboA aumenta la expresión de la cadena O 

pero no restaura el fenotipo S (Vemulapalli y col., 2000b). Esta falta de 

complementación indicaría que otros genes involucrados en la síntesis de LPS estarían 

también alterados en su expresión en RB51 posiblemente por mutaciones adicionales 

aún no conocidas (Moriyón y col., 2004). Esta cepa es estable (Schurig y col., 1991) y 

en la actualidad se encuentra en uso en los EE. UU. y Chile mientras que en varios 

países está en proceso de evaluación. Sin embargo, su uso aún es controversial debido al 

menor resultado en la protección del ganado comparada con la cepa S19 (Samartino, 

2002). Además, no es capaz de proteger ovejas, bisontes, renos y en cerdos mostró 

resultados variados (revisión en Moriyón y col., 2004). Existen informes que indican 

que sería protectiva a la infección y transmisión vertical en ratas (Islam y col., 2009). 

Aunque RB51 tendría baja o casi ninguna virulencia en el hombre, se ha descripto por lo 

menos un caso de infección por RB51 en un veterinario, demostrado por aislamiento 

bacteriológico y tipificación de la cepa (revisión en Moriyón y col., 2004). Además, es 

resistente a rifampicina que es el antibiótico utilizado en casos particulares 

(embarazadas, niños, casos de neurobrucelosis). 

Sin embargo, hasta el momento es la única vacuna aprobada para bovinos adultos y 

por ello la incluimos en este estudio. 

 

5.2. Nuevas vacunas 
 
Vacunas atenuadas vivas. 
 

Una valiosa estrategia para la generación de nuevas vacunas es la obtención de cepas 

atenuadas mediante la mutación de factores de virulencia o de genes involucrados en 

procesos metabólicos de la bacteria. Como en todos los casos, se evalúa la virulencia 
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residual y se realizan ensayos de protección comparándolas con los niveles de 

protección de las cepas vacunales en uso. 

Hay pocos datos sobre mutantes en genes que codifican para factores de virulencia 

que hayan sido probadas en su capacidad protectiva en ratones; y de esas mutantes, los 

datos sobre su efecto protectivo en el hospedador natural aún son menores (para una 

revisión ver Ko y Splitter, 2003). 

Entre las mutantes que se han evaluado como vacuna viva podemos mencionar: una 

mutante de B. abortus en el gen que codifica para la proteína EXSA, que mostró menor 

supervivencia que la cepa salvaje pero con mayor capacidad protectiva que S19 y RB51 

(Rosinha y col., 2002); una mutante B. melitensis en el gen omp25 que es más atenuadas 

que Rev1, pero con igual capacidad protectiva en ratones contra una cepa patogénica de 

B. melitensis. Esta mutante tuvo, además, mayor capacidad protectiva contra B. ovis 

(Edmonds y col., 2002).  

También se realizaron experimentos con mutantes de la cepa vacunal B. abortus S19 

en los genes cgs (Briones y col., 2001), omp19 (previamente denominada bmp18) 

(Cravero y col., 1993; Campos y col., 2002), znuA (Yang y col., 2006), vjbR (Arenas-

Gamboa y col., 2009) y con una doble mutante purE-znuA (Yang y col., 2010). Todas 

estas mutantes confirieron una protección de niveles similares a la cepa vacunal S19, 

pero fueron más atenuadas en ratones.  

Otras mutantes generadas a partir de B. melitensis son una simple mutante en el gen 

bp26 y una doble mutante en bp26 y omp31 (Cloeckaert y col., 2004). Ambas fueron 

estudiadas en ovejas y cabras, y en los dos hospedadores se observó que las mutantes 

protegen contra B. melitensis, siendo la protección de la mutante en bp26 mayor que la 

de la doble mutante y de niveles similares a los generados por la cepa vacunal Rev 1 

(Jacques y col., 2007; Grilló y col., 2009). Por otro lado, se generaron mutantes de B. 

abortus en el gen bp26 y una doble mutante en bp26 y omp19 que mantuvieron niveles 

de protección similares a los de la cepa vacunal S19 en ratón (Campos y col., 2002). Sin 

embargo, en el caso de la mutante en omp19, con la cual se realizaron ensayos en su 

hospedador natural, el ganado bovino, se observó menor protección que S19 en 

contraposición a lo observado en el modelo murino (Fiorentino y col., 2008). 

Además, se ha desarrollado una mutante rugosa de B. abortus S2308 con disrupción 

del gen pgm, que codifica para fosfoglucomutasa, ∆pgm (Ugalde y col., 2000). La 

vacunación de ratones con la cepa ∆pgm generó una protección similar a la inducida por 



Introducción 

23 
 

S19. Se produjo una respuesta proliferativa de esplenocitos y un patrón de citoquinas 

típico de respuesta de tipo Th1. No se detectaron anticuerpos anti-antígeno O lo que 

daría una ventaja sobre la cepa vacunal S19 (Ugalde y col., 2003). En la actualidad, se 

están llevando a cabo estudios de esta nueva cepa como potencial vacuna en ganado 

bovino. 

 

Vacunas no-vivas 
 

Si bien las vacunas no-vivas son las más seguras ya que se evita la posibilidad de 

infección, son generalmente ineficientes para despertar una respuesta inmune mediada 

por células (IMC). Entre las vacunas no-vivas, se han ensayado vacunas inactivadas, 

vacunas subcelulares y vacunas basadas en ácidos nucleicos: 

 
• Cepas inactivadas: 

 
Debido a la falta de procesamiento y presentación de antígenos por la vía endógena, 

necesaria para la inducción de una respuesta Th1 y las células CD8+, las vacunas 

muertas no tienen la capacidad de promover niveles de protección adecuados frente a 

patógenos intracelulares.  

 
• Vacunas subcelulares: 

 
Se ha analizado la capacidad de varios antígenos y fracciones subcelulares (como 

membranas celulares, LPS liso y rugoso) de generar una respuesta inmune mediada por 

células. Entre los antígenos seleccionados se estudiaron: las lipoproteína de membrana 

OMP19 (Rossetti y col, 1991, Tibor y col., 1996) y su forma no lipidada, U-OMP19 

(Pasquevich y col., 2009 y 2011), la lipoproteína OMP16 (Pakevich y col., 2010), la 

proteína periplásmica P39, la proteína ribosomal L7/L12 (revisiones en Oliveira y col., 

2002 y Ko y Splitter, 2003) y OMP 31 (Cassataro y col., 2007a). También se han 

analizado proteínas de choque térmico como GroEL , GroES, HtrA  y UvrA,  todos 

altamente inmunogénicos en el transcurso de la infección con Brucella (Roop II y col., 

1994; Oliveira y col., 1996). Hasta el momento no hay resultados de niveles de 

protección similares a las vacunas tradicionales en ninguno de los casos. 
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• Vacunas ADN y ARN: 
 

El principio de esta metodología se basa en la expresión in vivo de algún antígeno 

seleccionado que inducirá una respuesta inmunológica protectiva. En el caso de la 

brucelosis, las vacunas de ADN estudiadas hasta el momento que indujeron un nivel 

significativo de protección en el modelo murino son las que contienen los genes que 

codifican para L7/L12, lumazina sintetasa y para OMP31 (Kurar y Splitter, 1997; 

Velikovsky y col., 2002, Cassataro y col., 2007b). También se describió que un 

plásmido ADN que codifica para la proteína SOD Cu/Zn (pcDNA SOD) promueve, en 

ratones, la producción de anticuerpos específicos contra la proteína recombinante rSOD, 

preferentemente del isotipo IgG2a sobre IgG1, lo que produce una respuesta 

proliferativa de células T con inducción de IFN-γ, pero no de IL10 e IL-4 característico 

de una respuesta de tipo Th1. Así, esta estrategia vacunal promovió una respuesta 

protectiva en ratones (Oñate y col., 2003). Además, los primeros ensayos en ganado 

sugieren que esta vacuna induce inmunidad mediada por células (Sáez y col., 2008). 

Las vacunas a ARN consisten en partículas virales suicidas del virus Semliki Forest 

(VSF), cuya secuencia contiene el gen que expresa para el antígeno seleccionado.  

Se ha evaluado la inducción de respuesta inmune y protección en un modelo murino, 

por un ARN recombinante que codifica para la proteína SOD Cu/Zn de B. abortus 

empaquetado en el interior de partículas suicidas del virus Semliki Forest (VSF-SOD), 

obteniéndose resultados similares a los obtenidos con el plásmido pcDNA SOD. La 

construcción generó una respuesta inmune de tipo Th1, con la inducción de 

proliferación de linfocitos T antígeno específica y activación de células T citotóxicas. 

Además, VSF-SOD fue protectivo en ratones (Oñate y col., 2005) y en ensayos en 

ganado bovino indujo inmunidad mediada por células (Sáez y col., 2008). 

 

6. Sistemas de expresión heteróloga con el fin de vacunación 
 

Las cepas atenuadas de las bacterias intracelulares como Salmonella typhimurium, 

Listeria monocytogenes, Shigella o Mycobacterium bovis BCG (BCG), y los vectores 

Vaccinia han sido estudiados por su potencial como vectores de expresión de antígenos 

heterólogos. La ventaja del uso de carriers vivos de antígenos es que generan tanto 

respuesta inmune humoral como mediada por células, los antígenos heterólogos no sólo 



Introducción 

25 
 

son conducidos a una vía de presentación correcta, si no que también generan un 

contexto de citoquinas adecuado para promover respuestas específicas contra el 

antígeno. Otra ventaja de estos sistemas es el bajo costo de producción que además 

facilita su aplicación en los programas de vacunación.  

 

Vectores virales 
 

Los virus se adhieren y penetran la membrana celular a través de receptores virales. 

Los virus pueden ser modificados como vectores para expresar antígenos de otros 

patógenos. Se presenta el antígeno heterólogo al sistema inmune en el contexto de una 

infección de forma tal que el sistema inmune responda al antígeno como un inmunógeno 

“vivo” y de esta forma se desarrolle tanto una respuesta humoral como celular ante la 

presencia del patógeno. El ADN viral es utilizado como molde para expresar las 

proteínas utilizando la maquinaria celular; y estas son transportadas a través de la vía 

endógena de las CPAs donde se asocian con las moléculas del MHC clase I y son 

presentadas a las células T CD8+ (Bona y col., 1998). 

Los vectores virales que se encuentran en estudio en la actualidad son el virus 

vaccinia (un proxvirus utilizado en el programa de inmunización que erradicó la viruela) 

y sus derivados, (para una revisión ver Pastoret y Vanderplasschen, 2003), avipoxvirus 

(canarypox y fowlpox) (Zanotto y col., 2010 y Pantaleo y col., 2010) y adenovirus (Liu, 

2010). Han sido utilizados para expresar antígenos de una variedad de virus animales 

como: hepatitis B, hepatitis C, stomatitis vesicular, herpes simplex, rabia, parainfluenza 

y HIV (Zanotto y col., 2010; Pantaleo y col., 2010). También han sido utilizados para el 

desarrollo de inmunidad antitumoral (Donson y Foreman, 1998). Otros vectores virales 

en estudio son los herpes virus simples (HVS) junto con sus derivados (para una 

revisión Griffiths y col., 2006). La principal limitación de estos vectores es la posible 

preinmunidad que pudiera existir, lo que debilitaría la efectividad del vector. También 

existe el temor de posibles integraciones al genoma. Con respecto a los adenovirus, se 

ha observado una reacción inflamatoria con el uso de los mismos (Bråve y col., 2005). 

Se han expresado varios antígenos de B. abortus usando al virus vaccinia como 

vector de expresión. Entre ellos se expresaron GroEL y GroES (Bae y col., 2002), la 

proteína ribosomal L7/L12 (Baloglu y col., 2005) y la superóxido dismutasa Cu/Zn 

(SOD) (Toth y col., 1995), pero su uso para vacunación no ha prosperado. 
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Vectores bacterianos 
 

Se han utilizado vehículos bacterianos vivos para inducir respuestas inmunes contra 

ellos mismos o contra los antígenos heterólogos que expresan. La existencia de cepas 

atenuadas, que establecen una infección limitada e “imitan” la enfermedad natural 

activando todas las vías del sistema inmune tanto a nivel de mucosas como sistémico, 

permite considerarlas como herramienta para el control de enfermedades y como posible 

vehículo de antígenos heterólogos (Drabner y Guzman, 2001; Medina y Guzman, 2000). 

Las bacterias más utilizadas son Listeria spp., Salmonella spp., Yersinia spp., Shigella 

spp. (las tres Gram negativas), y las Gram positivas Mycobacterium spp., Listeria 

monocytogenes y Bacterias Ácido-Lácticas (BAL), y todas han sido estudiadas como 

efectivos vectores de expresión (para una revisión referirse a Drabner y Guzman, 2001 y 

Detmer y Glenting, 2006). Dado el amplio espectro de respuestas que generan los 

vehículos bacterianos, se ha propuesto su utilización no sólo para prevenir enfermedades 

infecciosas, sino también para controlar varios problemas clínicos como: desordenes 

autoinmunes, alergias, cáncer, etc. (Drabner y Guzman, 2001). 

 A partir de mediados de los años 90s, también se han utilizado vectores bacterianos 

como transportadores de ácidos nucleicos (vacunas ADN) (revisión en Xiang y col., 

2010 y Drabner y Guzman, 2001; Sizemore y col., 1997). La bacteria se convierte 

solamente en un vehículo del ADN plasmídico, ya que el mismo contiene un promotor 

eucarionte. Este enfoque no sólo ha sido estudiado para el control de enfermedades 

infecciosas sino también como profilaxis contra el cáncer (Drabner y Guzman, 2001). 

 

7. Brucella abortus como sistema de expresión heteróloga 
 

A partir de mediados de los años 90, con el desarrollo de plásmidos replicativos en B. 

abortus (Kovach y col., 1994 y 1995), se ampliaron las perspectivas para el uso de este 

microorganismo como sistema de expresión heteróloga.  

Previamente a los primeros trabajos con B. abortus como sistema de expresión se 

había demostrado que este patógeno inactivado por irradiación puede ser utilizado como 

adyuvante de antígenos. Golding y colaboradores conjugaron gp120 recombinante de 

VIH-1 o un péptido derivado de la región variable 3 de gp120 (V3), obteniendo 

anticuerpos específicos en el modelo murino con preponderancia del isotipo IgG2a 
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(Golding y col., 1995); además, se observó que este microorganismo conjugado a otro 

péptido sintético derivado de la región V3 también genera una respuesta celular 

citotóxica (Lapham y col., 1996). 

En 1998, Comerci y colaboradores expresaron, por primera vez, un antígeno 

heterólogo en la cepa vacunal de B. abortus S19. En ese trabajo, desarrollaron un 

plásmido, en base al vector pBBR4MCS, que contiene la secuencia regulatoria y la 

secuencia del péptido señal del gen bcsp31 de Brucella. Se expresó establemente en 

dicho plásmido una quimera de un antígeno repetitivo de T. cruzi en fusión a este 

péptido señal, generándose una buena respuesta de anticuerpos específica contra la 

proteína heteróloga (Comerci y col., 1998). El objetivo de estos ensayos era la 

marcación de S19 de manera de poder distinguir la respuesta inmune contra las cepas de 

campo de Brucella de la respuesta contra la vacuna. 

Con la intención de aumentar la inmunogenicidad de la cepa vacunal RB51, se 

realizaron ensayos expresando la proteína HSP65 de Mycobacterium bovis y β-

galactosidasa de E. coli bajo el control de los promotores de sod y groE de B. abortus. 

Se detectó mayor expresión de β-galactosidasa bajo el promotor de groE y esta proteína 

generó una respuesta celular y de anticuerpos específica con un isotipo preferencial de 

IgG2a y liberación de IFN-γ, pero no de IL-4, ante la estimulación con la proteína 

recombinante. Este tipo de perfil de citoquinas, característico de una respuesta tipo Th1 

también se observó en las cepas RB51 recombinantes que expresaban únicamente 

HSP65. Estas recombinantes no se vieron afectadas en su atenuación aunque tampoco 

aumentó su capacidad protectiva contra la cepa salvaje de 2308 de B. abortus 

(Vemulapalli y col., 2000c). 

Más recientemente, y en paralelo con esta tesis, en la cepa RB51 también se 

expresaron individualmente distintos antígenos protectivos del parásito protozoario 

Neospora caninum como: MIC1, MIC3, GRA2, GRA6, GRA7 y SRS2. Luego de la 

inmunización con las cepas recombinantes, los linfocitos obtenidos de los bazos de los 

ratones inoculados secretaron altos niveles de IFN-γ e IL-10 ante su estimulación in 

vitro con antígenos provenientes de lisados totales de células de N. caninum. Se 

detectaron anticuerpos específicos del subtipo IgG1 e IgG2a en los sueros de los ratones 

inoculados. Además, se observó una protección completa en el grupo de ratones MIC1 y 

GRA6, y los grupos SRS2, GRA2 y MIC3 tuvieron una protección parcial cuando se los 

desafió con N. caninum, con una mortalidad del 10 al 50% (Ramamoorthy y col., 2007a; 
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Vemulapalli y col., 2007). Este grupo también observó que estas cepas inducen una 

protección sustancial contra la transmisión vertical de N. caninum en el modelo murino 

(Ramamoorthy y col., 2007b). 

 

8. Otros patógenos de interés veterinario 
 
8.1. Babesia bovis: Babesiosis bovina 
 

Las enfermedades transmitidas por garrapatas (ETG) son responsables de grandes 

pérdidas económicas debido a la pérdida de peso y la muerte por anemia del ganado en 

regiones tropicales y subtropicales en todo el mundo (Jonsson y col., 2008). La 

babesiosis y la anaplasmosis son los dos componentes del bien conocido síndrome 

"Tristeza Bovina", y ambas comparten características clínicas y epidemiológicas 

comunes, aunque los agentes causales presentan rasgos morfológicos, patogenicidad, 

ciclos de desarrollo, transmisión y susceptibilidad a las drogas diferentes. 

La tristeza bovina puede ser causada por hemoprotozoarios intra-eritrocítico del 

género Babesia (B. bigemina y B. bovis), como es el caso de la babesiosis (Hunfeld y 

col., 2008); o por Rikettsia como Anaplasma marginale que es responsable de la 

anaplasmosis. Ambas son transmitidas por garrapatas del género Boophilus, aunque 

Anaplasma spp. también puede transmitirse por garrapatas del género Dermacentor 

(revisión en Jonsson y col., 2008). 

Estas enfermedades se caracterizan por una lisis eritrocítica extensiva que lleva a la 

anemia, la ictericia y la muerte (Ristic y Carson, 1977). Los animales con infecciones 

persistentes son clínicamente sanos pero sirven como reservorios para la transmisión del 

organismo. 

En nuestro país, la zona endémica de la babesiosis se encuentra en el Noreste y 

Noroeste Argentino. El número de bovinos infectados con B. bovis o Anaplasma 

marginale alcanza los 9.900.000 animales, lo que constituye el 19% de la población 

bovina total del país. Las pérdidas directas y los costos para el tratamiento y la 

prevención de estas enfermedades se han estimado en 38,9 millones de dólares por año 

(Späth y col., 1994). 

Las medidas que se toman para el control de la enfermedad incluyen el control 

químico de las garrapatas, el tratamiento del ganado, vacunación y quimioprofilaxis 

(Jonsson y col., 2008). En la actualidad, el control químico de las garrapatas se 
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encuentra limitado por la existencia de vectores resistentes a acaricidas y por el temor de 

la existencia de residuos en la carne y en la leche (Shkap y col., 2007). Se necesita de la 

respuesta innata y adaptativa para controlar la infección por Babesia (Brown y col., 

2006a). Los mecanismos de la respuesta adaptativa serían por una respuesta rápida de 

las células de memoria y las efectoras T CD4+ que secretan IFN-γ, activando así a las 

células fagocíticas y estimulando la producción de anticuerpos por las células B (Brown 

y col., 2006a; Norimine y col., 2003). Se cree que la variación antigénica es la 

responsable de que el sistema inmune del hospedador sea incapaz de generar una 

respuesta protectiva fuerte (Allred y Al-Khedery, 2006). 

En la actualidad, se están utilizando en las áreas endémicas vacunas atenuadas contra 

B. bovis y B. bigemina que son relativamente eficientes y ofrecen razonables niveles de 

protección de largo plazo (Pérez de León y col., 2010). La vacuna más utilizada contiene 

eritrocitos parasitados con cepas de B. bovis y de B. bigemina atenuadas (Mangold y 

col., 1996). Sin embargo, estas vacunas son inseguras ya que son derivados de células 

sanguíneas bovinas lo que podría provocar la dispersión de otras enfermedades, dificulta 

su estandarización como vacuna, además existe el peligro de reversión a las formas 

patogénicas (Timms y col., 1990) y requieren cadena de frío para su conservación. 

Además, dificulta el diagnóstico dado que los animales se vuelven seropositivos con la 

vacunación y no pueden diferenciarse los animales vacunados de los infectados (Pérez 

de León y col., 2010). También existe un potencial riesgo de pérdida de la 

inmunogenicidad al mantenerlo in vitro por períodos largos (Bock y col., 2004). 

Se han realizado estudios de vacunas a subunidad en los últimos años, siendo RAP1 

el antígeno con el que se han obtenido mejores resultados. (Brown y col., 2006b, 

Normine y col., 2003; Wirght y col., 1992).  

 

Proteína asociada a roptria (RAP1, por su sigla en inglés) 
 

La proteína RAP1 de los complejos apicales de Babesia cumple con el requisito de 

contener epítopes tanto B como T conservados entre las diferentes cepas (Suárez y col., 

1998). Se ha descripto que este antígeno también se expresa en los esporozoitos y que 

anticuerpos específicos contra esta proteína inhiben la adhesión al eritrocito (Mosqueda 

y col., 2002). Aún no se conoce la función de esta proteína pero se especula que 

participa en los mecanismos de invasión del eritrocito. Se ha descripto que cuando se 
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inmunizan bovinos con RAP-1 los mismos desarrollan una parasitemia reducida luego 

del desafío cuando es comparado con bovinos controles sin inmunizar (McElwain y col., 

1991, Brown y col., 2006b). Sin embargo, los datos de la efectividad de esta proteína en 

su uso como vacuna a subunidad son controversiales ya que en otro trabajo se describe 

que a pesar de que el antígeno genera una respuesta inmune con inducción de IFN-γ y 

secreción específica de IgG contra RAP-1 o la mitad N-terminal de RAP-1, no genera 

una respuesta protectiva luego del desafío con B. bovis (Norimine y col., 2003). A pesar 

de los resultados controversiales, RAP1 es el antígeno mejor descripto hasta ahora y por 

esta razón fue elegido para ser expresado en B. abortus. 

 

8.2. Mycobacterium bovis: Tuberculosis bovina 
 

La tuberculosis bovina (TBb), causada por Mycobacterium bovis, es una zoonosis 

con distribución mundial. El ganado es el hospedador y reservorio principal de esta 

infección crónica, pero puede infectar a otras especies de mamíferos, entre ellos el 

humano (Chambers, 2009). Las principales rutas de infección en el hombre son el 

consumo de productos lácteos no pasteurizados y el contacto con animales enfermos. M. 

bovis generalmente se transmite por vía aérea. 

Argentina cuenta con 48 millones de bovinos (SENASA, 2010) y se estima que la 

prevalencia media de la TBb sería de 0,9 % (Dubarry, 2005). Esta infección está 

distribuida sobre la mayor parte del territorio y 38% de los rodeos tienen uno o varios 

bovinos que dan positivos al ensayo de la tuberculina. El porcentaje de bovinos con 

lesiones compatibles con tuberculosis detectadas en frigorífico fluctuó de 6 a 0,9 % 

durante las últimas 2 décadas (Torres, 2009; SENASA, 2010). La presencia de la TBb 

amenaza al desarrollo de la industria ganadera y lechera afectando el comercio 

internacional. Por esta razón, es esencial el control y la erradicación de esta enfermedad. 

Está establecido que la inmunidad a la tuberculosis es desarrollada a través de la 

respuesta inmune mediada por células (IMC), en la cual la acción cooperativa de células 

T antígeno específicas y los macrófagos controlan en definitiva la infección por 

inhibición del crecimiento de las micobacterias contenidas en los fagolisosomas. La 

modulación de la actividad de los macrófagos por las células T es mediada por un 

conjunto de citoquinas secretadas, que es complejo y coordinado, y que incluye INF-γ, 

factor de necrosis tumoral−α (TNF-α) e IL-2. Todas ellas son moléculas requeridas para 
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la inducción de una potente actividad microbicida. Las células T CD4+ sensibilizadas 

secretan INF-γ que activa a los macrófagos para expresar actividad antimicobacteriana. 

La activación de células T CD4+ y el reclutamiento de células T CD8+ al sitio de la 

infección junto con la producción de citoquinas proinflamatorias contribuyen al 

mantenimiento de la respuesta inmune adquirida. 

Al igual que en otras infecciones de tuberculosis, la TBb es principalmente una 

infección del sistema respiratorio (Allen y col., 2010). El ganado probablemente se 

infecte con M. bovis a través de la inhalación de aerosoles. La infección ocurre primero 

en los macrófagos alveolares y probablemente en las células dendríticas intersticiales 

(Banchereau y col., 2000), donde las células de M. bovis son capaces de sobrevivir, 

replicar y dispersarse hacia otros sitios (Abadie y col., 2005). 

Se ha demostrado que para que una respuesta inmune sea efectiva contra la 

tuberculosis, se necesita principalmente el desarrollo de una respuesta inmune mediada 

por células (IMC) tipo Th1 (revisión en Andersen, 1997). La producción de citoquinas 

como el TNF-α e IL-12 por parte de las células dendríticas (CDs) o los macrófagos 

infectados con M. tuberculosis o M. bovis participan en el desarrollo de las células Th1 

(revisión en Andersen, 1997). Por el contrario, la respuesta Th2 inducida por la 

infección con M. bovis contrarresta la respuesta Th1, conteniendo las respuestas IMC y 

aumentando las respuestas humorales a medida que la enfermedad progresa. La 

respuesta Th2 se caracteriza por la producción de citoquinas tales como IL-4, IL-5 e IL-

10. Los estudios de tuberculosis sugieren que el balance entre las respuestas Th1/Th2 

determina el progreso y la aparición de la enfermedad (Thacker y col., 2007; Villarreal-

Ramos y col., 2006; Blanco y col., 2009). 

La vacuna corrientemente usada contra la tuberculosis humana (TB), el bacilo de 

Calmette-Guérin (BCG), es una vacuna viva atenuada derivada de M. bovis. BCG 

protege contra las formas severas de la enfermedad en niños (Eisenhut y col., 2009), 

pero falla en proteger contra formas pulmonares en adultos en países donde la 

enfermedad es endémica. La eficacia de esta vacuna en adultos varía entre 0 y 80% 

(Brewer, 2000). 

Por otro lado, el uso de BCG como vacuna para el control de la TBb ha sido resistido 

por dos razones principales. Primero, aunque es segura, existen dudas significativas de 

la eficacia de la vacunación con BCG (McNair y col., 2007). Segundo, una vacunación 

efectiva con BCG podría interferir con la detección de animales infectados con M. bovis, 



Introducción 

32 
 

comprometiendo así los programas de erradicación de la tuberculosis en el ganado 

bovino. Debido a esto último, el desarrollo de un nuevo sistema de diagnóstico que 

permita diferenciar los animales vacunados de los infectados deberá acompañar a la 

generación de una nueva vacuna viva contra la TBb. Así, con la erradicación de la TB 

en el horizonte, el desarrollo de nuevas vacunas con mejor protección que BCG es una 

necesidad de urgencia. 

En los últimos 10 ó 15 años, se ha realizado un considerable avance en la generación 

de nuevas vacunas contra la TB humana, muchas de las cuales se encuentran en la fase 

clínica de investigación (revisión en Parida y Kaufmann, 2010) gracias al alto 

financiamiento de estos estudios. El desarrollo de vacunas para el ganado bovino se ha 

beneficiado enormemente a partir de estos avances, y en la actualidad hay diversas 

vacunas candidatas, incluyendo vacunas a base de proteínas adyuvantes, basadas en 

vectores virales y vacunas de micobacterias atenuadas que han sido ensayadas en 

bovinos. Ninguna de ellas ha mostrado por ellas mismas mayor inducción de protección 

que BCG (Buddle, 2010). Las vacunas más prometedoras en bovinos son las que 

constan de un refuerzo (boost) heterólogo que combinan vacunas BCG–DNA (Skinner y 

col., 2003; Maue y col., 2007), BCG–proteína (Wedlock y col., 2005 y 2008) o BCG–

vector viral (Vordermeier y col., 2009) (para una revisión ver Buddle y col., 2011). 

El diagnóstico de la enfermedad se basa en tuberculina, PPD (sigla en inglés de 

derivado proteico purificado), y además en alguno países se utiliza el Bovigam que 

cuantifica liberación de IFN-γ  (Lange y col., 2009). 

Uno de los planes de control de la TBb es el de llevar a cabo un ensayo PPD y la 

subsiguiente eliminación del animal infectado. Esta metodología ha sido eficaz en la 

erradicación en algunos países, pero su resultado fue parcial en regiones que tienen un 

reservorio silvestre de animales infectados. Por otra parte, esta metodología resulta muy 

cara y es inaceptable en territorios subdesarrollados o en vía de desarrollo (Buddle y 

col., 2003). 

Los antígenos protectivos estudiados son principalmente los antígenos identificados 

del filtrado de cultivo (CFP, de las siglas en inglés): ESAT 6, CFP 10, TB10.4, MPB83, 

MPB70, MPB63, MPB64, Ag85A y Ag85B (Dietrich y col., 2006; Wiker, 2009, Delogu 

y Fadda, 2009); de los cuales se detalla más adelante MPB83. Por otra parte, también se 

han estudiado los antígenos asociados a membrana HSP65 y HBHA (Delogu y Fadda, 

2009). 
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Más recientemente, los avances en el estudio de ESAT 6 y Ag85 por separado o en 

combinación demostraron que son antígenos muy prometedores (Delogu y Fadda, 

2009). 

 

MPB83 
 

MPB83 es un antígeno sero-dominante en el ganado infectado con M. bovis (Wiker y 

col., 1996). Es una lipoproteína glicosilada que es procesada por la peptidasa de señal II 

y se localiza en membrana (Hewinson y col., 1996), posiblemente a través de la 

interacción de su residuo lipídico ubicado en el N-terminal con la membrana de la 

micobacteria. En SDS-PAGE seguido de Western blot, en los extractos totales de las 

micobacterias se detectan dos bandas una de 26 kDa y otra de 23 kDa que es secretada 

en micobacterias (Harboe y col., 1998) y se postula que serían diferentes formas 

glicosiladas (Wiker y col., 1996). No se conoce cuál sería la función de esta proteína. 

Se sabe que este antígeno induce una respuesta humoral y celular en infecciones 

experimentales en varios modelos animales y en infecciones naturales en humanos 

(Harboe y col., 1995; Wiker y col., 1996) y se lo considera un importante candidato para 

el desarrollo de vacunas (Delogu y Fadda., 2009). Se han realizado ensayos en ganado 

utilizando ADN que codifica para este antígeno y para MPB70. Los resultados de 

protección contra la cepa virulenta resultaron poco alentadores (Wedlock y col., 2003), 

pero los resultados mejoraron al inocular simultáneamente ADN que codifica para 

MPT64 y Ag85B (Cai y col., 2004). 

 

Tabla 0.2: Características de las especies de microorganismos utilizadas en este trabajo 
 Distribución 

geográfica 
Huéspedes Tropismo celular Enfermedad Principal vector 

B. abortus 
Todo el 
mundo 

ganado 
bovino 

macrófagos y otras 
células fagocíticas 
no profesionales 

Brucelosis 
bovina 

_ 

M. bovis 
Todo el 
mundo 

ganado 
bovino 

macrófagos y otras 
células fagocíticas 
no profesionales 

Tuberculosis 
bovina (TBb) 

_ 

B. bovis 
Trópico y 
subtrópico 

ganado 
bovino, 
venado 

eritrocitos Babesiosis Boophilus 
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9. Selección de antígenos 
 

Debido a la respuesta inmune celular que despierta B. abortus, la misma es 

considerada una candidata atractiva para la expresión de antígenos de otros patógenos 

que requieren para su control la intervención de una vía inmunológica equivalente a la 

que desencadena Brucella (Comerci y col., 1998). Con el objeto de validar a B. abortus 

S19 como un vehículo de expresión de antígenos heterólogos in vivo que sea capaz de 

dirigir la respuesta inmune hacia un perfil del tipo protectivo, en este trabajo de tesis se 

seleccionaron antígenos de Mycobacterium bovis como modelo de bacteria intracelular 

(MPB83) y Babesia bovis como protozoario (RAP1). 

Si bien se ha reportado anteriormente el uso de Brucella como sistema de expresión 

heteróloga, en el presente estudio hemos ahondado en la caracterización de este sistema 

para la generación de vacunas multivalente al evaluar el efecto que produce la 

localización subcelular del antígeno heterólogo en Brucella sobre la respuesta inmune 

inducida. Asimismo, se estudia la respuesta mediada por células generada. Hasta el 

momento, se ha publicado sólo un trabajo con S19 como vector de expresión (Comerci 

y col., 1998). Todos los otros estudios reportados fueron realizados en RB51. Dado que 

en nuestro país se utiliza como vacuna la cepa S19, resulta importante profundizar el 

estudio de esta cepa, que a su vez luego puede servir como modelo para otras. Por otro 

lado, en este trabajo se hace hincapié en antígenos de sumo interés en la salud ganadera 

de nuestro país, como es el caso de la babesiosis y la tuberculosis bovina.  

 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hipótesis 
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La cepa vacunal de Brucella abortus S19 utilizada como vector de 

expresión de antígenos heterólogos genera una respuesta inmune tipo 

Th1 específica contra estos antígenos, sin verse afectadas las 

características de infección y protección de la cepa en el modelo 

murino. 
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Objetivo General 

 

Desarrollar cepas de Brucella abortus S19 que expresen antígenos de patógenos de 

interés veterinario y evaluar su utilización para inducir una respuesta inmune tipo Th1 

adecuada contra el antígeno heterólogo, así como contra Brucella, en un modelo animal 

de experimentación.  

 

Objetivos específicos:  

 

1. Desarrollar plásmidos que permitan la expresión de los genes mpb83 de 

Mycobacterium bovis y rap1 de Babesia bovis en Brucella abortus bajo distintos 

promotores. 

 

2. Generar cepas recombinantes de B. abortus S19 que expresen en forma estable y 

en diferentes contextos de presentación los antígenos heterólogos MPB83 de M. 

bovis y RAP1 de B. bovis.  

 

3. Analizar la capacidad de las cepas recombinantes de Brucella de inducir 

respuesta inmune específica para los distintos antígenos en animales de 

experimentación. 
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1 Materiales Biológicos y Químicos 
 
1.1 Cepas 
 
Las cepas de E. coli y B. abortus utilizadas en este trabajo se detallan a continuación: 

 
Tabla 1: cepas utilizadas en este trabajo 
 

Cepas Genotipo/características Procedencia 
   
Escherichia 
coli DH5αααα 

F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 
nupG Φ80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169, 
hsdR17(rK- mK+), λ– 

Gibco 

   
Escherichia 
coli BL21 

E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal 
[malB+]K-12(λ

S) 
Invitrogen 

   
E. coli XL1-
blue 

endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 
F'[ ::Tn10 proAB+ lacIq ∆(lacZ)M15] hsdR17(rK

- 
mK

+)  
 

Stratagene 

Brucella 
abortus 2308 

Cepa de referencia, virulenta.  Cepario del 
laboratorio 

   
Brucella 
abortus S19 (S) 

Cepa lisa vacunal, atenuada Cepario del 
laboratorio 

   
Brucella 
abortus RB51 
(R) 

Cepa rugosa vacunal, atenuada Cepario del 
laboratorio 

   
Brucella 
abortus S19 
p26::MPB83 
(Sp26-83) 

Cepa atenuada conteniendo el plásmido p26-83 
integrado al genoma (Knr). 

Este trabajo 

   
Brucella 
abortus S19 
p83 (Sp83) 

Cepa atenuada conteniendo el plásmido 
replicativo p83 (Knr) 

Este trabajo 

   
Brucella 
abortus S19 
pomp19-83 
(Spomp19-83) 

Cepa atenuada conteniendo el plásmido 
replicativo pomp19-83 (Ampr). 

Este trabajo 

   
Brucella 
abortus S19 

Cepa atenuada conteniendo el plásmido pRAP 
(Knr) 

Este trabajo 
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Cepas Genotipo/características Procedencia 
pRAP 
(SpRAP) 
   
Brucella 
abortus S19 
pomp19-RAP 
(Spomp19-
RAP) 

Cepa atenuada conteniendo el plásmido pomp19-
RAP (Ampr) 

Este trabajo 

   
Brucella 
abortus RB51 
pRAP 
(RpRAP) 

Cepa atenuada conteniendo el plásmido pRAP 
(Knr) 

Este trabajo 

   
Mycobacterium 
bovis AN5 

Cepa de referencia, virulenta cepario del 
laboratorio 

 
 
 
 
1.2 Oligonucleótidos 
 

Empleando las herramientas del sitio web JustBio (www.justbio.com) de acceso libre 

de Internet se realizaron los diseños de oligonucleótidos para las reacciones de 

amplificación en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando el programa Primer3, así 

como el análisis de sitios de restricción en las secuencias. 

Los oligonucleótidos se adquirieron de la firma Alpha DNA 

(http://www.alphadna.com, orders@alphadna.com). Los mismos se detallan en el 

siguiente cuadro: 
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Tabla 2: Oligonucleótidos empleados en este trabajo 
 
 

Oligonucleótidos Secuencia (orientación 5’-3’) Utilidad/Blanco de restricción 
pomp19f gaattcCATTCTTCCTGCGGCTTT Amplificación por PCR de la región 

promotora del gen omp19 de B. 
abortus para subclonar en 
pBBR1MCS4. (EcoRI) 

pomp19r accggtGCCTTTCTGCACCGTGCCTGC 
 

Amplificación por PCR de la 
región promotora del gen omp19 de B. 
abortus para subclonar en 
pBBR1MCS4. (AgeI) 

p2683f gcgcgcATGATCAACGTTCAGG Amplificación por PCR del gen mpb83 
de M. bovis para subclonar en 
pBBR1MCS2 y en pKS26 (BssHII) 

p2683r gcgcgcGAGGCAAACCGCCTACAC Amplificación por PCR del gen mpb83 
de M. bovis para subclonar en 
pBBR1MCS2 y en pKS26 (BssHII). 

p1983f ctgcagcGATGATCAACGTTCAGGC Amplificación por PCR del gen mpb83 
de M. bovis para subclonar en pomp19 
(Pst1). 

p1983r ctgcagGAGGCAAACCGCCTACAC Amplificación por PCR del gen mpb83 
de M. bovis bovis para subclonar en 
pomp19 (Pst1). 

prapf aagcttAGAATCATTAGCGGCGTTG 
 

Amplificación por PCR del gen rap1 
de B. bovis para subclonar en 
pBBR1MCS2 (HindIII). 

prapr tctagaTCAGAGGTATCCGGCGGT Amplificación por PCR del gen rap1 
de B. bovis para subclonar en 
pBBR1MCS2 (XbaI). 

p26rapstf gcgcgcGCTTTCGCCACAATCAGAGAGT Amplificación por PCR del gen rap1 
de B. bovis, sin la secuencia que 
codifica para la región de membrana, 
para subclonar en p∆26 (BssHII) 

p26rapstr gcgcgcTCAGAGAGGTATCCGGCGGT Amplificación por PCR del gen rap1 
de B. bovis para subclonar en p∆26 
(BssHII). 

p19rapstf ctgcagGCTTTCGCCACAATCAGAGA Amplificación por PCR del gen rap1 
de B. bovis. Para subclonar en pomp19 
(PstI). 

p19rapstr ctgcagTCAGAGAGGTATCCGGCGGT Amplificación por PCR del gen rap1 
de Babesia bovis para subclonar en 
pomp19 (PstI). 
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Los sitios de restricción incorporados a los oligonucleótidos que fueron utilizados en 

este trabajo se encuentran subrayados; en mayúsculas, las secuencias complementarias 

al gen a amplificar; en negrita se señalan los codones de iniciación (ATG) y el triplete 

complementario a los codones de terminación. 

En la reacción de PCR se utilizó como templado el ADN genómico de: 

 B. abortus S19. 
 M. bovis AN5, cedido por el Dr. Ángel Cataldi. 
 B. bovis R1A, provisto por el Dr. Ignacio Echaide. 
 
 
1.3 Plásmidos 
 
En la siguiente tabla se detallan los plásmidos utilizados en el presente trabajo: 
 
 
Tabla 3: Plásmidos usados en este trabajo 
 

Plásmido Resistencia/
origen de 

replicación 

Descripción Referencia 

    
pGEM-T Easy 
vector 

Ampr 
ColE1 

Plásmido comercial para clonado de 
productos de amplificación por taq. 

Promega 

    
pGE19-83 Ampr 

ColE1 
Plásmido pGEMT-Easy vector con 
fragmento de 0,71 kb que contiene el 
gen mpb83 de M. bovis amplificado 
con los oligonucleótidos 
p1983f/p1983r a partir de ADN 
genómico de la cepa de referencia M. 
bovis AN5 clonado. 

Este trabajo 

    
pGE26-83 Ampr 

ColE1 
Plásmido pGEM-T Easy vector con 
fragmento de 0,71 kb que contiene el 
gen mpb83 de Mycobacterium bovis 
amplificado con los oligonucleótidos 
p83f /p83r a partir de ADN genómico 
de la cepa de referencia M. bovis 
AN5 clonado. 

Este trabajo 

    
pGE-rap 
 
 

Ampr 
ColE1 

Plásmido pGEM-T Easy vector con 
fragmento de 1,68 kb que contiene el 
gen rap1 de B. bovis amplificado con 
los oligonucleótidos prapf / prapr a 
partir de ADN genómico de B. bovis 
clonado. 

Este trabajo 
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Plásmido Resistencia/
origen de 

replicación 

Descripción Referencia 

    
pGE-26rapst 
 
 

Ampr 
ColE1 

Plásmido pGEM-T Easy vector con 
fragmento de 1,54 kb que contiene el 
gen rap1 de B. bovis, sin la secuencia 
que codifica para la señal de 
transmembrana. Amplificado con los 
oligonucleótidos p26rapstf / 
p26rapstr a partir de ADN genómico 
de B. bovis clonado. 

Este trabajo 

    
pGE-19rapst Ampr 

ColE1 
Plásmido pGEM-T Easy vector con 
fragmento de 1,54 kb que contiene el 
gen rap1 de B. bovis amplificado con 
los oligonucleótidos p19rapstf / 
p19rapstr a partir de ADN genómico 
de B. bovis clonado. 

Este trabajo 

    
pBBR1MCS2 Kanr 

Amplio 
rango 

Plásmido replicativo para Brucella 
spp. 

Kovach y col., 
1995 

    
pBBR1MCS4 Ampr 

Amplio 
rango 

Plásmido replicativo para Brucella 
spp. 

Kovach y col., 
1995 

    
pomp19 Ampr 

Amplio 
rango 

Plásmido pBB1RMC4 con fragmento 
de 0.4 Kb conteniendo el promotor y 
la secuencia que codifica para 
extremo N-terminal de OMP19 
(replicativo para Brucella spp). 

Sabio y García y 
col., 2007 y este 
trabajo 

    
pKS26 Kanr 

ColE1 
Plásmido pBK (vector comercial de 
clonado, Stratagene) con fragmento 
de 4,7 kb EcoRI del plásmido p26DL 
(Campos, 2002) que contiene el gen 
luc clonado en el sitio BssHII de 
bp26. 

Campos y col., 
2002 y 2003, 
Boschiroli y 
col., 1997 

    
p83 Kanr 

Amplio 
rango 

Inserto de 0,7 kb conteniendo el gen 
mpb83 proveniente de pGE26-83 y 
clonado como fusión en el sitio 
EcoRI del plásmido pBBR1MCS2. 

Sabio y García y 
col., 2010 

    
pomp19-83 Ampr 

Amplio 
rango 

Plásmido pomp19 con inserto de 0,7 
kb conteniendo el gen mpb83 
proveniente de pGE19-83 y clonado 
como fusión en el sitio PstI. 

Sabio y García y 
col., 2010 
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Plásmido Resistencia/
origen de 

replicación 

Descripción Referencia 

    
p26-83 Kanr 

ColE1 
Plásmido pKS26 con inserto de 0,4 
kb conteniendo el gen mpb83 
proveniente de pGE26-83 y clonado 
como fusión en el sitio BssHIl.  

Sabio y García y 
col., 2010 

    
pRAP  Kanr 

Amplio 
rango 

Plásmido pBBR1MCS2 con inserto 
de 1,68 kb conteniendo el gen rap1 
proveniente de pGE-rap y clonado 
como fusión en el sitio HindIII/XbaI. 

Sabio y García y 
col., 2008 

    
pomp19-RAP Ampr 

Amplio 
rango 

Plásmido pomp19 con inserto de 1,54 
kb conteniendo el gen rap1 
proveniente de pGE19-rapst y 
clonado como fusión en el sitio PstI. 

Sabio y García y 
col., 2008 

 
 
1.4  Anticuerpos  
 

Los antisueros policlonales primarios de conejo contra BP26 y OMP19 fueron 

obtenidos en nuestro laboratorio (Boschiroli y col., 1995; Rossetti y col., 1991) y ambos 

fueron utilizados en diluciones de 1/200. 

Los anticuerpos policlonales anti-MPB83 y anti-MPB70 (que cruza con MPB83) y el 

monoclonal anti-MPB83 fueron donados por Harald Wiker. Los sueros policlonales se 

usaron en diluciones de 1/200 y el monoclonal 1/100. 

Mab BABB75A4, anticuerpo monoclonal especifico contra RAP1 de B. bovis fue 

cedido por Dr. Carlos Suárez del Animal Disease Research Unit, USDA Agricultural 

Research Service, Pullman, Washington y se usó 1/200. 
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1.5 Buffers y otras soluciones 
 
Tabla 4: Soluciones utilizadas en este trabajo 
 

Nombre Composición Uso 
   
Solución I de miniprep Tris-HCL 25mM pH 8, EDTA 10 

mM glucosa 50 mM 
Aislamiento de ADN 
plasmídico 

   
Solución II de miniprep NaOH 0,2 N, SDS 1% Aislamiento de ADN 

plasmídico 
   
Solución III de miniprep Acetato de potasio 3M Aislamiento de ADN 

plasmídico 
   
Buffer de siembra DNA Azul de bromofenol 0,5%, 

glicerol 25% 
Preparación de muestras de 
DNA para su análisis en geles 
de agarosa. 

   
Buffer TAE 1x Tris-acetato10 mM; EDTA 1 

mM, pH 8 
Electroforesis en geles de 
agarosa. 

   
Buffer de muestra de proteínas Tris-HCl 100 mM pH 6,8, SDS 

2%, β- 
Mercaptoetanol 2%, glicerol 
20%, azul de 
Bromofenol 0,2%, EDTA 25 mM 

Preparación de muestras de 
proteínas para su análisis en 
SDS-PAGE 

   
Buffer de 
electroforesis 5X 
(Laemmli) 

Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 
250 mM, SDS 20 0,1% 

Buffer para SDS-PAGE 

   
Buffer de 
transferencia 

Buffer Laemmli suplementado 
con metanol al 20% 

Transferencia de proteínas a 
membrana de PVDF con 
método semiseco 

   
Azul de Coomasie 0,05% Coomasie Brillant Blue R250 

0,05%, ácido acético 10% 
Tinción de proteínas 

   
Solución de lavado de Coomasie Metanol 50%, ácido acético 10% Lavado del exceso de Coomasie 

Blue  
   
Solución Rojo Ponceau Rojo Ponceau 0,1% (Sigma), 

acético glacial 5% 
Verificación de transferencia de 
las proteínas a la membrana  
 

   
TBS-leche 5% Tris-HCl 20 mM pH 8, NaCl 150 

mM, leche descremada en polvo 
5% 

Solución de bloqueo y 
dilución de anticuerpos para 
ensayos de Western blot 
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Nombre Composición Uso 
   
Buffer BREFA Tris-HCl 100mM pH 9,5, NaCl 

100 mM, MgCl2 5mM 
Lavado de membrana en el caso 
de usar anticuerpos conjugados 
a fosfatasa alcalina 

   
Solución de revelado de BREFA 10 ml buffer BREFA, 66 µl NBT 

50 mg/ml en dimetilformamida 
70% y 33 µl BCIP 50 mg/ml en 
dimetilformamida 100% 
(Promega)  

Revelado de membrana en el 
caso de usar anticuerpos 
conjugados a fosfatasa alcalina 

   
PBST PBS 1X, 0,05% de Tween 20, pH 

7,2 
Solución de lavado del 
ensayos de ELISA 

   
PBS-SFB PBS 1X, FBS 10%, pH 7 Solución de bloqueo y 

dilución de anticuerpos para 
ensayos de ELISA 

   
Solución de revelado ABTS 0,04M en buffer citrato 

pH 5 y H2O2 1 mM 100 vol. 
Solución de revelado de ELISA 
(no IFN-γ) 

   
TBS 1x Tris-HCl 50 mM, NaCl 50 mM, 

pH 7,5 
Lavado de células 

 
2 Métodos microbiológicos 
 
2.1 Medios y condiciones de cultivo 
 

Las cepas de Escherichia coli se crecieron en medio Luria Bertani (LB) con 

agitación constante (200 rpm) o en LB solidificado con 1,5% de agar (DIFCO). 

Las cepas de Brucella se crecieron en Tryptic Soy Broth (TSB) (DIFCO) con 

agitación constante (200 rpm). El medio sólido utilizado fue agar triptosa (TA) 

(DIFCO). En todos los casos las bacterias se crecieron a 37 ºC. 

Los antibióticos utilizados en este trabajo y sus concentraciones se detallan a 
continuación: 
 
 
Tabla 5: Antibióticos utilizados en este trabajo 

 

 

Concentración Antibiótico o droga Origen 
E. coli B. abortus 

Ampicilina (Amp) USB 100 g/ml 10 µg/ml 
Kanamicina (Kn) Sigma 50 µg/ml 25 µg/ml 
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2.2 Transformación de E. coli y selección de los vectores recombinantes 
 

En todos los casos, se transformaron 50 µl de E. coli competentes obtenidas por el 

método de incubación en cloruro de calcio y congelado para su almacenamiento a – 70 

ºC (Sambrook y col., 1989) con 5 µl del producto de ligación. Se introdujo el ADN 

plasmídico mediante choque térmico a 42 ºC y luego se recuperaron las bacterias y se 

plaquearon en medio de cultivo sólido suplementado con los correspondientes 

antibióticos y 40 µl 2% X-gal (5-bromo-4cloro-3indolil-β−D-galactósido), 40 µl de 

IPTG 100 mM (Ispropil-1tio-β-D-galactósido) en el caso de selección por α-

complementación. El análisis de la obtención de los plásmidos recombinantes deseado 

se realizó mediante minipreparaciones de ADN plasmídico de las colonias resistentes a 

antibióticos y por el análisis en geles de agarosa de los fragmentos generados por la 

digestión de estos plásmidos con enzimas de restricción o por PCR de colonias con 

oligonucleótidos específicos. 

 

2.3 Transformación de B. abortus 
 

En todos los casos la metodología utilizada para la transformación de B. abortus fue 

electroporación. 

 

2.3.1 Preparación de B. abortus electrocompetentes 
 

Se inocularon 100 ml de TSB con 1 ml de cultivo saturado de B. abortus S19 o 

RB51, según correspondiese. Se cultivó con agitación constante a 37 ºC hasta llegar a 

OD600nm=0,5. El erlernmeyer conteniendo las bacterias se enfrió por 15 min en hielo; y 

posteriormente, se centrifugó el cultivo a 7.000 rpm a 4 ºC durante 15 min Se descartó 

el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en 50 ml de H2O apirogénica estéril. 

Estos lavados se repitieron 3 veces. En el último lavado las bacterias se resuspendieron 

en 2 ml de H2O apirogénica estéril y esta resuspensión se fraccionó en volúmenes de 50 

µl y se guardaron a -70 ºC hasta ser utilizadas. 
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2.3.2 Electroporación y selección de recombinantes de B. abortus 
 

Se descongelaron las bacterias en baño de hielo. Se pusieron en contacto 50 µl de 

bacterias competentes junto con 0,5 a 1 µg de ADN (~1µg/µl) durante 5 min en hielo. 

Luego se lo colocó en cubetas de electroporación de 0,2 cm preenfriadas y estériles. El 

pulso aplicado para la electroporación fue de 25 µF, 2,5 kV (12,5 kV/cm) y 400Ω. El 

electroporador utilizado fue Gene Pulser/Pulse controller (BioRAd). Inmediatamente 

después de la electroporación, se agregó 1 ml de medio SOC (BRL-Bethesda) y se 

cultivaron las bacterias a 37 ºC a agitación constante (300 rpm) durante 6 a 16 h. 

Posteriormente, las bacterias se sembraron en placas de agar triptosa (TA) 

suplementadas con el antibiótico correspondiente para la selección y se aislaron las 

bacterias transformadas. 

 

2.4 Identificación de recombinantes y mutantes de B. abortus por PCR en 
colonias 
 

Para la identificación de las colonias recombinantes o mutantes de B. abortus 

conteniendo los genes heterólogos en estudio, ya sea en los plásmidos recombinantes o 

incorporados en el genoma por un evento de recombinación, se realizó PCR de colonias. 

Se picaron al azar 10 colonias y se formó una suspensión celular con cada una de ellas 

en 100 µl de ddH2O estéril. Se realizó un choque osmótico por congelamiento a -70 ºC y 

calentamiento a 100 ºC repetido 3 veces. Posteriormente, se centrifugaron a 10.000 rpm 

5 min y 5 µl del sobrenadante se utilizaron como fuente de ADN en reacciones de 

amplificación de volumen final 50 µl, utilizando los oligonucleótidos específicos de 

cada antígeno con ciclos de amplificación de 94 °C, 2min; 30 x (94 °C, 1 min; 58 °C, 1 

min; 72 °C, 1 min); 72 °C, 10 min. 

 

3 Análisis de ADN 
 
3.1 Aislamiento de plásmidos 
 

Para el aislamiento de los plásmidos a partir de E. coli se utilizó el método de lisis 

alcalina (Sambrook y col., 1989), usándose columnas de intercambio iónico de Qiagen o 

el kit Wizard de mini o midipreps (Promega). 
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3.2 Enzimas de restricción y modificantes 
 

Estas enzimas se utilizaron según las recomendaciones de los proveedores (NEB y 

Promega). Se usaron los buffers, temperaturas y tiempos de incubación 

predeterminados. 

 
3.3 Electroforesis en geles de agarosa 
 

La concentración de la agarosa fue de entre 0,7 y 2% según el tamaño del fragmento 

de restricción o amplificación a analizar. A las muestras de ADN se les agregó 1/10 del 

volumen del sembrado de buffer de siembra y se procedió con la siembra en geles de 

agarosa con bromuro de etidio (0,5 µg/ml). La corrida se hizo a temperatura ambiente en 

TAE a 5-10 V/cm. Se visualizaron las bandas por fluorescencia al UV. Los marcadores 

utilizados fueron ladder de 100 pb y de 1kb (Promega). Los geles se documentaron 

usando un equipo Fotodyne y el programa Collage 3.0 PWR-Mac. 

 

3.4 Aislamiento de fragmentos de interés de geles de agarosa 

 
Se realizaron los aislamientos de los fragmentos de ADN de los geles de agarosa 

utilizando el kit de Purificación de geles de agarosa de Qiagen o GeneClean (Promega), 

siguiendo las indicaciones del proveedor. 

 

3.5 Ligación 
 

Para realizar las reacciones de ligación de fragmentos de ADN, a una mezcla que 

contenía al menos 50 ng de plásmido vector y una molaridad entre 1 a 5 veces mayor de 

fragmentos de ADN del inserto se le agregó 1 unidad de T4 ADN ligasa (NEB). Se usó 

el buffer del proveedor. La incubación se realizó durante 16 h a 4 ºC en un volumen 

final de 10 µl. 

 
4 Análisis de proteínas  
 
4.1 Producción de proteínas recombinantes (rRAP-1, rMPB83) en E. coli 
 

Se transformaron células competentes E. coli BL21 (Invitrogen) con los plásmidos 

pBAD/thioTOPO-rap-1 (Santangelo y col., 2007) o pRSET-MPB83 (cedido por el Dr. 
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Ángel Cataldi). La expresión de la proteína 6His-rRAP-1 se indujo mediante arabinosa 

0,1% (3 h, 37 ºC), y la de 6His-rMPB83 con el uso de isopropil-b-D-

tiogalactopiranosido (IPTG) (16 h, 37 ºC). Las células fueron precipitadas por 

centrifugación suave (5000 rpm por 10 min), resuspendidas en buffer fosfato salino 

(PBS) y se homogeneizaron mediante 3 ciclos de sonicación (200–300W, 10 s cada uno) 

manteniéndolas en frío. El lisado se centrifugó para precipitar los restos celulares y las 

proteínas recombinantes, RAP-1 y MPB83 fueron purificadas mediante columnas de 

afinidad con resina de Ni (Probond, Invitrogen), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Todos los pasos de purificación fueron evaluados por SDS-PAGE, seguido 

de tinciones con Coomassie Blue. La concentración de proteínas se determinó usando el 

kit Micro BCAProtein Assay Reagent (Pierce). 

Las proteínas recombinantes se trataron con polimixina B sefarosa (Sigma-Aldrich) 

con la finalidad de eliminar el potencial LPS de E. coli contaminante. 

 

4.2 Expresión y localización subcelular de la proteína heteróloga en E. coli y B. 
abortus 
 
4.2.1 Expresión de los antígenos heterólogos 
 

Para la obtención de proteínas totales tanto de E. coli como de B. abortus, los 

cultivos crecidos a saturación se precipitaron por centrifugación suave (3000 rpm, 5 

min). El sedimento celular fue resuspendido en 100 µl de agua y 100 µl de buffer de 

muestra. Las muestras se hirvieron durante 10 min y posteriormente fueron 

centrifugadas durante 10 min a 12000 rpm para separar los restos insolubles 

correspondientes a la envoltura celular. Este extracto así obtenido fue cargado 

directamente en geles de SDS-PAGE para su análisis, o se congelaron a -20 ºC hasta ser 

usadas. Las cepas de Brucella se inactivaron previamente por calentamiento 1 h a 60 ºC. 

La ausencia de viabilidad luego de la inactivación fue corroborada por la falta de 

crecimiento en agar triptona. 

 

4.2.2 Localización subcelular de las proteínas heterólogas 
 
4.2.2.1 E. coli 
 

Las cultivos de E. coli (50 ml) crecidos a fase exponencial fueron sometidos a una 

centrifugación suave y resuspendidos en PBS. La suspensión celular fue sonicada 
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mediante 2 pulsos de 30 s–1 min a 18 µm de amplitud en un sonicador Branson Sonifier 

250 (VWR Scientific) (potencia: máxima; intensidad: alta; frecuencia de ciclo: 0,5 s). 

Posteriormente a la lisis, se obtuvieron los sobrenadantes libres de células mediante 

centrifugación a alta velocidad a 13.000g por 10 min a 4 ºC. Este sobrenadante se 

ultracentrifugó a 61.000g por 1 h a 4 ºC (Beckman Coulter Optima L-100 XP 

Ultracentrifuge) separando así las fracciones de membrana y citoplasma. La fracción 

insoluble fue resuspendida en un volumen igual a la fracción soluble del buffer usado. 

La concentración de las fracciones fueron determinadas usando el Micro BCAProtein 

Assay Reagent Kit (Pierce). Las fracciones se procesaron como en el caso de las 

proteínas totales antes de ser sembradas en geles de poliacrilamida y transferidas a 

membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) para su posterior análisis mediante Western blot. 

 

4.2.2.2 B. abortus 
 

Los cultivos de B. abortus (50ml) se crecieron durante 16 h a 37 °C hasta fase 

exponencial y luego se inactivaron por calentamiento 1h a 60 ºC. Se centrifugaron y se 

realizaron dos lavados, del precipitado celular, con PBS frío. Luego se resuspendieron 

los precipitados en 1 ml del mismo buffer y se transfirieron a tubos de 2 ml conteniendo 

cuentas de zirconium de 0,1 mm (Bio 101). Se disgregaron las células usando un 

Ribolyser (Bio 101 Savant) a una velocidad de 6,5 (4 ciclos de 30 s cada uno, con 

enfriamiento en hielo entre cada ciclo). Luego de la lisis, los sobrenadantes libres de 

células fueron colectados por centrifugación a 13.000g por 10 min a 4 ºC. La 

concentración de las fracciones de las rS19 se determinó usando el Micro BCAProtein 

Assay Reagent Kit. Las fracciones se sembraron en geles de poliacrilamida y se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa para ser analizadas por Western blot. 

 

4.3 Tratamiento con globomicina 
 

Para evaluar la inhibición del procesamiento proteico por acción de la peptidasa señal 

II, se trataron cultivos líquidos de B. abortus y E. coli con, o sin, globomicina. La 

globomicina, que fue provista por M. Inukai, Sankyo Co. (Tokyo, Japan), se disolvió en 

etanol en una concentración final de 2% y se utilizó a 100 µg/ml en cultivos crecidos en 

la fase exponencial. Como control negativo se trató un cultivo con etanol 2%. Los 

cultivos de B. abortus y E. coli se incubaron por 12 h o 6 h, respectivamente. Se 
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centrifugaron, se realizaron lavados con PBS y se resuspendieron en buffer de muestra. 

Las fracciones se sembraron en geles de poliacrilamida y se transfirieron a membranas 

de nitrocelulosa para análisis por Western blot. 

 

5 Western blot 
 
5.1 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida 
 

Se usaron geles de poliacrilamida de distintas concentraciones dependiendo la 

proteína a analizar: 10% para RAP; 12,5% para BP26 y 15% para MPB83 y OMP19 (o 

BMP18). Los geles utilizados fueron en general minigeles (8 x 8). Se usó una relación 

de acrilamida: bisacrilamida de 30:0,8. Se corrieron en buffer Laemmli a 100V 

(aproximadamente 40 mA iniciales) durante 2 h. 

Terminada la corrida, la visualización de las proteínas fue realizada mediante tinción 

con Azul de Coomassie y posterior lavado con metanol 45%, acético 10%; o bien, se 

electrotransfirieron las proteínas a membranas de nitrocelulosa utilizando buffer 

Laemmli suplementado con 20% de metanol, durante 2 h a 200 mA o 16 h a 100 mA. 

La correcta transferencia se confirmó por tinción de la membrana con una solución de 

Rojo Ponceau 0,1% (SIGMA) en ácido acético glacial 5%. 

 

5.2 Inmunodetección 
 

Las membranas se bloquearon incubándolas a temperatura ambiente durante 1 h en 

una solución TBS-leche 5%. Se incubó la membrana 1 h con el primer anticuerpo según 

la dilución especificada en cada caso. Se lavó la membrana 3 veces con TBS-0,05% 

Tween 20 durante 10 min a temperatura ambiente cada vez. Se incubó 1 h con el 

segundo anticuerpo anti IgG de ratón o de conejo según correspondiera. El segundo 

anticuerpo conjugado a peroxidasa de rabanito en el caso de los ensayos de RAP1 y 

BP26 y con fosfatasa alcalina para el resto. Se incubó 1 h a temperatura ambiente y se 

repitieron los lavados. Se reveló con una solución que contiene 1 volumen de 4-cloro 

naftol (3 mg/ml en metanol), 5 volúmenes de H2O y 1:1000 de H2O2 al 30% en el caso 

de que el segundo anticuerpo estuviera conjugado a peroxidasa. En el caso de 

anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina el último lavado se realizó con el buffer 

BREFA por 10 min y se reveló en la solución que contiene BCIP/NBT (Promega). 
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6 Ensayos en ratones 
 
6.1 Animales de laboratorio 
 

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, 

provenientes del bioterio del CICVyA-Castelar. 

Los ensayos de respuesta inmune de las cepas recombinantes que expresan RAP se 

realizaron en colaboración con el grupo del Dr. Sergio Costa Oliveira en Brasil. Los 

ratones fueron cedidos por la Universidad Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo 

Horizonte, Brasil. 

 

6.2 Estimación de la virulencia residual de las cepas recombinantes S19 y RB51 y 
estabilidad de las construcciones 
 

Se inocularon intraperitonealmente grupos de ratones de 6 a 8 semanas con 1x106 

unidades formadoras de colonia (UFC) de las distintas cepas S19 de Brucella en 200 µl 

de PBS o con PBS solo. A distintas fechas post inoculación, se sacrificaron 5 ratones 

por grupo y se obtuvieron muestras de sangre del seno retroorbital en los casos en que se 

analizaron los sueros. El suero se obtuvo por incubación de la sangre durante 2 h a 37 

ºC, luego se centrifugó a 2.000g por 15 min, se fraccionó el suero y se guardó a -20 ºC 

para los análisis posteriores. En el caso de las cepas RB51 se utilizaron 1x108 unidades 

formadoras de colonia (UFC). 

Se extrajeron los bazos, se pesaron y se procedió a cortarlos en 2 mitades. Una de las 

mitades fue homogeneizada en 5 ml de solución salina (PBS) estéril y se determinó el 

número de bacterias por bazo por diluciones seriadas de los homogenatos y plaqueo en 

TA con los antibióticos de selección correspondientes o sin antibiótico para la 

determinación de la estabilidad de los plásmidos. Las placas se incubaron a 37 ºC por 72 

h y luego se procedió a contar las colonias para determinar las UFC por bazo. La otra 

mitad de los bazos se reservó para ensayos de respuesta celular (ver 6.4). 

 

6.3 Respuesta humoral en ratones BALB/c 
 
6.3.1 Detección de anticuerpos anti-proteína heteróloga por Western blot 

 
Para el análisis de la reactividad de los sueros de ratones se corrieron proteínas de 

sobrenadantes de cultivo de M. bovis o extractos de B. bovis en geles preparativos de 
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SDS-PAGE. También se corrieron las proteínas recombinantes RAP1 y MPB83 

obtenidas a partir de E. coli. Se transfirieron los geles a membranas de nitrocelulosa y se 

cortaron las membranas en tiras de 0,5 mm de ancho para su posterior confrontación con 

los sueros de los ratones. Se formaron pooles con los sueros de los ratones de cada 

grupo por cada tiempo de muestreo. La dilución de los pooles de suero fue de 1/100 en 

TBS con 5% de leche descremada. Se usó como segundo anticuerpo un anticuerpo 

monoclonal antiIgG de ratón o de conejo conjugado a fosfatasa alcalina en una dilución 

de 1:2000. 

 

6.3.2 Detección de anticuerpos anti-RAP1 por ELISA 
 

Se utilizó como antígeno la proteína recombinante RAP1 (rRAP1) purificada a partir 

de E. coli. La concentración de proteínas totales en los extractos de sobrenadante y 

precipitado de E. coli y B. abortus fue determinada utilizando el kit comercial Micro 

BSA Protein Assay Reagent Kit (Pierce). Se sensibilizaron placas de poliestireno de 96 

pocillos (Nunc-ImmunoTM con superficie MaxiSorpTM (Nunc)) con 0,5 µg de rRAP1 

disuelto en 100 µl buffer de carbonato (pH 9,6) en un volumen de 100 µl y se incubaron 

por 16 h a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 0,05% y se bloqueó por 1 h 

con 100 µl una solución de bloqueo (suero fetal bovino, 2%, en una solución de PBS). 

Se incubó el suero de los ratones a una dilución de 1/100 (50 µl por pocillo) en solución 

de bloqueo durante 2 h a 37 °C. Se incluyó control positivo, control negativo y blanco 

(sólo solución de bloqueo). Se lavaron las placas 6 veces con PBS-Tween 20 0,05% y 1 

vez con PBS. Como segundo anticuerpo, se dispensaron 100 µl de anticuerpos de cabra 

anti-IgG de ratón, anticuerpos de conejo anti-IgG1 o anti-IgG2 de ratón conjugado a 

peroxidada (HRP) (Promega Biosciences Inc.) en una dilución 1:2000 en solución de 

bloqueo y se incubaron las placas a 37 °C durante 2 h, tiempo después del cual fueron 

lavadas con PBS-Tween 20 0,05% 3 veces y 2 veces con PBS. Para revelar, se agregó en 

cada pocillo 100 µl de solución de revelado (0,04 M ABTS en buffer citrato pH 5 y 1 

mM H2O2 100 vol.) y las placas fueron mantenidas en oscuridad por un periodo de 20-

30 min, la reacción se detuvo añadiendo 50 µl de H2S04 2,5 N y las placas se leyeron en 

un espectrofotómetro para placas de ELISA a una D.O. de 405 nm. Todas las reacciones 

se hicieron por duplicado. 
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6.4 Respuesta celular en ratones BALB/c 
 
6.4.1 Preparación de cultivos de esplenocitos 
 

Se maceraron las mitades de los bazos en PBS 1X usando una jeringa de tuberculina 

sin aguja. Se prepararon las suspensiones celulares por medio de pasajes sucesivos por 

la jeringa. Posteriormente a la lisis de los eritrocitos, se determinó la concentración y la 

viabilidad de los esplenocitos por medio de tinción con Trypan Blue y recuento usando 

una cámara de Neubauer. En placas de 96 wells (pocillos), se incubaron un total de 

2X105 esplenocitos/pocillo (resuspendidos en 1 ml de medio RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute medium) 1640 medium (Gibco) suplementado con 10% suero fetal 

bovino, 100 U de penicilina/ml y 100µg de estreptomicina/ml) a 37 ºC en 5% CO2 con 

diferentes estímulos: 1 ó 5 µg de rMPB83 o rRAP1, 0,5 µg de concanavalina A, 5 µg de 

extracto crudo de B. abortus S19 inactivado por calor o RPMI 1640 solo. Luego de 72 

h, se colectó el sobrenadante con el fin de determinar la producción de IFN-γ. Los 

ensayos se hicieron por triplicado. 

 

6.4.2 Detección de IFN−γ−γ−γ−γ por ELISA 
 
La detección de IFN-γ se realizó por ELISA de captura (Mouse IFN-γ ELISA Kit, 

OptEIA™, BD Pharmingen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Brevemente, 

se sensibilizaron placas (BD Falcon™ ELISA) con 100 µl del anticuerpo de captura 

anti-IFN γ (clon R4-6A2) en buffer carbonato, se incubaron las muestras provenientes 

de los sobrenadantes de los cultivos de esplenocitos estimulados y los correspondientes 

estándares. Se expusieron las muestras al anticuerpo de detección anti-ratón biotinilado 

(BD Pharmigen) junto al reactivo de SAv-HRP y se reveló utilizando el set BD 

Pharmingen™ TMB Substrate Reagent Set. Se mantuvieron las placas en oscuridad por 

un periodo de 20-30 min y la reacción se detuvo añadiendo 50 µl de H2S04 2.5 N. Se 

hizo una lectura a 450 nm y otra a 570 nm, para corrección de la primera. El límite 

menor de detección de este sistema es de 0,7 pg/ml. 
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6.5 Protección contra el desafío con una cepa patógena de B. abortus 
 

Se utilizó el modelo de protección estándar para B. abortus (Boschiroli y col., 1997). 

Se inocularon intraperitonelamente ratones BALB/c con 1x105 UFC de las distintas 

recombinantes de B. abortus S19 o B. abortus S19 en 200 µl de PBS y con PBS como 

control negativo. A distintos tiempos posinoculación, grupos de 5 ratones por grupo 

fueron sacrificados y se determinó el número de UFC en el bazo por homogeneización 

como se indicó en 6.2. También se determinó la presencia de esplenomegalia inducida 

en cada grupo por peso de los bazos. 

A las 8 semanas posinoculación, los ratones fueron desafiados con 5x104 UFC de B. 

abortus 2308 (cepa virulenta). A las dos semanas posdesafío, 5 ratones de cada grupo 

fueron sacrificados y se procesaron los bazos como se indicó anteriormente. Para 

diferenciar B. abortus 2308 de las recombinantes S19 se plaqueó la suspensión 

esplénica en TA y TA suplementado con el antibiótico de selección correspondiente o 

con 0,1% de eritritol (que permite el crecimiento de S2308 pero no de S19) (Sangari y 

col., 1998). Después de 72 h a 37 ºC se observaron las colonias y se determinó el 

número de UFC de S2308 por bazo. 

 

7 Bioinformática  
 
7.1 Secuencias 
 

Se accedió a las secuencias de bp26 y omp19 de B. abortus, rap1 de B. bovis y 

mpb83 de M. bovis por medio de los programas del sitio NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), 

(www.ebi.ac.uk) y/o (www.genome.jp).  

 

7.2 Estudio de promotores 
 

Por medio de algoritmos de redes neuronales, desarrollado en la Universidad de 

Berkley (USA), que permiten la predicción de una secuencia determinada se realizó el 

análisis del promotor de omp19. Se puede acceder a este programa en el sitio de Internet 

www.fruitfly.org de acceso libre. 
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8 Análisis estadístico 

 
El peso de los bazos y el recuento de bacterias en el bazo fueron analizados, debido a 

la gran dispersión observada en los datos, por el test no paramétrico KruskaleWallis 

seguido de un test de comparación múltiple de datos. 

Para los datos de ELISA y de producción de IFN-γ se realizaron análisis de varianza 

y las medias fueron comparadas con el test de Tukey. 

Todos los análisis de significancia estadística se realizaron utilizando el programa 

GraphPad InStat. 
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Resultados 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Construcción de vectores de expresión para 
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Construcción de vectores para la expresión de las proteínas heterólogas en 
Brucella abortus: 
 
A. Vectores replicativos 
 
A.1 En citoplasma  
 

La serie de vectores de expresión utilizados o desarrollados para esta tesis se 

seleccionaron con el fin de expresar los antígenos heterólogos seleccionados en distintas 

localizaciones subcelulares (citoplasma, membrana externa, periplasma), y así analizar 

cuál despertaría la mejor respuesta inmunológica. Para la expresión de los antígenos 

heterólogos en citoplasma de Brucella, se utilizó del plásmido pBBR1MCS-2 (Kovach y 

col., 1995) de amplio rango de hospedador, resultando la expresión como fusión a los 

primeros aminoácidos de β-galactosidasa. Este plásmido es replicativo en B. abortus. 

En la figura I.1 se esquematiza la construcción general de los plásmidos derivados de 

este vector. 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura I.1: Esquema de la construcción de los plásmidos pGH: p83, prap: El gen 
heterólogo mpb83 se clonó en el sitio EcoRI y el gen rap1 en los sitios HindIII/XbaI del 
plásmido replicativo pBBR1MCS-2. GH: gen heterólogo 
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A.2 En asociación a la membrana 
 

Con el propósito de expresar los antígenos asociados a la membrana externa de B. 

abortus, se generó un vector replicativo derivado de PBBR1MCS-4 conteniendo el 

promotor y la región que codifica para los primeros aminoácidos de la proteína OMP19. 

Este vector se denominó pomp19 (Figura I.2). El gen omp19 de B. abortus expresa una 

lipoproteína asociada a membrana externa (Tibor y col., 1996). 

 

 

 

 

 

 

Figura I.2: Esquema de los plásmidos pomp19-GH (representa a los plásmidos 
pomp19-RAP, pomp19-83). Para ambos genes se utilizó el sitio de corte PstI. 
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Las secuencias que codifican para los antígenos heterólogos se clonaron en el sitio 

PstI y como fusión al aminoterminal de la proteína OMP19, que llevan las señales de 

anclaje a membrana y el sitio de lipidación. De esta manera las proteínas quiméricas 

quedarían asociadas a membrana externa y lipidadas. Estos clonados se esquematizan en 

la figura I.2 (plásmido pomp19-GH que representa a ambos plásmidos: pomp19-83 y 

pomp19-RAP). 

 

B. Vector integrativo 
 
B.1 En región periplásmica  

 
En trabajos anteriores de nuestro laboratorio se habían diseñado varios plásmidos no 

replicativos en B. abortus conteniendo el gen bp26 de B. abortus delecionado en 555 pb 

en su región codificante (pKS26) (Campos y col., 2002 y Boschiroli y col., 1997). Este 

vector tiene origen de replicación ColE1 lo que le confiere un rango de hospedador 

restringido y no puede replicar en Brucella, por lo que si el plásmido no se integra al 

cromosoma, se pierde en las sucesivas divisiones celulares. BP26 es una proteína 

periplásmica fuertemente inmunogénica. Mutantes knock out para bp26 de B. abortus 

S19 y de B. melitensis Rev1 mostraron las mismas características protectivas que las 

cepas parentales (Fiorentino y col., 2008; Jacques y col., 2007). En base a estos 

resultados previos y con el fin de expresar las proteínas heterólogas a partir de un gen 

integrado al cromosoma, se decidió hacer las construcciones en fusión a BP26.  

Se construyeron distintos plásmidos, todos ellos manteniendo la región codificante 

para su péptido señal e incluyendo su región promotora. Los genes heterólogos fueron 

clonados de manera tal que la proteína quimérica se exprese en fusión a la secuencia 

señal de traslocación a periplasma. Si bien se ensayaron numerosas estrategias con 

distintos vectores, es interesante remarcar que la única construcción lograda es la que se 

esquematiza a continuación en la figura I.3. 
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Figura I.3: Esquema del plásmido p26-83: p26-83 derivado de pKS26. Se utilizó 
el sitio BssHII como sitio de clonado. 
 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II  

Brucella abortus como vector de expresión 
de antígenos de protistas parásitos 

(Babesia bovis) 
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Tristeza bovina 
 

Como se mencionó en la introducción general, la babesiosis es una de las 

enfermedades transmitidas por garrapatas (ETG) que está involucrada en el conjunto de 

enfermedades que causan la denominada Tristeza Bovina y produce pérdidas 

económicas importantes. En la actualidad no existen vacunas mundialmente aceptadas 

para esta enfermedad (Späth y col., 1994; Kocan y col., 2010). En nuestro país, la 

vacuna más utilizada contiene eritrocitos parasitados con cepas de B. bovis y de B. 

bigemina atenuadas en su patogenicidad (Mangold y col., 1996).  

Los mecanismos de la respuesta adaptativa contra Babesia serían por una respuesta 

rápida de las células de memoria y las efectoras T CD4+ que secretan IFN-γ, activando 

así a las células fagocíticas y estimulando la producción de anticuerpos por las células B 

(Brown y col., 2006a; Norimine y col., 2003), por esta razón el uso de B. abortus como 

sistema de expresión de antígenos de Babesia es prometedor.  

Para este estudio se seleccionó el antígeno RAP1 (Figura II.0) de Babesia bovis, que 

es el antígeno mejor caracterizado y con el que se han obtenido mejores resultados en 

ensayos de vacunas a subunidades (Brown y col., 2006b, Normine y col., 2003; Wirght 

y col., 1992). RAP1 de B. bovis es una proteína de 60 kDa que se localiza en la 

superficie apical y dentro de la roptria del merozoito 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.0: Estructura esquemática de RAP1 de B. bovis. RAP1 consiste en una 
región N-terminal (aminoácidos 1 al 316) y una región C-terminal (aminoácidos 317 al 
565) que contiene repeticiones en tándem de secuencias aminoacídicas degeneradas. Las 
flechas indican los epítopes T (de Norimine y col., 2002). 
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1. Obtención de cepas recombinantes de Brucella que expresen RAP1 
 
1.1. Clonado del gen rap1 y expresión de las proteínas quiméricas ββββgal-RAP, 
BP26-RAP y OMP19-RAP. 
 

Con la finalidad de expresar RAP1 en diversos contextos de presentación antigénica, 

este antígeno se expresó como fusión a los primeros aminoácidos de la enzima β-

galactosidasa de E. coli y de BP26 y OMP19, de B. abortus. 

La secuencia completa del gen rap1 fue amplificada por PCR a partir de ADN de B. 

bovis R1A (Figura II.1 a) y clonada en pBBR1MCS-2 (Kovach, 1995) como fusión a los 

primeros aminoácidos de β-galactosidasa de Escherichia coli con el objetivo de que sea 

expresado en el citoplasma bacteriano. Se analizó la expresión de RAP1 en la cepa de E. 

coli por medio de Western blot revelado con un anticuerpo monoclonal anti-RAP. 

Posteriormente, se seleccionó un clon que expresaba la proteína de fusión, se extrajo el 

plásmido recombinante y se confirmó la construcción por secuenciación. A este 

plásmido se lo denominó pRAP y con él se transformaron por electroporación bacterias 

de la cepa S19 de B. abortus obteniéndose la cepa SpRAP. La expresión fue confirmada 

por Western blot (Figura II.2). Se detectó una banda de peso molecular aparente de 66 

kDa (βgal-RAP1) en extractos totales de las cepas de rS19 (Figura II.a calle 3). 

Con el objetivo de expresar la proteína en un contexto asociado a membrana a través 

de un residuo lipídico, lo que podría llegar a otorgarle mayor inmunogenicidad al 

antígeno heterólogo, RAP1 sin su región transmembrana se expresó como fusión a los 

primeros aminoácidos de la proteína de membrana externa OMP19 de B. abortus, 

incluyendo el péptido señal y la señal de lipidación de OMP19. Para esto, se clonó el 

gen rap1 en el vector replicativo pomp19 (Sabio y García, 2008; y esta tesis) como 

fusión a los primeros 38 aminoácidos de la proteína de membrana externa OMP19 

(Figura I.2, capítulo I). Se detectó la expresión de la proteína quimérica en E. coli. La 

construcción fue confirmada por secuencia del plásmido recombinante obtenido. Con 

este plásmido se trasnformaron bacterias B. abortus S19 por electroporación y se 

confirmó por Western blot la expresión de la proteína de fusión en las bacterias 

obtenidas (Figura II.2). Se selecciónó una de las colonias y se la denominó Spomp19-

RAP. Se detecó una banda de peso molecular aparente de 62.5 kDa (OMP19-RAP1) en 

extractos totales de las cepas de rS19 (Figura II.2 a calle 5). 

Para la expresión de RAP como fusión a BP26 de B. abortus, se amplificó el gen 
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rap1 sin la secuencia correspondiente al péptido señal (Figura II.1 b). Este amplicón fue 

clonado en el plásmido integrativo ∆3.1, derivado de pBR322, que contiene el promotor 

y la secuencia que codifica para la proteína periplásmica BP26 de B. abortus con una 

deleción de 500pb (Campos y col., 2002). No se pudo lograr el clonado del gen bajo este 

promotor, encontrándose el gen en todos los casos en la orientación inversa. Se intentó 

clonar el gen rap1 bajo el promotor lacZ, con la secuencia Shine Delgarno (SD) del gen 

bp26 y la secuencia codificante al péptido señal de BP26, pero todos los clones 

resultantes tenían rap1 en la orientación inversa. Esto nos hizo suponer que, o bien la 

fusion BP26-RAP1 es tóxica para E. coli o la secuencia SD incluída es la responsable de 

la toxicidad. Para descartar esta última posibilidad, se realizaron nuevas construcciones 

sin la secuencia SD de bp26, pero tampoco fue posible el clonado en estas condiciones.  

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

Tanto para la quimera βgal-RAP1 como para OMP19-RAP, se detectó degradación 

de la proteína quimérica. Lo mismo se observó cuando se expresaron estas proteínas en 

E. coli (no se muestran los datos). Aparentemente, RAP1 fusionada a los primeros 

aminoácidos de OMP19 sería más estable ya que se puede observar menor degradación 

Figura II.1 Análisis en agarosa al 1,5% de productos de amplificación por PCR 
obtenidos con (a) los oligonucleótidos prapf y prapr para amplificar el gen rap1 
completo. 1: amplificación sobre extracciones de ADN de B. bovis; 2: control negativo 
amplificación sin DNA; 3: marcador de peso molecular 1 kb (Promega) y (b) los 
oligonucleótidos p26rapstf y p26rapstr para amplificar el gen rap1 sin la secuencia 
que codifica para la región transmembrana. 1: marcador de peso molecular 1 kb 
(Promega); 2: amplificación sobre extracciones de ADN de B. bovis; 3: control negativo 
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de la proteína en este caso. 

Dado que para el control de la babesiosis existe gran interés en poder vacunar 

también animales adultos, se evaluó la expresión de RAP en RB51. En este caso, se 

utilizó el plásmido pRAP. Al igual que con la cepa B. abortus S19, RAP1 pudo ser 

expresada, aunque los niveles de expresión fueron menores y el Western blot tuvo que 

ser revelado por quimioluminiscencia. En este caso también se observó degradación de 

la quimera βgal-RAP1 (Figura II.2 b). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
1.2. Localización subcelular de OMP19-RAP y ββββgal-RAP en S19 
 

Con el objetivo de determinar la localización subcelular de las proteínas heterólogas 

en S19, se realizó un fraccionamiento subcelular de ambas cepas, SpRAP y Spomp19-

RAP. Sorprendentemente, el fraccionamiento reveló que RAP1 se localiza en asociación 

a la membrana en ambos casos: como fusión a OMP19 (Figura II.3 a) y a β-

galactosidasa (Figura II.3 b). Posiblemente esto se deba a propiedades intrínsecas de 

RAP1. La pureza de la fracción de membrana se confirmó por la detección de OMP19 

Figura II.2. Análisis de la expresión de RAP1 en B. abortus S19 y B. abortus 
RB51. Western blot realizado en membranas de nitrocelulosa con extractos proteicos 
totales revelado con anticuerpos anti-RAP1 (anticuerpo monoclonal MoBAB75A4), 
dilución 1:200. (a) S19. Las calles corresponden a extractos proteicos totales de: 1. 
Sp, 2. Spomp19, 3. SpRAP, 4. rRAP y 5. Spomp19-RAP. (b). RB51. Las calles 
corresponden a extractos proteicos totales de: 1. Rp, 2. RpRAP 1, 3. RpRAP 2, El 
peso molecular se indica a la derecha (en kDa). βgal-RAP1 así como RAP1 fusionada 
a la secuencia señal de OMP19 (OMP19-RAP) se encuentran señaladas con una 
flecha discontinuada y continua, respectivamente. 
Sp: S19 pBBR1MCS2; SpRAP: S19 pRAP; Spomp19: S19 pomp19-RAP; Rp: RB51 
pBBR1MCS2; RpRAP: RB51 pRAP. (Ver Abreviaturas) 
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usando antisuero anti-OMP19 y por la ausencia de bandas al usar antisuero anti-L7/L12 

(proteínas de citoplasma) o BP26 (periplásmica) en ensayos adicionales de Western blot 

(no se presentan los datos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1.3. Ensayo de lipidación de OMP19-RAP en B. abortus 
 

La globomicina es un inhibidor específico de la peptidasa señal II e induce 

acumulación de precursores lipoproteicos (Inukai y col., 1978; Harrignton y col., 2000). 

OMP19 es una lipoproteína y en presencia de globomicina se acumula su precursor 

(Tibor y col., 1999).  

Se analizó la posible lipidación de RAP1 al ser expresada como fusión a OMP19 de 

B. abortus, dado que la secuencia de OMP19 mantiene la región de lipidación. Para 

esto, se realizó un tratamiento de las cepas de E. coli (no se muestran los resultados) y 

B. abortus que expresan la proteína quimérica OMP19-RAP (EpompOMP19-RAP y 

SpompOMP19-RAP, respectivamente) con globomicina B o etanol al 2% (como 

control). En ningún caso se observó la banda esperada correspondiente a la proteína de 

fusión sin procesar (precursor) en el análisis por Western blot de extractos totales de 

Figura II.3. Análisis de la localización subcelular de RAP1 expresada en la cepa 
de Brucella abortus S19. Detección de proteínas quiméricas en fracciones 
subcelulares de B. abortus S19 por medio de Western blot revelados con anticuerpo 
monoclonal MoBAB75A4 (dilución 1/200). Las fracciones subcelulares se sometieron 
a SDS-PAGE (10%) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. (a) SpRAP: 
1. Extracto proteico total de SpRAP, 2. SpRAP P150000 (fracción proteica de 
membrana), 3. SpRAP S150000 (fracción citoplásmica,), 4. Extracto proteico total de 
Sp. (b) Spomp19-RAP: 1. El marcador de peso molecular utilizado es preteñido de 
amplio rango (Broad Range, BioRAD)., 2. Extracto proteico total de Spomp19-RAP, 
3. Spomp19-RAP P150000 (fracción proteica de membrana; pellet de 
ultracentrifugación), 4. Spomp19-RAP S150000 (fracción citoplásmica, sobrenadante 
de ultracentrifugación), 5. Extracto proteico total de Sp. Las bandas esperadas se 
señalan con una flecha continua, OMP19-RAP, y discontinua, βgal-RAP. 
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estas recombinantes. De esta manera no fue posible confirmar la naturaleza lipoproteica 

de la quimera.  

 
2. Ensayos en ratones de las cepas recombinantes de Brucella para RAP1 
 

La siguiente pregunta fue si RAP1 expresada en B. abortus era capaz de generar una 

respuesta inmune en el curso de una infección experimental en el modelo de ratón y si 

existían diferencias entre las construcciones obtenidas. A su vez, el primer paso es la 

evaluación de la estabilidad de las construcciones y las características de infección de 

las cepas recombinantes.  

Se inocularon intraperitonealmente (i. p.) grupos de 5 ratones BALB/c con 1X106 

unidades formadoras de colonias (UFC) de S19 pRAP (SpRAP), S19 pomp19-RAP 

(SpompOMP19-RAP), o S19 pBB1MRC2 (Sp) en 200µl de solución salina (PBS). Se 

incluyó un grupo inoculado sólo con la proteína recombinante como control (25 µg/ml 

en adyuvante de Freund). A distintos tiempos posinoculación (semanas 3 y 4), se 

tomaron muestras de sangre de cinco animales por grupo y se separó el suero para 

analizar por Western blot su reactividad contra la proteína RAP1 purificada (rRAP1). 

Los bazos fueron extraídos, pesados y una mitad de cada uno fue homogeneizada en 5 

ml de PBS con el objetivo de hacer recuento de bacterias y analizar la estabilidad de los 

plásmidos en las cepas recombinantes. La otra mitad fue utilizada para el análisis de 

liberación de IFN-γ ante la estimulación específica contra RAP1 y sus controles. 

Otro grupo fue inoculado con 1X108 UFC de RB51 (R) o RB51 pRAP (RpRAP) en 

200 µl de solución salina (PBS). Se realizaron los mismos procedimientos. 

 

2.1. Virulencia residual de las cepas recombinantes S19 y estabilidad de los 
plásmidos en el modelo murino de infección para Brucella 

 
Se evaluó la estabilidad de los vectores comparando las UFCs de cada cepa 

recuperadas de los bazos. Se determinó el número de bacterias en el bazo por diluciones 

seriadas de los homogenatos y plaqueo por duplicado en agar triptosa (TA) y en agar 

triptosa con el antibiótico de selección correspondiente (TA A): kanamicina (25 µg/ml) 

o ampicilina (10 µg/ml) (Figuras II.4 y II.5). 

Si bien en los bazos de los ratones inoculados con SpRAP hubo una disminución en 

el número de bacterias resistentes a antibióticos a las cuatro semanas posinoculación, las 

diferencias no son estadísticamente significativas (Figura II.4a). Sin embrago, es 
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interesante mencionar que se encontró que SpRAP presenta mayor pérdida del plásmido 

que Spomp19-RAP, como lo indica el menor número de UFCs de SpRAP en el medio 

sólido suplementado con antibiótico (TA A) comparado al sin antibiótico (TA). 

Queda por investigar si alguna característica de pomp19-RAP le confiere al plásmido 

mayor estabilidad durante la replicación de la bacteria in vivo. No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas entre el número de UFCs de Sp, SpRAP y 

Spomp9-RAP recuperadas de los bazos de los ratones cuando se compararon los grupos 

entre sí, lo que indica que las tres cepas mantienen características de colonización 

similar. Tampoco se detectaron diferencias en el número de bacterias recuperadas en 

presencia o no del antibiótico de selección en la cepa RpRAP (Figura II.5 a). Esto 

indicaría que el plásmido pRAP es estable durante la replicación de B. abortus RB51 en 

el ratón. El tamaño del bazo se correlaciona con la replicación de las bacterias en el 

mismo y con la atracción de células del sistema inmune. Concordantemente con los 

resultados de las UFCs, no se encontraron diferencias en el tamaño del bazo de los 

ratones inoculados con Sp y con SpRAP o Spomp19-RAP (Figura II.4 b); ni entre los 

bazos de los inoculados con RpRAP y Rp (Figura II.5 b). Estos resultados sugieren que 

la expresión de RAP1 en S19 y RB51 no alteran las características de infección de 

Brucella en el modelo murino empleado. 

La expresión de RAP1 en las cepas recombinantes luego del pasaje in vivo se 

confirmó por SDS- PAGE seguido por Western blot analizando extractos totales de 

bacterias tomadas al azar recuperadas de los bazos de los ratones inmunizados (Figura 

II.6). 
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Figura II.4. Estabilidad de los plásmidos y colonización de los bazos en ratones Balb/c 
inmunizados con las cepas recombinantes de S19. Se inocularon intraperitonealmente 
ratones BALB/c con cada una de las cepas indicadas. Los bazos fueron procesados y se 
plaquearon diluciones seriadas en placas con o sin antibióticos, con el fin de determinar la 
estabilidad de los plásmidos. Número de bacterias en bazo (a) y peso del bazo (b) a las 
semanas 3 y 4 posinoculación. Las siglas TA y TAA corresponden a agar triptosa y agar 
triptosa suplementado con 10 ó 25  µg/ml de ampicilina o kanamicina, respectivamente. Los 
resultados están expresados como las medias de 5 ratones ± el desvío estándar (de). En el 
panel, los grupos con un asterisco mostraron diferencias significativas con respecto al grupo 
inoculado con PBS. (P<0.001). p.i.: posinoculación. 
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Figura II.5. Estabilidad de los plásmidos y colonización de los bazos en ratones Balb/c 
inmunizados con las cepas recombinantes de RB51. Se inocularon intraperitonealmente 
ratones BALB/c con cada una de las cepas indicadas. Los bazos fueron procesados y se 
plaquearon diluciones seriadas en placas con o sin antibióticos, con el fin de determinar la 
estabilidad de los plásmidos. Número de bacterias en bazo (a) y peso del bazo (b) a las 
semanas 3 y 4 posinoculación. Las siglas TA y TAA corresponden a agar triptosa y agar triptosa 
suplementado con 25 µg/ml de kanamicina. Los resultados están expresados como las medias 
de 5 ratones ± el desvío estándar (de). En el panel, los grupos con un asterisco mostraron 
diferencias significativas con respecto al grupo inoculado con PBS. (P<0.001). p.i.: 
posinoculación. 
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2.2. Respuesta celular de las rS19 y rRB51 en el modelo murino de infección 
 

Con el objeto de determinar la producción específica de IFN-γ inducida por las cepas 

recombinantes de Brucella expresando RAP1, se sometieron los esplenocitos obtenidos 

de los bazos de los distintos grupos de ratones a diversos estímulos. Entre estos 

estímulos se incluyó a la proteína RAP expresada y purificada a partir de E. coli (rRAP) 

pretratada con polimixina B para reducir posibles trazas de LPS (Figura II.7). Los 

esplenocitos de los ratones infectados con SpRAP y Spomp19-RAP produjeron niveles 

de IFN-γ significativamente mayores a los de los infectados con Sp cuando fueron 

estimulados con 5 µg de RAP1 recombinante (P<0,05 y P<0,01, respectivamente). Con 

menores concentraciones de RAP1, solamente el grupo infectado con Spomp19-RAP 

mostró diferencias significativas comparado con el control (P<0,01). A pesar de que 

parece haber una producción mayor por parte de los esplenocitos estimulados con rRAP 

en el grupo de ratones inoculados con Spomp19-RAP comparado con los del grupo 

inoculado con SpRAP, la diferencia no es estadísticamente significativa. Se obtuvieron 

resultados similares en otro experimento independiente (no se muestran los resultados). 

Como controles, el nivel de producción de IFN-γ producido por la estimulación de los 

esplenocitos con concanavalina o S19 inactivada por calor fue alto en todos los casos. A 

su vez, no se detectó respuesta celular específica contra rRAP en animales inoculados 

con PBS (no se muestra). 

Como se observa en la figura II.8 los esplenocitos de los ratones inoculados con 

Figura II.6. Expresión de ββββgal-RAP y OMP19-RAP de bacterias recuperada de los 
bazos de ratones inoculados. Western blot realizado en membranas de nitrocelulosa 
con extractos proteicos totales de bacterias revelado con anticuerpos anti-RAP1 
(anticuerpo monoclonal MoBAB75A4). Las calles corresponden a bacterias recuperadas 
de los bazos de ratones inoculados con: 1: Spomp19-RAP 1; 2: Spomp19-RAP 2; 3: 
SpRAP; 4: Sp.  
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RpRAP producen mayores niveles de IFN-γ frente al estímulo con rRAP que los de los 

ratones inoculados con Rp. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadísticamente 

significativas para ninguna de las concentraciones utilizadas. Esto podría deberse a 

bajos niveles de expresión de RAP1 en RB51. En base a estos resultados, se realizó una 

única experiencia en el caso de RB51 y se decidió continuar sólo con S19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.7. Producción de IFN-γ γ γ γ a la semana 3 posinfección con rS19. Se realizó un 
ELISA cuantitativo de IFN-γ secretado por esplenocitos ante la estimulación de distintos 
antígenos durante 72 h. Las células (4 × 106 /ml) de los bazos de ratones inoculados con 
Sp, SpRAP, Spomp19-RAP o PBS (no se muestra) fueron estimuladas con 1 o 5 µg de 
rRAP (rRAP.1 y RAP.5, respectivamente), concanavalina A (Con A), extractos totales 
de B. abortus inactivadas por calor (S19 i) o medio de cultivo RPMI 1640 (medio) 
como control negativo. Los resultados están expresados como (pg/ml) y representan las 
medias de 5 ratones ± el error estándar. 
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2.3. Respuesta humoral contra RAP 
 

Para determinar si la inmunización con las cepas recombinantes genera una respuesta 

de anticuerpos contra RAP, se examinó la respuesta humoral por Western blot (Figura 

II.8). En todos los tiempos evaluados se detectó reactividad serológica contra RAP1 

(Figura II.9 a y b) o extractos de B. bovis (Figura II.8 c) en los sueros de los animales 

inoculados con SpRAP (Figura II.8 a y c) y Spomp19-RAP (Figura II.9 b y c). En 

ninguno de los controles negativos (sueros de ratones inoculados con PBS o S19) se 

detectaron anticuerpos específicos contra rRAP. 

 
 
 
 
 

Figura II.8. Producción de IFN-γ γ γ γ a la semana 3 posinfección con rRB51. Se realizó 
un ELISA cuantitativo de IFN-γ secretado por esplenocitos ante la estimulación de 
distintos antígenos durante 72 h. Las células (4 × 106 /ml) de los bazos de ratones 
inoculados con Rp, RpRAP o PBS fueron estimuladas con 1 o 5 µg de rRAP (rRAP.1 y 
RAP.5, respectivamente), concanavalina A (Con A), extractos totales de B. abortus 
inactivadas por calor (S19 i) o medio de cultivo RPMI 1640 (medio) como control 
negativo. Los resultados están expresados como (pg/ml) y representan las medias de 5 
ratones ± el error estándar. 
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Estos resultados indican que al utilizar S19 como vector de expresión se genera 

respuesta de anticuerpos contra la proteína rRAP1. Las subclases de anticuerpos fueron 

estudiadas por ELISA indirecto. Se observó una mayor presencia de IgG2a (Figura 

II.10) en los sueros de ratones inoculados con SpRAP y Spomp19-RAP comparado a los 

de los inoculados con Sp, sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre 

los dos primeros grupos mencionados. Estos resultados sugieren que con este sistema se 

desarrolla una respuesta de tipo Th1. En conjunto, estos resultados confirman la 

inducción de una respuesta celular y de anticuerpos específica contra rRAP1 al usar B. 

abortus S19 como un vector de expresión in vivo. Los resultados preliminares en RB51 

sugieren que no se generaría una respuesta humoral (datos no mostrados) y habría una 

respuesta celular específica contra rRAP1 aunque las diferencias estadísticas con las 

cepas que llevan el plásmido vacío (pBBR1MCS) no fueron significativas con respecto 

al control (Figura II.9). 

Figura II.9. Respuesta humoral específica contra rRAP1 en los ratones inoculados 
con las distintas rS19. (a): antígeno rRAP; suero de ratones inmunizados con SpRAP: 
Referencias: 1. PBS, 2. Sp semana 3; 3. Sp semana 5, 4. SpRAP semana 3, 5. SpRAP 
semana 5. 6. Peso molecular Kaleidoscope Biorad y 7. Incubación con el anticuerpo 
monoclonal anti-RAP1 (MoBAB75A4). (b): antígeno rRAP; suero de ratones inmunizados 
con Spomp19-RAP: Referencias: 1. PBS; 2. Spomp19; 3. Spomp19-RAP semana 3; 4. 
Spomp19-RAP semana 5; 5. rRAP1. (c): extracto proteico total de Babesia bovis; suero de 
ratones inoculados con SpRAP y Somp19-RAP: 1. Peso molecular Broad range, Biorad. 2. 
anticuerpo monoclonal MoBAB75A4 (control) 3. PBS semana 3; 4. PBS semana 5; 5. 
SpRAP semana 3; 6. SpRAP semana 5; 7. Sp semana 3; 8. Sp semana 5; 9 Spomp19-Rap 
semana 3; 10. Spomp19-Rap semana 5; 11. rRAP1. Se indican los pesos moleculares (en 
kDa). La banda esperada se señala con una flecha. 
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2.4. Capacidad protectiva frente al desafío con la cepa patógena 2308 de B. 
abortus.  
 

Con el objetivo de determinar si la capacidad protectiva de B. abortus S19 se ve 

afectada por la expresión del antígeno heterólogo RAP1, se comparó el nivel de 

protección conferido por Spomp19-RAP con respecto al de S19. Se eligió Spom19-RAP 

por ser la cepa que presentó mejores resultados en los ensayos anteriores. Cinco ratones 

por grupo fueron inoculados i.p. con 0,2 ml de PBS (grupo control) o con 0,2 ml de PBS 

conteniendo 105 UFC de Sp o Spomp19-RAP. Todos los grupos fueron desafiados a las 

10 semanas posinoculación con 5x104 UFC de B. abortus S2308 por ratón. Los ratones 

fueron sacrificados, se les extrajo el bazo y se examinó la replicación de Brucella a 

Figura II.10. Detección de anticuerpos específicos contra rRAP en suero de ratones 
inoculados con las distintas cepas de Brucella abortus S19 y controles inoculados 
con PBS. Se recolectó el suero de los ratones de cada grupo a las 3 y 4 semanas 
posinoculación. Cada barra corresponde a la media de la absorbancia a 450 nm del color 
desarrollado (n= 5 ratones); las barras de error indican el error estándar. Grupos: PBS 
(barra amarilla), B. abortus Sp (barras verde), B. abortus SpRAP (barra roja) o B. 
abortus Spomp19-RAP (barra azul). En todos los casos el suero se probó contra rRAP1 
(5 µg/ml). Los grupos marcados con un asterisco mostraron diferencias significativas 
con respecto a ambos grupos control (PBS y Sp) (P<0,05). Los grupos con 2 asteriscos 
mostraron diferencias significativas de acuerdo al subtipo de anticuerpo IgG, siendo 
IgG2a significativamente mayor a IgG1 (P<0,01). 
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distintos tiempos posdesafío. Con el objetivo de descartar que las bacterias presentes en 

el bazo fueran producto de reactivación de las cepas vacunales, el recuento de las 

bacterias obtenidas después del desafío se realizó por duplicado en placas 

suplementadas y no suplementadas con eritritol. El eritritol es un hidrato de carbono que 

puede ser utilizado como fuente de carbono por las cepas salvajes de Brucella pero que 

resulta tóxico para S19 (Sangari y col., 1994). Se obtuvieron recuentos del mismo orden 

en ambos casos, demostrando que las bacterias contadas son efectivamente S2308. 

Los ratones vacunados con la cepa recombinante Spomp19-RAP presenta menor 

número de S2308 esplénicas que los ratones control, y niveles similares a los del grupo 

inoculado con Sp (Figura II.11). No se observan diferencias significativas entre ambos 

grupos, Sp y Spomp19-RAP. Estos resultados indicarían que la capacidad protectiva de 

S19 no se ve afectada por la expresión de RAP1 y que la cepa de S19 recombinante es 

capaz de despertar una respuesta anti-brucella equivalente a la generada por S19. 

 

 

 

 

 

 
 

Figura II.11. Protección de ratones vacunados con Spomp19-RAP y Sp contra el 
desafío con la cepa patógena S2308. Las barras corresponden al promedio de 5 
ratones y su desvío estándar. *(P<0.01) grupo significativamente distinto de los demás 
por prueba de ANOVA seguido de comparaciones múltiples. 
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Resumen de resultados:  

 
• El antígeno RAP1 de B. bovis fue expresado como fusión a los primeros 

aminoácidos de βgalactosidasa de E. coli (βgal-RAP) y como fusión a los 

primeros aminoácidos de OMP19 de B. abortus (OMP19-RAP) en B. abortus 

S19. 

• No pudo clonarse el gen rap1 como fusión a bp26 de B. abortus 

• Ambas quimeras, βgal-RAP y OMP19-RAP, se localizaron en la fracción de 

membrana de S19. 

• Los plásmidos utilizados pRAP y pomp19-RAP resultaron estables in vivo sin  

presión de selección; y las secuencias promotoras seleccionadas expresaron las 

distintas quimeras de RAP activamente durante la replicación de Brucella en el 

ratón. 

• La expresión de RAP1 en los contextos ensayados no alteró las características de 

infección de S19 y RB51 en el modelo murino empleado. 

• Los ratones inmunizados con SpRAP o Spomp19-RAP desarrollaron una 

respuesta inmune celular y de anticuerpos específica contra RAP1, siendo IgG2a 

el isotipo predominante.  

• La capacidad protectiva de S19 no se vio afectada por la expresión de OMP19-

RAP1 y las cepas de S19 recombinantes fueron capaces de despertar una 

respuesta anti-brucella equivalente a la generada por S19. 

 

Se necesitan más datos para sacar conclusiones de la respuesta inmunológica 

generada por los ratones inoculados con RpRAP, aunque los datos preliminares sugieren 

que la respuesta celular generada sería menor. 

 
En conjunto, estos resultados confirman la posibilidad de utilizar a S19 como vector 

de expresión de RAP1 de B. bovis con una inducción de respuesta inmune tanto de 

anticuerpos como celular específica contra RAP1 de tipo Th1 en el modelo de 

experimentación utilizado y manteniendo la capacidad protectiva equivalente a la cepa 

vacunal S19. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III  

Brucella abortus como vector de expresión 

de antígenos de micobacterias 

(Mycobacterium bovis) 
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Tuberculosis bovina 

 
La tuberculosis bovina (TBb), causada por Mycobacterium bovis, es una zoonosis 

con distribución mundial. El ganado es el hospedador y reservorio principal de esta 

infección crónica, pero puede infectar a otras especies de mamíferos, entre ellos el 

humano (Chambers y col., 2009). M. bovis generalmente se transmite vía aérea y las 

principales vías de contagio al hombre son el contacto con animales enfermos y el 

consumo de productos lácteos no pasteurizados. 

 

MPB83 
 

MPB83 es un antígeno de función desconocida sero-dominante en el ganado 

infectado con M. bovis (Wiker y col., 1996). Es una lipoproteína glicosilada que se 

localiza en membrana (Hewinson y col., 1996), posiblemente a través de la interacción 

de su residuo lipídico ubicado en el N-terminal con la membrana de la micobacteria y 

que es procesada por la peptidasa de señal II. En extractos totales de micobacterias se 

detectan por Western blot dos bandas una de 26 kDa y de 23 kDa que se postula 

corresponderían a diferentes formas glicosiladas de la misma (Wiker y col., 1996). 

Debido a su capacidad de inducir respuesta humoral y celular contra micobacterias 

tanto en infecciones experimentales en varios modelos animales y en infecciones 

naturales en humanos (Harboe y col., 1995; Wiker y col., 1996), se lo considera un 

importante candidato para el desarrollo de vacunas (Chambers y col., 2010; Delogu y 

col., 2009). Sin embargo, en ensayos de vacunas a ADN desnudo en bovinos utilizando 

ADN que codifica para este antígeno y para MPB70, los resultados de protección contra 

el desafío con una cepa virulenta resultaron bajos (Wedlock y col., 2003), aunque 

mejoraron al inocular simultáneamente DNA que codifica para los antígenos MPT64 y 

AG85B (Cai y col., 2004). Por estas razones, si bien MPB83 no es en sí mismo un 

antígeno suficiente para conferir protección, resulta un modelo atractivo para estudiar la 

respuesta a antígenos humorales y celulares a la vez que podría formar parte de un grupo 

de antígenos protectivos. 
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1. Obtención de cepas recombinantes de Brucella que expresen MPB83 de 

Mycobacterium bovis.  
 
1.1. Clonado del gen heterólogo y expresión de las proteínas quiméricas ββββgal-
MPB83, BP26-MPB83 y OMP19-MPB83. 
 

Con la finalidad de expresar MPB83 en diversos contextos de presentación 

antigénica, este antígeno se expresó como fusión a los primeros aminoácidos de la 

enzima β-galactosidasa de E. coli y de BP26 y OMP19, de B. abortus. 

Se amplificó mpb83 a partir de ADN de M. bovis AN5. El producto de amplificación 

fue clonado bajo el promotor lacZ como fusión a la secuencia que codifica para los 

primeros 36 aminoácidos de β-galactosidasa en el vector replicativo pBBR1MCS-2 

(Kovach y col., 1995) (Figura I.1, capítulo I) y se verificó la orientación correcta del 

clonado por PCR de colonia (no se muetran los resultados). Se analizó la expresión de 

MPB83 en la cepa de E. coli por medio de Western blot revelado con un anticuerpo 

monoclonal anti-MPB83. Posteriormente, se seleccionó un clon que expresaba la 

proteína de fusión, se extrajo el plásmido recombinante y se confirmó la construcción 

por secuenciación. A este plásmido se lo denominó p83 y con él se transformaron por 

electroporación bacterias de la cepa S19 de B. abortus obteniéndose la cepa Sp83. La 

expresión fue confirmada por Western blot (Figura III.1 a). 

Con el objetivo de expresar la proteína en un contexto asociado a membrana a través 

de un residuo lipídico, lo que podría llegar a otorgarle mayor inmunogenicidad al 

antígeno heterólogo, MPB83 se expresó como fusión a los primeros aminoácidos de la 

proteína de membrana externa OMP19 de B. abortus, incluyendo el péptido señal y la 

señal de lipidación. Para esto, se clonó el mpb83 en el vector replicativo pomp19 (Sabio 

y García y col., 2008; y esta tesis) como fusión a los primeros 38 aminoácidos de la 

proteína de membrana externa OMP19 (Figura I.2, capítulo I). Se detectó la expresión 

de la proteína quimérica en E. coli. La construcción fue confirmada por secuencia del 

plásmido recombinante obtenido. Con este plásmido se trasnformaron bacterias B. 

abortus S19 por electroporación y se confirmó por Western blot la expresión de la 

proteína de fusión en las bacterias obtenidas (Figura III.1 b). Se selecciónó una de las 

colonias y se la denominó Spomp19-83. 

Para la expresión en el periplasma bacteriano, se construyó una fusión del antígeno 

MPB83 al péptido señal y primeros aminoácidos de la proteína periplásmica de Brucella 
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BP26 (Arese y col., 1999) en un plásmido integrativo. Con este fin, el producto de 

amplificación fue clonado en el vector no replicativo pKS26 (Campos y col., 2002) 

como fusión al péptido señal de la proteína periplásmica BP26 de B. abortus, dando 

origen al plásmido p26-83 (Figura I.3 del capítulo I). Se transformaron bacterias 

competentes de la cepa B. abortus S19 por electroporación con el vector p26-83. Las 

bacterias transformadas fueron seleccionadas por plaqueo en medio sólido 

suplementado con kanamicina (resistencia portada por el plásmido). Como se trata de un 

plásmido suicida para Brucella, con la selección con kanamicina, las colonias obtenidas 

corresponden a bacterias en las que el plásmido se integró al cromosoma por un único 

evento de recombinación homóloga (por homología de las secuencia bp26). Por medio 

de Western blot se corroboró la expresión de la proteína BP26-MPB83 (Figura III.1 b). 

De estas colonias se seleccionó una y se la denominó Sp26-83. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura III.1: Análisis de expresión de MPB83 como proteína de fusión en B. 
abortus S19. Detección de proteínas quiméricas por Western blot realizado en 
membranas de nitrocelulosa con extractos totales de B. abortus S19 revelado con 
anticuerpo monoclonal anti-MPB83 (dilución 1/200) (a). ββββgal-MPB83 1: marcador de 
peso molecular (Kaleidoscope, BioRad); 2: control positivo: sobrenadante de 
Mycobacterium bovis AN5; 3: Sp83; 4: Sp. (b). OMP 19-MPB83 y 26-MPB83 1: 
Sp26-83; 2: Sp26; 3: Somp19-83, 4: Somp19; 5 control positivo: extracto proteico total 
de Mycobacterium bovis AN5; 6 marcador de peso molecular (All Blue, BioRad).  
βgal-MPB83, OMP19-MPB83 y BP26-MPB83 se encuentran señaladas con una flecha 
discontinua negra, continua negra o continua azul, respectivamente. 
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1.2. Localización subcelular de las proteínas quiméricas 
 

Con el objetivo de analizar la localización subcelular de MPB83 en las cepas 

recombinantes generadas (rS19), se realizó un fraccionamiento subcelular de Sp83, 

Sp26-83 y Spomp19-83. La proteína quimérica como fusión a β-galactosidasa (βgal-

MPB83) se encontró en la fracción citomplasmática (Figura III.2 a) y la proteína 

quimérica como fusión a OMP19 (OMP19-MPB83) se detectó principalmente en la 

fracción de membrana (Figura III.2 b), como era esperado. Debido a la dificultad para 

aislar periplasma de Brucella, no pudimos confirmar la localización periplásmica de 

BP26-MPB83. Sin embargo, BP26-MPB83 se encontró en la fracción soluble (no se 

muestran los resultados), apoyando el hecho de que a pesar de la fusión al péptido señal 

de BP26, la proteína MPB83 fusionada a BP26 no se encuentra anclada a la membrana. 

Estos resultados sugieren, si bien no confirman, la localización peripásmica de la fusión. 

Como control de fraccionamiento se utilizaron antisueros policlonales de conejo contra 

OMP19 y BP26. Se muestran los resultados con el fraccionamineto de Spomp19-83. La 

detección de OMP19 coinidió con la fracción de membrana y la de BP26 con la fracción 

soluble (Figura III.2 b y c). 
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1.3. Ensayo de lipidación de OMP19-MPB83 en S19 
 

Dado que OMP19 es una lipoproteína y que se mantuvo la región de lipidación en la 

construcción quimérica, se analizó la posible lipidación de OMP19-MPB83 en B. 

abortus. Para esto, se realizó un tratamiento con globomicina B, o etanol al 2% como 

control, en las cepas de E. coli (no se muestran los resultados) y de B. abortus (Fig III.3 

a) que expresan la proteína quimérica OMP19-MPB83 (Epomp19-83 y Spomp19-83, 

Figura III.2: Análisis de la localización subcelular de MPB83 como proteína de 
fusión expresada en B. abortus S19. Detección de proteínas quiméricas en fracciones 
subcelulares de B. abortus S19 por medio de Western blot revelados con anticuerpo 
anti-MPB83 (dilución 1/200). Las fracciones subcelulares se sometieron a SDS-PAGE 
(15%) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Panel (a): Sp83. Panel (b): 
Spomp19-83. 1: extracto total de bacterias, 2: fracción citoplasmática, S150000, 3: 
fracción de membrana, precipitado de ultracentrifugación P150000. (c) y (d) Control 
de fraccionamiento de Spomp19-83. Detección de OMP19 y BP26 en fracciones 
subcelulares de B. abortus S19 por medio de Western blot revelados con anticuerpo 
anti-OMP19 (dilución 1/200) (c) o anti-BP26 (dilución 1/200) (d) según se indica en 
las figuras Referencias: 1. Peso molecular Kaleidoscope Biorad, 2. Spomp19-83 
P150000 (fracción proteica de membrana; pellet de ultracentrifugación); 3. Spomp19-
83 S150000 (fracción citoplásmica, sobrenadante de ultracentrifugación; 4 Lisado 
total de Spomp19-83. La flecha sólida marrón indica BP26, y la punteada marrón 
muestra a OMP19. 
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respectivamente). En el analisis por Western blot de extractos totales de estas 

recombinantes se observó que en ambos casos se detecta la aparición de una nueva 

banda correspondiente a la proteína de fusión sin procesar, corresondiente al precursor. 

En las tratadas con etanol al 2% (control), sólo se detectó la proteína quimérica madura. 

La inhibición del procesamiento por medio del uso de globomicina confirma la 

naturaleza lipoproteica de la proteína quimérica. Como controles, también fueron 

tratadas de igual manera las recombinantes Sp26-83 (Figura III.3 b) y Sp83 (Figura III.3 

c) y en ningún caso se observó el precursor sin procesar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura III.3: Ensayo de lipidación de OMP19-MPB83 por tratamiento con globomicina: 
Western blot de extractos totales de B. abortus S19 revelado con anticuerpo policlonal anti-
MPB83. B. abortus S19 fueron tratadas con globomicina 50 ng/ml solubilizada en etanol 2% 
por 12 hs. (a) Lipidación de OMP19-MPB83. Referencias: 1. peso molecular Kaleidoscope 
(BioRad); 2: Spomp19-83 sin tratar; 3: Spomp19-83 tratadas con etanol; 4. Spomp19-83 
tratado con globomicina diluída en etanol 5. Sp tratadas con globomicina. La elipse roja 
indica el precursor no procesado, y la flecha sólida muestra a OMP19-MPB83. (b) Sp26-83 
tratada con globomicina. Referencias: 1. peso molecular Kaleidoscope (BioRad); 2 Sp 
tratadas con globomicina; 3: Sp26-83 tratadas con globomicina diluída en etanol; 4: Sp26-83 
tratadas con etanol (c) Sp83 tratada con globomicina. Referencias: 1. tratadas con 
globomicina diluída en etanol, 2. tratadas con etanol; 3. control positivo: sobrenadante de la 
cepa de referencia Mycobacterium bovis AN5 (se detecta la forma secretada de MPB83 de 23 
kDa). Las flechas sólidas negra y azul muestran las proteínas quiméricas OMP19-MPB83 y 
BP26-MPB83, respectivamente, y la punteada negra indica La proteína ββββgal-MPB83. 
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2. Ensayos en ratones de las cepas recombinantes de Brucella para MPB83 

 
Con el objetivo de evaluar si la expresión de MPB83 afecta el patrón de infección de 

B. abortus, y la estabilidad de los vectores replicativos que portan mpb83, se realizaron 

ensayos de cinética de infección en el modelo murino de infección para Brucella. 

Grupos de 5 ratones BALB/c con fueron inoculados intraperitonealmente (i. p.) con 

1x106 UFCs de las distintas cepas en 200 µl de solución salina (PBS). También se 

incluyeron grupos controles inoculados sólo con la proteína recombinante (rMPB83 (25 

µg/ml) en adyuvante incompleto de Freund’s Adyuvant (SIGMA)) y otro PBS solo. A la 

tercera y cuarta semana posinoculación, se extrajeron los bazos. Se midió la cinética de 

la replicación bacteriana en bazo así como la esplenomegalia inducida por el 

microorganismo. Para determinar el número de bacterias se homogeinizó la mitad de 

cada bazo en 5 ml de PBS y se hicieron plaqueos de diluciones seriadas en medio con o 

sin el antibiótico de selección. 

Por otro lado, parte de los bazos fueron utilizados para determinar la respuesta 

celular inducida por la proteína heteróloga. La reactividad humoral se analizó por medio 

de Western blot con el suero obtenido de los ratones sangrados vía retroplexoocular 

previo a ser eutanizados. 

 

2.1. Virulencia residual de las cepas recombinantes de S19 expresando MPB83 y 
estabilidad de los plásmidos en el modelo murino de infección para Brcuella 

 
La estabilidad de los vectores heterólogos se evaluó comparando el número de UFCs 

de cada cepa recuperadas de los bazos por diluciones seriadas de los homogenatos de los 

bazos y plaqueo por duplicado en agar triptosa (TA) y en agar triptosa suplementada con 

el antibiótico correspondiente (TA A). Aunque hay un menor número UFCs en los 

medios con los antibióticos de selección para las cepas que portan los plásmidos 

replicativos (Sp, Sp83 y Spomp19-83), las diferencias no fueron estadísticamente 

significativas para ninguno de los tiempos estudiados (Figura III.4 a). Esto indicaría que 

los vectores replicativos p83 y pomp19-83 son estables in vivo. El vector p26-83 es 

integrativo y como se esperaba, no se observaron diferencias entre el número de 

bacterias sembradas en placas con o sin antibióticos. Además, cuando estas cepas fueron 

crecidas en medios líquidos con o sin antibióticos no se observaron diferencias en los 

patrones de crecimiento en las cepas. 
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Con respecto al patrón de infección, las cepas de S19 recombinantes presentaron los 

mismos niveles de colonización del bazo que S19 con el plásmido vacío pBBRMCS-2 

(Sp). Además, este nivel de colonización correlaciona con el esperado para este tipo de 

infección experimental con B. abortus S19 (Campos y col., 2002 y Boschiroli y col., 

1997). El tamaño del bazo se correlaciona con la replicación de las bacterias en el 

mismo, y con la atracción de células del sistema inmune. Concordantemente, se observó 

esplenomegalia en todos los grupos de ratones con respecto a los controles no infectados 

(PBS y rMPB83), dentro de los valores esperados para las infecciones de S19. No se 

observaron diferencias en el peso de los bazos entre los grupos de ratones infectados en 

ninguno de los tiempos (Figura III.4 b). Estos resultados sugieren que la expresión de 

MPB83 en S19 no altera las características de infección de Brucella en el modelo de 

infección murino. La expresión de MPB83 luego del pasaje in vivo se confirmó por 

SDS- PAGE seguido por Western blot analizando extractos totales de bacterias tomadas 

al azar recuperadas de los bazos de los ratones inmunizados (Figura III.4 c). 
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Figura III.4:  Estabilidad de los plásmidos y colonización de los bazos en ratones 
Balb/c inmunizados con las cepas recombinantes. Se inocularon intraperitonealmente 
ratones BALB/c con cada una de las cepas indicadas. Los bazos fueron procesados y se 
plaquearon diluciones seriadas en placas con o sin antibióticos, con el fin de determinar 
la estabilidad de los plásmidos. Número de bacterias detectadas en los bazos (a) y peso 
del bazo (b). Los datos son de 5 ratones infectados por grupo analizados a las semanas 3 
y 4 posinfección y están representados por la media con sus respectivos desvíos estándar. 
El asterisco indica diferencias significativas con respecto a todos los otros grupos (p < 
0.05) analizados por el test no paramétrico de Kruskale Wallis. TA: Agar triptosa, TA A: 
agar triptosa suplementado con 25 µg/ml de kanamicina. Los datos presentados 
corresponden a la media, con sus respectivos desvíos estándar (c) Expresión de BP26-
MPB83 y OMP19-MPB83 de bacterias recuperada de los bazos de ratones 
inoculados. Western blot realizado en membranas de nitrocelulosa con extractos 
proteicos totales de bacterias revelado con anticuerpos anti-MPB83. Las calles 
corresponden a bacterias recuperadas de los bazos de ratones inoculados con: 1 Sp, 2. 
Somp19-83, 3. Sp26-83. Los datos presentados corresponden a la media, con sus 
respectivos desvíos estándar 
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2.2. Respuesta celular de las rS19 en el modelo murino de infección 

 
La siguiente pregunta que surgió fue si las proteínas heterólogas expresadas por las 

cepas recombinantes B. abortus serían capaces de generar una respuesta inmune 

específica contra el antígeno heterólogo en el curso de una infección experimental en el 

modelo murino de infección, y si había diferencias entre las construcciones evaluadas. 

Con el objetivo de evaluar la estimulación de una respuesta celular específica, se 

midió la inducción de la producción de INF-γ contra rMPB83 en esplenocitos aislados 

de ratones inmunizados con las cepas recombinantes. 

El antígeno recombinante utilizado para la detección fue MPB83 expresada y 

purificada de E. coli (rMPB83) y pretratada con polimixina B, para reducir la potencial 

contaminación con LPS. Se inmunizaron ratones con las cepas Sp83, Sp26-83, Spomp-

83 y con las cepas controles y a las 3 semanas posinfección se extrajeron y procesaron 

los bazos. Se obtuvieron los esplenocitos correspondientes a los bazos de los ratones 

inoculados con las distintas cepas. Los esplenocitos fueron estimulados durante 72 h con 

distintas concentraciones de rMPB83 (1 o 5 µg/pocillo), medio RPMI solo (control 

negativo), extracto de B. abortus S19 inactivado por calor o concanavalina A (Con A) 

(control positivo). Posteriormente, se evaluó la liberación de IFN-γ por ELISA en los 

sobrenadantes de cultivo (Figura III.5). 

Los resultados obtenidos mostraron que cuando fueron estimulados con 5 µg de 

rMPB83, los esplenocitos de los ratones inoculados con Sp83 y Spomp19-83 produjeron 

mayor cantidad de IFN-γ que los ratones inoculados con Sp o con PBS. Si bien la 

secreción de IFN-γ es significativamente mayor en los esplenocitos de los ratones 

inoculados con Sp26-83 con respecto a los ratones inoculados con Sp, esta es 

estadísticamente menor que la respuesta de los otros grupos correspondientes a Sp83 y 

Spomp19-83. Además, a concentraciones menores (1 µg/pocillo) de rMPB83, solamente 

los esplenocitos de los grupos inoculados con Sp83 y Spomp19-83 muestran niveles 

mayores de IFN-γ estadísticamente significativos con respecto a los controles (p < 

0,001). Como era de esperar, los esplenocitos estimulados con extractos de B. abortus 

S19 o con concanavalina A secretaron altos niveles de IFN-γ, en todos los casos y los 

esplenocitos del grupo de ratones inoculados con la proteína recombinante rMPB83 o 

PBS no secretaron IFN-γ al ser estimulados con rMPB83. 
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Estos datos confirman la inducción de una respuesta celular específica contra MPB83 

al usar B. abortus como vector de expresión in vivo. 

 

 

 

 

Figura III.5: Producción de IFN- γ γ γ γ de esplenocitos de ratones a la semana 3 
posinfección con rS19. Se realizó un ELISA cuantitativo de IFN-γ secretado por 
esplenocitos ante la estimulación de distintos antígenos durante 72 hs. Las células (4 × 
106 /ml) de los bazos de ratones inoculados con Sp, Sp83, Sp26-83, Spomp19-83 o PBS 
(no se muestra) fueron estimuladas con 1 o 5 µg de rMPB83 (rMPB83.1 y MPB83.5, 
respectivamente), concanavalina A, extractos totales de B. abortus inactivadas por calor 
(S19 i) o medio de cultivo RPMI 1640 (medio) como control negativo. Cada barra 
representa a la mediana con su correspondiente intervalo de confianza de las respuestas 
de las células de los bazos de 5 ratones individuales. El doble asterisco representa 
diferencias significativas con respecto al grupo Sp (p<0,001). Un único asterisco indica 
diferencias significativas con respecto a Sp (p<0,05). � indica diferencias significativas 
con respecto a Sp26-83 (p<0.05). El análisis estadístico se hizo por análisis de varianzas 
y con el test de Tukey. 
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2.3 Respuesta humoral contra MPB83 
 
Dado que MPB83 es un antígeno que despierta fuerte reacción de anticuerpos, se 

buscó determinar si al inmunizar con las cepas de B. abortus que expresan MPB83 se 

genera una respuesta humoral específica contra la proteína heteróloga. Para ello, los 

sueros obtenidos mediante la inmunización de los ratones con las distintas cepas 

recombinantes de B. abortus S19 fueron enfrentados a rMPB83 expresada en E. coli. 

Contrariamente a lo esperado, no fue posible detectar anticuerpos específicos contra el 

antígeno en ninguno de los grupos de ratones inoculados con las cepas recombinantes. 

Se produjo reconocimiento específico en el grupo control inoculado con rMPB 83 

únicamente (Figura III.6). 

 

 

 

 

 

            

 
2.4 Capacidad protectiva frente al desafío con la cepa patógena 2308 de B. 
abortus.  
 

 Con el objetivo de determinar si la capacidad protectiva de B. abortus S19 se ve 

afectada por la expresión del antígeno heterólogo MPB83, se comparó el nivel de 

protección conferido por Sp83 con respecto al de S19. Tres grupos de 5 ratones fueron 

inoculados i.p. con 0,2 ml de PBS (grupo control) o con 0,2 ml de PBS conteniendo 105 

UFC de Sp o Sp83. Todos los grupos fueron desafiados a las 10 semanas post 

inoculación con 5x104 UFC de B. abortus S2308 por ratón. Los ratones fueron 

sacrificados, se les extrajo el bazo y se examinó la replicación de Brucella a las dos 

semanas posdesafío. Con el objetivo de descartar que las bacterias presentes en el bazo 

sean producto de reactivación de las cepas vacunales, el recuento de las bacterias 

obtenidas después del desafío se realizó por duplicado en placas suplementadas y no 

suplementadas con eritritol (Sangari y col., 1994). 

Figura III.6: Respuesta humoral específica contra rMPB83 en los ratones inoculados con 
las distintas rS19. Cada calle corresponde a la inmunodetección de rMPB83 con dilución 
1/200 del grupo de sueros de ratones inmunizados con las diferentes cepas (o sin inmunizar, 
inoculados con PBS). Referencias: sueros de ratones inoculados con: 1. PBS; 2. Sp semana 3. 
Sp83 semana 3; 4. Sp83 semana 4; 5. Spomp19-83 semana 4; 6. Sp26-83 semana 4; 7. rMPB83 
semana 3; 8. rMPB83 semana 4. Se indica con una fecha la banda de MPB 83. 
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Se obtuvieron recuentos del mismo orden en ambos casos, demostrando que las 

bacterias contadas son efectivamente S2308. Los ratones vacunados con la cepa 

recombinante Sp83 presentan menor número de S2308 esplénicas que los ratones 

control (PBS), y niveles similares a los del grupo inoculado con Sp (Figura III.7). No se 

observan diferencias significativas entre ambos grupos, Sp y Sp83. Estos resultados 

indicarían que la capacidad protectiva de S19 no se ve afectada por la expresión de 

MPB83 y que las cepas de S19 recombinantes son capaces de despertar una respuesta 

anti-brucella equivalente a la generada por S19, al igual que lo que se describe para el 

antígeno heterólogo RAP1 (capítulo II de esta tesis, Sabio y García y col., 2010). 

 

 

 

 

 

 

Figura III.7: Protección de ratones vacunados con Sp83 contra el desafío con la 
cepa patógena S2308. Las barras corresponden al promedio de 5 ratones y su desvío 
estándar a las dos semanas posdesafío *(P<0.01) grupo significativamente distinto de 
los demás por prueba de ANOVA seguido de comparaciones múltiples. 
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Resumen de resultados: 
 

• El antígeno MPB83 de M. bovis se expresó tanto como fusión a los primeros 

aminoácidos de βgalactosidasa de E. coli (βgal-MPB83) como en fusión a los 

primeros aminoácidos de OMP19 y BP26 de B. abortus (OMP19-MPB83 y 

BP26-MPB83) en B. abortus S19. 

• Las quimeras βgal-MPB83 y BP26-MPB83 se localizaron en la fracción 

correspondiente a la fracción soluble de S19, mientras que OMP19-MPB83 se 

localizó en la fracción que corresponde a membrana. 

• Los resultados sugieren que OMP19-MPB83 se encuentra lipidada. Su 

ubicación en la fracción de membrana y la aparición de una banda 

correspondiente al precursor de la proteína al ser tratada con globomicina, 

apoyan esta conclusión. 

• Los plásmidos utilizados p83 y pomp19-83 fueron estables in vivo sin la 

presión de selección; y las secuencias promotoras seleccionadas expresaron 

las distintas quimeras de MPB83 activamente durante la replicación de 

Brucella en el ratón. 

• El plásmido integrativo p26-83 expresó la quimera BP26-BMP83 

activamente durante la replicación de Brucella en el ratón. 

• La expresión de MPB83 en los contextos empleados no alteró las 

características de infección de S19 en el modelo murino empleado. 

• Los ratones inmunizados con Sp83, Sp26-83 o Spomp19-83 desarrollaron una 

respuesta inmune celular específica contra rMPB83. 

• Los ratones inmunizados con Sp83, Sp26-83 o Spomp19-83 no desarrollaron 

una respuesta humoral específica contra rMPB83 detectable con la 

metodología utilizada. 

• La capacidad protectiva de S19 no se vio afectada por la expresión de βgal-

MPB83 y las cepas de S19 recombinantes fueron capaces de despertar una 

respuesta antibacteriana equivalente a la generada por S19 

 
En conjunto, estos resultados confirman la posibilidad de utilizar a S19 como vector 

de expresión de MPB83 de M. bovis con una inducción de respuesta inmune celular 

específica contra MPB83. 
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En Argentina, el sector agropecuario cumple un rol protagónico en la economía del 

país, conformando alrededor del 50 % del monto de las exportaciones. Dentro de este 

sector, el complejo ganadero consta de una población bovina aproximada de 48 millones 

de cabezas de ganado, de las cuales el 78 % se encuentra en la región pampeana 

(SENASA, 2010). Las enfermedades que afectan al ganado bovino son uno de los tantos 

factores que limitan el desarrollo de la producción y de la comercialización de productos 

de origen animal y de los mismos animales entre países. A su vez, estas enfermedades 

en muchos casos también son un problema para la salud humana. Por esto, mejorar la 

salud animal genera aumento de las divisas producto de este área y genera alimentos de 

mejor calidad para el consumo de la población. 

La brucelosis, la tuberculosis y la babesiosis bovina son enfermedades que afectan al 

ganado de nuestro país. La brucelosis bovina tiene una prevalencia en el país de 

aproximadamente el 4,5% en el ganado bovino de carne (Samartino, 2007). Se estima 

que la prevalencia de la tuberculosis bovina sería en la actualidad del 0,9 % (Dubarry y 

col., 2005) y la de la babesiosis (junto con la anaplasmosis) sería del 19% (Späth y col., 

1994). En los últimos años se ha observado un desplazamiento de las garrapatas hacia el 

sur aumentando el riesgo de infección de enfermedades transmitidas por este insecto en 

la región pampeana (babesiosis y anaplasmosis). Esta situación podría incrementarse por 

el calentamiento global, lo que podría empeorar la situación en el futuro. En la 

actualidad, existen vacunas contra la babesiosis que son utilizadas en las regiones 

endémicas del país que son relativamente eficientes y ofrecen razonables niveles de 

protección de largo plazo (Pérez de León, 2010). Sin embargo, estas vacunas, que 

contienen cepas atenuadas de B. bovis y B. bigemina, presentan varios inconvenientes: 

no son muy seguras, ya que son derivados de células sanguíneas bovinas lo que podría 

provocar la dispersión de otras enfermedades; existe el peligro de reversión a las formas 

patógenas (Timms y col., 1990); requieren cadena de frío para su conservación, y el 

período de vencimiento es muy corto (7 días desde su elaboración) (De Vos y Bock, 

2002). 

En cuanto a la tuberculosis bovina, hay una resistencia a la utilización de la BCG 

como vacuna por las dudas existentes sobre su eficacia (McNair y col., 2007) y porque 

podría interferir con la detección de animales infectados con M. bovis, comprometiendo 

así los programas de erradicación de tuberculosis en el ganado bovino. Con respecto a la 
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brucelosis, las dos cepas vacunales actualmente más utilizadas en el mundo son B. 

abortus S19 y B. abortus RB51. En nuestro país, se utiliza la cepa S19 y la vacunación 

es obligatoria. Se sabe que aplicada correctamente confiere un 70% de protección contra 

el aborto y un 55% contra la infección. Aunque en nuestro país la cepa RB51 fue 

autorizada provisoriamente (en 1998) en hembras mayores de 10 meses, su uso fue 

prohibido en 2003, dado que en la actualidad sólo se recomienda su uso en países que 

tienen baja prevalencia de la enfermedad (Samartino, 2007). 

B. abortus es un importante inductor de la respuesta inmune humoral y celular siendo 

la respuesta celular la requerida para controlar la infección (Baldwin y Goenka, 2006), 

lo que la convierte en una importante candidata para el uso como carrier vivo de 

antígenos heterólogos. En este trabajo evaluamos el uso de Brucella abortus como 

vector de expresión de antígenos heterólogos de patógenos responsables de 

enfermedades de importancia en la ganadería de nuestro país como son la babesiosis y la 

tuberculosis bovina. En el desarrollo de bacterias como sistemas de expresión es 

importante conocer la fisiología de la bacteria y la respuesta del hospedador a dicha 

bacteria; la existencia de cepas atenuadas; el desarrollo de herramientas de expresión 

que no sólo modulen la producción de antígeno sino también el contexto y la topología 

con las que se expresan; etc. En este enfoque racional, se deben optimizar los 

parámetros de la vacunación según la respuesta requerida para el control de la infección, 

siendo de suma importancia el tipo de respuesta que se induce. Por ejemplo, para el 

control de la mayoría de los nematodos intestinales se precisa de una respuesta de tipo 

Th2 (Drabner y Guzmán, 2001), mientras que el control de muchos patógenos 

intracelulares como B. abortus y Mycobacterium bovis necesitan de la estimulación de 

una respuesta de tipo Th1. La vía de inoculación y las propiedades intrínsecas del 

antígeno también influyen en la respuesta que se generará. 

Otro factor importante en la modulación de la respuesta tiene que ver con la 

topología y el nivel de expresión del antígeno expresado. Hay estudios que demuestran 

que la secreción de antígenos y su exposición en la superficie de la membrana son más 

eficientes en la promoción de una respuesta protectiva comparado con las proteínas 

retenidas en el citoplasma en Salmonella (Hess y col., 1996). Asimismo, la acumulación 

de proteínas heterólogas podrían comprometer el fitness de la bacteria utilizada como 

vector de expresión (Drabner y Guzmán, 2001). La selección del promotor bajo el cual 

se expresa la proteína heteróloga también podría influir en la respuesta inmune contra el 
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antígeno recombinante (Medina y Guzman., 2000), pudiendo entonces optimizar la 

expresión del antígeno con una adecuada selección del promotor. 

Se han expresado satisfactoriamente antígenos en B. abortus de Trypanosoma cruzi 

en el espacio periplásmico de la cepa vacunal B. abortus S19, obteniéndose una buena 

respuesta de anticuerpos en ratones (Comerci y col., 1998). También se ha demostrado 

la estimulación de respuesta celular con antígenos tales como β-galactosidasa, HSP65 y 

ESAT-6 de M. bovis (Vemulapalli y col., 2000c) y antígenos de Neospora caninum 

(Ramamoorthy y col., 2007 a y b) expresadas en B. abortus RB51. En nuestro 

laboratorio, se ha expresado el gen de la luciferasa bajo el control del promotor y en fase 

con el péptido señal de la proteína periplásmica BP26 en B. abortus S19 (Campos y col., 

2002). 

En base a estos antecedentes nos planteamos la hipótesis de que B. abortus S19 es un 

candidato atractivo para la utilización como vector de expresión de antígenos 

heterólogos con el fin de generar una respuesta inmune específica contra estos 

antígenos, sin verse afectadas las características de infección y protección de la cepa 

vacunal en el modelo murino. 

Para probar esta hipótesis se seleccionaron antígenos inmunodominantes de otros 

patógenos que requieren para su control la intervención de una vía inmunológica 

equivalente a la que desencadena Brucella y que generan enfermedades de importancia 

para nuestro país. Se propuso trabajar con M. bovis como ejemplo de bacteria 

intracelular y Babesia bovis como protozoario. Además, se expresaron los antígenos 

elegidos en diversos contextos como en citoplasma, periplasma y asociado a membrana 

formando quimeras con una proteína lipidada. Se evaluó si las distintas localizaciones y 

la lipidación del antígeno podrían llegar a influiar en la respuesta inmune generada y 

también en la estabilidad del antígeno. 

En esta tesis se han expresado los antígenos MPB83 de M. bovis y RAP1 de B. bovis 

en B. abortus S19. La cepa S19 ha sido utilizada por más de 50 años en varios países de 

América Latina, y la respuesta inmune que genera se encuentra muy bien descripta tanto 

en ratones como en su hospedador natural, el bovino. El control y el diagnóstico de la 

brucelosis en los países donde la vacuna de elección es S19 se realiza por medio de 

ensayos serológicos clásicos que incluyen aglutinación y Rosa Bengala (Acha y 

Szyfres., 1986; Fiorentino y col., 2008). Esto está acompañado por un protocolo de 

vacunación apropiado que involucra la vacunación temprana de terneras. En este trabajo 
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se eligió trabajar con S19 dado que el LPS es un fuerte antígeno humoral y podría servir 

como un adyuvante natural.  

Por otro lado, RB51 es una cepa rugosa utilizada en muchos países que permite la 

vacunación de animales adultos Se ensayaron algunas construcciones en esta cepa para 

evaluar la viabilidad de desarrollar vacunas multivalentes para revacunación. 

 

Construcción de vectores de expresión para Brucella abortus  
 
El desarrollo de vectores para la transformación de Brucella derivados del 

pBBR1MCS-1, con resistencia a diferentes antibióticos (kanamicina, tetraciclina, 

ampicilina y gentamicina) (Kovach y col., 1994), permitió un gran avance en las 

estrategias de expresión de antígenos en esta bacteria. Todos estos plásmidos son 

estables in vitro e in vivo en Brucella spp. (Kovach y col., 1995). Cabe destacar que el 

pBBR1MCS-3 con resistencia a tetraciclina es útil para su utilización en una amplia 

variedad de Gram negativas, pero su uso se ve limitado en Brucella spp. debido a que 

este es uno de los antibióticos usados para el tratamiento con la brucelosis. 

Como se detalló en el capítulo I, para llevar a cabo los clonados de los genes que 

expresan los diversos antígenos de interés veterinario seleccionados, se contaba con una 

variedad de plásmidos replicativos y no replicativos en B. abortus (Kovach y col., 1994 

y 1995; Campos, 2003) y además en esta tesis se desarrolló un nuevo plásmido 

denominado pomp19, de manera de expresar las proteínas heterólogas bajo el control 

del promotor omp19 y como fusión a los primeros aminoácidos de OMP19. La serie de 

vectores de expresión utilizados para esta tesis se eligieron con el fin de expresar los 

antígenos heterólogos seleccionados en diversos contextos de presentación antigénica, y 

así analizar cuál despertaría la mejor respuesta inmunológica. Para la expresión en el 

citoplasma bacteriano se utilizó el plásmido pBBR1MCS-2 (Kovach y col., 1995) de 

amplio rango de hospedador y replicativo en B. abortus para la expresión en fusión a β-

galactosidasa de E. coli y bajo el control del promotor del gen que codifica para esta 

proteína.  

Para la expresión en el periplasma, se eligió la secuencia señal del gen bp26. En 

trabajos anteriores de nuestro laboratorio se habían diseñado varios plásmidos no 

replicativos en B. abortus conteniendo el gen bp26 de B. abortus delecionado en 555 pb 

en su región codificante. Todos los plásmidos construidos mantienen la región 
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codificante para su péptido señal e incluyen su región promotora. En este caso, la 

decisión de utilizar un plásmido no replicativo estuvo dada en base a experiencias 

previas de nuestro laboratorio con BP26, las cuales mostraron una posible toxicidad de 

esta proteína en caso de ser sobreexpresada en plásmidos de alto número de copias 

(Campos y col., 2002; Boschiroli y col., 1997). 

Para la expresión asociada a membrana, en este trabajo se desarrolló un nuevo 

plásmido replicativo denominado pomp19, derivado de pBBR1MCS-2. Este plásmido 

fue diseñado con el fin de expresar los antígenos heterólogos en fusión a los primeros 

aminoácidos de la lipoproteína OMP19 de B. abortus. OMP19 es una lipoproteína de 

membrana externa, que también ha sido descripta en B. abortus 544 (Tibor y col., 1996) 

y como Ba18 en B. abortus 2308 (Kovach y col., 1997). De esta manera, no sólo se 

presenta al antígeno en un contexto en el que se encuentra más accesible al sistema 

inmune comparándolo a las proteínas localizadas en citoplasma (Dieye y col., 2003), 

sino que además, al encontrarse potencialmente lipidada la quimera podría llegar a tener 

sus propiedades inmunogénicas aumentadas (Akins y col., 1993). 

En este plásmido se pudieron clonar los genes mpb83 y rap1 y se expresaron las 

quimeras OMP19-MPB83 y OMP19-RAP en B. abortus. Los resultados de este trabajo 

demuestran que es posible expresar proteínas lipidadas a partir de este vector, como es 

el caso de OMP19-MPB83. En el caso de OMP19-RAP, no hay resultados suficientes 

que avalen que se encuentra asociada a un residuo lipídico. 

Actualmente, además de los vectores descriptos en esta tesis (especialmente pomp19, 

que permite expresar los antígenos heterólogos en membrana y a su vez tiene la 

potencialidad de expresar quimeras lipidadas) (Sabio y García y col., 2008 y 2010) 

existe una gran variedad de vectores replicativos que podrían usarse para la expresión de 

antígenos heterólogos. Entre ellos, pBBSODpro y pBBgroE (Vemulapalli y col., 2000c), 

que contienen las secuencias promotoras de sodC y groE de B. abortus, respectivamente 

y pNSGroE (Seleem y col., 2004) que además de contener el promotor con parte de la 

secuencia codificante de groE y disponer únicamente de los genes esenciales para la 

replicación en B. abortus (lo cual hace que sea sustancialmente más pequeño) cuenta 

con un tag de histidina para la detección de la proteína heteróloga. A este último vector 

posteriormente se le agregó un stem-loop de RNA que mejora la iniciación de la 

traducción, generando pNSGroE2His (Seleem y col., 2007), aumentando los niveles de 

expresión y permitiendo la expresión de otros genes que previamente no podían 
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expresarse. El mecanismo sería a través de la supresión de una interacción prolongada 

entre el dominio de inicio de la traducción y las secuencias de ARNm gen específicas, lo 

que permite la formación de estructuras de iniciación de la traducción accesibles (Paulus 

y col., 2004). 

Todos estos plásmidos contienen promotores nativos de Brucella spp., a excepción 

de pBBR1MCS que contiene un promotor de E. coli. En un estudio reciente, se comparó 

la actividad de algunos promotores nativos y sintéticos en Brucella. Se clonaron los 

promotores de los genes clpB, dnaK, htrA, lon y virB de B. suis usando como base los 

plásmidos pNSGroE (Seleem y col., 2008). Al mismo tiempo se estudió la actividad de 

otros promotores de genes de resistencia a antibióticos, de bacteriófagos y sintéticos 

(kan, Ch, Amp, T5, trc) clonados previamente en pNS (Seleem y col., 2006 y 2007). Los 

promotores sintéticos trc que tienen una región rica en A hacia el 5’ resultaron tener 

mayor actividad in vitro e in vivo en B. suis. Sería interesante poder comparar los 

vectores desarrollados en esta tesis con los vectores derivados de pNSGroE en la 

expresión de los antígenos seleccionados en este trabajo. A su vez podría considerarse 

que el vector pomp19 podría mejorarse agregándole el stem-loop de ARN. Esto podría 

servir para aumentar los niveles de expresión de los antígenos, especialmente en RB51; 

aunque hay que tener en cuenta que tal vez niveles mayores de expresión podrían ser 

tóxicos, sobre todo al expresar los antígenos en membrana o en periplasma. 

 

Expresión de Rap1 de Babesia bovis en Brucella abortus S19 
 
El medio más conveniente y práctico para controlar la babesiosis bovina es la 

vacunación. El uso potencial de bacterias recombinantes vivas como una plataforma 

para el desarrollo de las vacunas es altamente atractivo. Esta estrategia ha sido eficaz en 

inducir una respuesta inmune robusta contra antígenos de distintos parásitos en distintos 

vectores de expresión heteróloga (para una revisión ver Detmer y Glenting, 2006). Por 

ejemplo, se expresó un epítope de la proteína LACK de Leishmania major en una cepa 

atenuada de Listeria monocytogenes (Soussi y col., 2002) y el antígeno MSA2 de 

Plasmodium falciparum en BCG (Zheng y col., 2002). En el caso particular de B. 

abortus, se expresaron varios antígenos protectivos de N. caninum en la cepa vacunal 

RB51 (Ramamoorthy y col., 2007 a y b) y en S19 se expresó un antígeno de T. cruzi 

(Comerci y col., 1998) detectándose, en este último caso, una fuerte respuesta de 
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anticuerpos. 

En este trabajo, el gen rap1 fue amplificado con su secuencia completa y clonado en 

pBBR1MCS-2 como fusión a los primeros aminoácidos de β-galactosidasa. Para la 

fusión a BP26 y OMP19 se amplificó el gen sin la secuencia correspondiente al péptido 

señal. Este producto de amplificación fue clonado en el plásmido replicativo pomp19. 

No se pudo lograr el clonado del gen bajo el promotor de bp26, encontrándose en todos 

los casos el gen en la orientación inversa. Se intentó clonar el gen rap1 bajo el promotor 

lacZ, con la secuencia Shine Delgarno (SD) del gen bp26 y la secuencia codificante al 

péptido señal de BP26, pero todos los clones resultantes tenían rap1 en la orientación 

inversa. Esto nos hace suponer que, o bien la fusión BP26-RAP1 es tóxica para E. coli o 

la secuencia SD incluida es la responsable de la toxicidad. Se transformaron bacterias de 

la cepa S19 de B. abortus con los otros dos vectores diseñados y se observó expresión 

de RAP1 demostrándose que la expresión de este antígeno heterólogo no es tóxica en la 

cepa S19 de B. abortus en estos contextos. Con respecto a la localización subcelular, es 

interesante destacar que, contrario a lo que se esperaba, RAP1 se localiza asociada a la 

fracción de membrana, independientemente del vector utilizado. Al ser expresada como 

fusión a OMP19, la localización de la proteína heteróloga fue en la membrana de S19, 

como era esperado, dada la secuencia señal de la proteína OMP 19 (Tibor y col., 1999). 

Sin embargo, al ser expresada como fusión a β-galactosidasa se esperaba que la quimera 

se encontrara en la fracción del citosol. Recientemente, se han reportado resultados 

similares en BCG (Santangelo y col., 2007). Teniendo en cuenta que RAP1 está 

asociada con la membrana del parásito (Goff y col., 2010) y que posee regiones 

hidrofóbicas en su secuencia es posible que la molécula recombinante de RAP1 tenga 

una afinidad intrínseca por la membrana celular. Estos resultados podrían ser una 

evidencia de que la proteína se estaría plegando en su forma nativa en este contexto. 

Así, los vectores pBBRMCS-2 y pom19 permitirían una expresión de RAP1 con un 

posible plegamiento correcto en su forma nativa. Este aspecto se vuelve más relevante, 

dado que recientemente se ha demostrado que la inmunización con la proteína 

recombinante RAP1 usando adyuvantes que inducen una respuesta inmune fuerte tipo 

Th1 y con producción de anticuerpos IgG no son suficientes para proveer protección en 

el ganado bovino contra un desafío con la cepa virulenta de B. bovis (Norimine y col., 

2003). Los autores sugieren que a pesar de que se indujo una respuesta con producción 

de anticuerpos IgG ante el desafío, las diferencias estructurales entre la proteína 
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recombinante y la nativa podrían generar una respuesta inmune contra la proteína 

recombinante incapaz de neutralizar la infectividad del parásito. Aún deben realizarse 

estudios para determinar si RAP1 se expresa en una conformación adecuada en S19. 

Un prerrequisito para cualquier vacuna recombinante viva es su estabilidad en el 

hospedador vacunado. A pesar de que no hubieron diferencias significativas entre las 

UFCs de las cepas recombinantes de S19 (rS19) recuperadas de los bazos de los ratones 

en medio sólido con el antibiótico selectivo adicionado o no, se encontró que el 

plásmido que codificaba para RAP1 fusionada al N-terminal de β-galactosidasa se 

perdía de S19 más rápidamente que el plásmido vacío o el plásmido con el gen rap1 

fusionado a la secuencia señal de omp19. Este resultado sugeriría que la fusión a 

OMP19 de alguna manera conlleva a una mayor estabilidad del plásmido. Es importante 

destacar que las colonias recuperadas del ambiente intracelular mantuvieron su 

capacidad de expresar el antígeno en todos los casos. Como perspectivas futuras, se 

podrían diseñar plásmidos integrativos que expresen RAP1 como fusión a OMP19 para 

evitar una potencial pérdida del vector recombinante. 

El desarrollo de vacunas alternativas para el control de la infección de ganado bovino 

con B. bovis se ha visto limitado por la ausencia de un modelo experimental adecuado 

que reproduzca la infección producida por Babesia en el ganado. A pesar de este 

inconveniente, decidimos estudiar en ratones BALB/c las cepas recombinantes 

diseñadas como un primer paso de análisis de potencial vacuna. Con el fin de evaluar la 

capacidad de S19 y RB51 para expresar el antígeno heterólogo y la potencialidad de 

generar una respuesta inmune específica contra este antígeno, se inmunizaron ratones 

BALB/c con las distintas cepas rS19 y rRB51. Por el análisis por Western blot de los 

sueros de los ratones inoculados con SpRAP o Spomp19-RAP, se demostró que ambas 

cepas recombinantes fueron capaces de generar una respuesta de anticuerpos específica 

contra rRAP. Además de inducir anticuerpos anti-RAP1, ambas construcciones fueron 

capaces de estimular la secreción de IFN-γ por parte de los esplenocitos de los ratones 

inmunizados con las rS19s al ser estimulados con 5 µg de la proteína recombinante. Con 

concentraciones menores del antígeno (1µg), sólo los esplenocitos de los ratones 

inoculados con S19pomp19-RAP1 (Spomp19-RAP) fueron capaces de estimular la 

secreción de IFN-γ (P<0,01). Esto podría deberse a una mayor estabilidad del antígeno 

RAP1 cuando es expresado en fusión OMP19, a la falta del péptido señal de RAP1 o a 

la posible asociación de RAP a un residuo lipídico dado que OMP19 es una lipoproteína 
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(Tibor y col., 1999), aunque no pudo verificarse la lipidación de la quimera OMP19-

RAP. Los resultados preliminares con los esplenocitos de ratones inoculados con 

RpRAP sugieren que se produce liberación de IFN-γ al enfrentarse a rRAP pero los 

niveles de producción no fueron significativos. 

Con respecto a la respuesta de anticuerpos, los sueros de ratones inoculados con 

RB51pRAP (RpRAP) no reconocieron el antígeno rRAP ni los extractos de B. bovis por 

Western blot, lo que sugeriría que no genera una respuesta de anticuerpos detectable, o 

al menos, no se puede detectar por esta metodología. 

La presencia de anticuerpos específicos contra RAP1 del isotipo IgG2a, y menores 

niveles de IgG1, en el suero de los ratones inoculados con las recombinantes sugieren el 

desarrollo de una respuesta inmune tipo Th1. Estos datos sugieren que luego de la 

inmunización con ambas cepas, SpRAP y Spomp19-RAP colonizarían al hospedador 

murino y serían capaces de expresar RAP1 in vivo, induciendo una respuesta inmune 

dirigida hacia un perfil de tipo Th1. 

S19 promueve una buena respuesta celular y humoral debida a los LPS en la 

superficie. La respuesta de anticuerpos contra los LPS hace que no sea adecuada para 

una re-vacunación de adultos bovinos, ya que el título de los anticuerpos inducidos 

interfiere con la prueba serológica usada para la detección de ganado infectado. En el 

caso de la babesiosis, tal vez sea necesaria la vacunación o re-vacunación del ganado 

adulto. En este caso, sería más apropiado el uso de RB51 como sistema de expresión 

heteróloga.  Sin embargo, los resultados de este trabajo sugieren que con el uso de esta 

cepa para la expresión de RAP no se obtienen resultados adecuados de respuesta inmune 

celular y humoral específica contra RAP.  

En otros trabajos se ha reportado la expresión de antígenos protozoarios como es el 

caso de un antígeno de T. cruzi (Comerci y col., 1998) y los antígenos MIC1, MIC3, 

GRA2, GRA6 y SRS2 de N. caninum (Ramamoorthy y col., 2007 a y b). El primero 

expresado en S19 y todo el resto en RB51. En el caso del trabajo en S19 se analizó la 

respuesta humoral y se observó que la recombinante generaba una fuerte respuesta de 

anticuerpos específica contra el antígeno de T. cruzi. Los antígenos de N. caninum 

generaron tanto una respuesta de anticuerpos como celular. Contrariamente, en nuestros 

estudios, la respuesta a RAP expresada en RB51 fue baja. Los ratones inmunizados con 

la cepa Spomp19-RAP mostraron una mayor respuesta celular contra RAP, aunque las 

diferencias no fueron estadísticamente significativas respecto de SpRAP. A su vez, los 
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resultados de protección contra la cepa virulenta B. abortus 2308, muestran que la 

expresión de RAP1 en fusión a OMP19 no afecta la capacidad protectiva de S19. Queda 

por analizar si esa tendencia a una mayor respuesta celular al usar pomp19-RAP en S19, 

es extrapolable al bovino, que es el hospedador natural. 

 

Expresión de MPB83 de Mycobacterium bovis en Brucella abortus S19 
 
BCG es la vacuna más ampliamente utilizada, aunque en la actualidad no se usa para 

la tuberculosis bovina (TBb). Esto se debe en parte a que la vacunación con BCG no 

induce protección contra la infección natural en la mayor parte de los experimentos a 

campo (revisión en Hope y Villarreal-Ramos, 2008). A su vez, uno de los principales 

obstáculos para la introducción de BCG como vacuna para el control de la TBb en el 

ganado bovino es que sensibiliza a los animales y dan positivo a la prueba de 

tuberculina, no pudiéndose entonces distinguir entre éstos y los verdaderamente 

infectados. Por lo tanto, el potencial uso de bacterias recombinantes vivas que expresen 

antígenos de micobacteria como una plataforma del desarrollo de vacunas es altamente 

atractivo. 

MPB83 es una lipoproteína glicosilada procesada por la peptidasa señal II y se 

localiza en la superficie de las micobacterias (Hewinson y col., 1996). En este trabajo se 

clonó el gen mpb83 en tres plásmidos diferentes con el objetivo de generar cepas de 

Brucella recombinantes que expresen las proteínas quiméricas en localizaciones 

subcelulares diversas. El antígeno MPB83 fue expresado exitosamente como una fusión 

a β-galactosidasa, localizándose en la fracción citoplasmática, y como una fusión a los 

primeros aminoácidos de la lipoproteína de B. abortus OMP19, asociándose a la 

fracción de membrana. Con respecto a la proteína quimérica BP26-MPB83, esta fue 

detectada en la fracción soluble. Estos resultados sugieren que los primeros 28 

aminoácidos de la región aminoterminal de BP26 son clivados como se esperaba, y el 

polipéptido resultante no estaría asociado a la membrana. Sin embargo, no fue posible la 

purificación de la fracción periplásmica de Brucella, no pudiéndose confirmar la 

localización de esta quimera. 

Es sabido que las lipoproteínas son antígenos clave en la inmunidad para muchas 

enfermedades bacterianas (Gerlach, y col., 1993; Keenan y col., 2000). También se ha 

encontrado que antígenos no lipoproteicos del parásito Leishmania major en fusión a 
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lipoproteínas bacterianas pueden aumentar la inmunidad (Cote-Sierra y col., 2002). Las 

lipoproteínas son sintetizadas con un péptido señal hidrofóbico en la región N-terminal, 

el cual es clivado del polipéptido maduro por la LSP (lipoprotein signal peptidase: 

peptidasa señal de lipoproteínas) antes de producirse el enlace covalente de un ácido 

graso (Cote-Sierra y col., 2002). La presencia del medio lipídico permitiría que la 

proteína tome la correcta topología de membrana (Hayashi y Wu, 1990) y le conferiría 

propiedades inmunoestimulatorias (Radolf y col., 1995; Akins y col., 1993). El análisis 

molecular de patógenos bacterianos filogenéticamente diversos ha demostrado 

divergencia del sitio de reconocimiento de LSP. La secuencia de reconocimiento 

micobacterial parecería haber sufrido un distanciamiento genético (Lysnyansky y col., 

1999). La expresión heteróloga de lipoproteínas en E. coli con secuencias de 

reconocimiento de LSP divergentes a menudo dan como resultado la expresión de 

proteínas recombinantes con modificaciones lipídicas incompletas o completamente 

inexistentes (Hansson y col., 1995; Madurawe y col., 2000; Shang y col., 1996). 

Específicamente, MPB83 no se encuentra lipidada cuando es expresada en E. coli 

(Cullen y col., 2003), lo cual correlaciona con nuestros resultados en B. abortus, donde 

también la lipidación de este antígeno micobacteriano está ausente. Este inconveniente 

puede ser superado incluyendo una secuencia de reconocimiento de LSP que sea 

procesado eficientemente por las bacterias Gram negativas al expresar antígenos 

micobacterianos (Cullen y col., 2003; Legrain y col., 1995). Se expresó MPB83 como 

una fusión a la lipoproteína OMP19, de tal manera de conferir una señal válida de 

lipidación que sería reconocida por Brucella. Esto tendría dos potenciales efectos, 

permitiría que las lipoproteínas heterólogas (en este caso MPB83) tomen su correcta 

topología de membrana y podría otorgarle propiedades inmunoestimulatorias mayores 

(Akins y col., 1993), y en el caso de los antígenos que no sean naturalmente 

lipoproteicos, con la lipidación podría llegar a verse aumentada su capacidad antigénica 

(Cote-Sierra y col., 2002). Cuando la cepa Spomp19-83 fue tratada con globomicina, un 

inhibidor específico de la peptidasa de reconocimiento de la señal lipoproteica que 

induce la acumulación del precursor lipoproteico (Sabio y García y col., 2010; 

Harrington y col., 2000), se detectó por Western blot una banda correspondiente al 

precursor no procesado, lo que sugiere que esta proteína quimérica sería lipidada (Sabio 

y García y col., 2010 y capítulo III de este trabajo de tesis). Estos resultados sugieren 
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que el plásmido pomp19 al menos en algunos casos permitiría la correcta lipidación de 

las quimeras que expresa. 

Se evaluó la estabilidad de los plásmidos y la capacidad de generar inmunidad de las 

cepas recombinantes de B. abortus (rS19) en ratones BALB/c. No se observaron 

diferencias entre el número de UFCs de las rS19 recuperadas de los bazos de los ratones 

en medio sólido en presencia o ausencia de los antibióticos de selección. Esto indica que 

las bacterias no perdieron los plásmidos que portaban. Además, las colonias de rS19 

recuperadas del ambiente intracelular mantuvieron su capacidad de expresar MPB83 en 

todos los casos. En este trabajo también se describe que cuando RAP1 de B. bovis fue 

expresada como una fusión de OMP19, el plásmido recombinante mostraría una 

tendencia a ser más estable que las otras construcciones en estudio (Sabio y García y 

col., 2008 y este trabajo). Datos similares se obtuvieron con MSP1 expresada en fusión 

a OMP19 en S19 (datos no publicados). En el caso de MPB83, por otro lado, estas 

diferencias no se observan y todas las construcciones muestran niveles similares de 

estabilidad. Entonces, la estabilidad de los plásmidos que codifican para los antígenos 

recombinantes podría estar altamente influenciada por la naturaleza del antígeno que 

está siendo expresado. 

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de la proteína heteróloga expresada en 

Brucella, se inmunizaron grupos de ratones BALB/c con Sp83, Sp26-83 o Spomp19-83. 

Se evaluó la capacidad de secretar IFN-γ por parte de los esplenocitos obtenidos de los 

ratones de los distintos grupos en respuesta a la estimulación con rMPB83. Cuando 

fueron estimulados con 5 µg de rMPB83, los esplenocitos de los ratones de los grupos 

inmunizados con las cepas recombinantes, que expresan las tres diferentes proteínas de 

fusión, mostraron mayores niveles de secreción de IFN-γ con respecto al grupo control. 

Sin embargo, hubo una estimulación menor estadísticamente significativa con los 

esplenocitos del grupo inmunizado con Sp26-83. Esto podría explicarse debido al hecho 

de que la construcción se llevó a cabo en un plásmido integrativo, dando como resultado 

una única copia en el cromosoma bacteriano. En coincidencia con estos resultados, con 

menores concentraciones del antígeno estimulante rMPB83, sólo los esplenocitos de los 

ratones inmunizados con Sp83 y Spomp19-83 fueron capaces de estimular la secreción 

de IFN-γ. Es sabido que una de las principales desventajas de los vectores integrativos 

es la reducción de los niveles de expresión heteróloga (Mederle y col., 2002), lo que 

contrabalancea su mayor estabilidad. Para la expresión de MPB83 en los vectores 
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estudiados, dado que los vectores replicativos resultaron estables, no se obtuvo esta 

ventaja al usar el vector integrativo, mientras que, como se menciona arriba, sí se 

observó una importante disminución de la capacidad inmunogénica, sugiriendo que el 

uso de vectores replicativos sería más apropiado en futuros estudios con este antígeno. 

Aunque se sabe que el antígeno MPB83 induce una respuesta humoral y celular en 

infecciones experimentales en varios modelos animales y en infecciones naturales en 

humanos (Harboe y col., 1995; Wiker y col., 1996), no fue posible detectar respuesta de 

anticuerpos con la metodología utilizada en este trabajo al ser expresado en B. abortus 

en ninguna de sus formas (OMP19-83, BPP26-83 y βgal-83). La pérdida de esta función 

inmunológica podría deberse a que MPB83 no esté siendo expuesta en membrana 

cuando es expresada en Brucella tal como sucede en las micobacterias. Cuando la 

proteína es expresada a partir de los plásmidos p26-83 y p83, donde se espera que se 

localice en citoplasma y periplasma, la falta de inducción de respuesta humoral es 

esperable. Sin embrago, al encontrarse fusionado a OMP19, a pesar de su localización 

en membrana, MPB83 podría no encontrarse accesible en la superficie de membrana de 

Brucella lo que impediría que se desarrolle la respuesta de anticuerpos esperada. Otra 

alternativa sería que los aminoácidos de OMP19 presentes en la zona aminoterminal 

interfieran con el reconocimiento de epítopes inmunogénicos de MPB83. La posibilidad 

de que la ausencia de glicosilación (MPB83 se encuentras glicosilada en las 

micobacterias) en las quimeras disminuya la respuesta humoral la descartamos debido a 

que se observó que MPB83 no glicosilada en M. bovis también genera una respuesta 

humoral (Chambers y col., 2010). 

Cuando los patrones moleculares de patógenos se unen a los receptores tipo Toll 

(TLRs) de mamíferos estimulan una respuesta inmune innata de forma tal que se pueda 

generar una respuesta inmune adaptativa. El LPS de B. abortus y las lipoproteínas 

micobacterianas, tanto como las de Brucella abortus (Zwerdling y col., 2008), son 

ejemplos muy bien estudiados de activación inmune celular a través de la interacción 

con TLR4 y TLR2, respectivamente (Campos y col., 2004; 2006; Arko-Mensah y col., 

2007). En particular, se ha demostrado el rol de MPB83 en la estimulación de la 

producción de IL-12 y TNF-α por medio de la unión a TLR2 en células dendríticas de 

bovinos (Hope y col., 2003). En este sentido, la expresión de MPB83 como una 

lipoproteína en una bacteria Gram negativa, tal como B. abortus, es prometedora para el 

diseño de nuevas vacunas. Sin embargo, no se observaron diferencias en la producción 
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específica de INF-γ en los ratones inmunizados con las brucellas que expresan MPB83 

como lipoproteína de aquellos que fueron inmunizados con la cepa que expresa la 

proteína sin lipidar, lo que sugiere que la asociación al medio lipídico no daría como 

resultado una ventaja significativa en términos de inmunogenicidad para este antígeno, 

al menos en las condiciones estudiadas en este trabajo. A pesar de que MPB83 es un 

antígeno candidato válido como modelo, la vacunación del ganado con Brucella que 

exprese MPB83 podría comprometer la especificidad del ensayo de tuberculina, ya que 

la PPD contiene a este antígeno. Entonces, el uso de una vacuna candidata que exprese 

MPB83 para el control de la tuberculosis bovina en el ganado debería deba estar 

acompañado de un diagnóstico basado en un PPD desprovisto de MPB83 o cualquier 

otro antígeno presente en la formulación de la vacuna. 

Los resultados de protección contra la cepa virulenta B. abortus 2308, muestran que 

la expresión de MPB83 en fusión a βgalactosidasa no afecta la capacidad protectiva de 

S19.  

 

Otros antígenos 
 
Paralelamente a los antígenos presentados en este trabajo, se estudiaron otros 

antígenos de interés veterinario, los cuales no se incluyeron en esta tesis debido a que 

los resultados son preliminares o a que se encontraron dificultades técnicas importantes 

en la detección de la expresión de las quimeras. Sin embargo, es interesante mencionar 

algunos de los resultados. 

Uno de los antígenos seleccionados fue MSP1 de Anaplasma marginale 

(Rickettsiales: Anaplasmataceae) agente causal de la anaplasmosis, otra de las 

enfermedades transmitidas por garrapatas que entra en el grupo de las enfermedades de 

Tristeza bovina. Las MSPs de A. marginale están involucradas en la interacción del 

parásito tanto con los huéspedes vertebrados como invertebrados (de la Fuente y col., 

2004 y 2008). El ganado inmunizado con A. marginale derivado de eritrocitos desarrolla 

principalmente anticuerpos contra MSP1a (Kocan y col., 2001; de la Fuente y col., 

2002). La inmunización del ganado con el complejo MSP1 induce inmunidad protectiva 

parcial (García García y col., 2004). 

En el caso de este antígeno, al igual que lo que sucedió con RAP1 de B. bovis, 

tampoco fue posible obtener la proteína quimérica BP26-MSP1. Tanto MSP1 como 
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RAP1 tienen un tamaño considerablemente mayor a MPB83, lo cual podría estar 

influyendo en la toxicidad al acumularse estas proteínas en el periplasma bacteriano. 

Este inconveniente podría resolverse clonando epítopes inmunogénicos tanto de RAP1 

como de MSP1. Por ejemplo la región N-terminal de RAP1 es altamente conservada 

entre especies del género Babesia (Dalrymple, 1993; Dalrymple y col., 1993; Suárez y 

col., 1994), lo que sugiere que es funcionalmente importante y probablemente sea útil 

como blanco inmunogénico (Suárez y col., 1994). 

 Por otro lado, las quimeras βgal-MSP1st y OMP19-MSP1st se expresaron y se 

localizaron en las fracciones subcelulares esperadas, citoplasma y membrana, 

respectivamente. Además, MSP1 expresada como fusión a OMP19 fue más estable que 

expresada en fusión a βgal, lo que indicaría que el contexto provisto por OMP19 es 

ventajoso para la expresión de las proteínas hetrólogas, no sólo en términos de 

inmunogenicidad sino también de estabilidad. Queda por demostrar si este contexto es o 

no favorable debido a la lipidación en la proteína heteróloga ya que al igual que para 

RAP-1 no fue posible demostrar la naturaleza lipoproteica de MSP-1 fusionada a 

OMP19 por la técnica de inhibición por globomicina. 

Otros antígenos estudiados fueron ESAT6 y CFP10 de M. bovis. Los antígenos 

ESAT-6 (Early Secreted Antigenic Target 6-kDa: blanco antigénico secretado 

tempranamente) (Sorensen y col., 1995) y CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10-kDa: 

proteína de filtrado de cultivo) (Berthet y col., 1998) se encuentran codificados por los 

genes esxA y esxB, respectivamente, presentes en la región RD1 (Region of Difference: 

Región de diferenciación 1) de M. bovis. Esta región se encuentra ausente en todas las 

cepas vacunales de BCG (Mahairas y col., 1996) y está presente en todas los 

aislamientos virulentos (Brosch y col., 2002). La elección de estos antígenos se basó en 

la probada capacidad protectiva de ESAT6 (Kamath y col., 1999; Li y col., 1999, Maue 

y col., 2004 y 2007) y su ausencia en la vacuna BCG. A pesar de que se ha descripto en 

trabajos anteriores que ESAT6 resultó inmunogénica en ratones BALB/c al expresarse 

en RB51 utilizando el vector pBBSODpro (Vemulapalli y col., 2000c) (un derivado del 

vector pBBR1MCS que contiene el promotor y la secuencia que codifica para el péptido 

señal de SOD de B. bovis), en nuestros estudios no fue posible detectarse expresión de 

esta proteína en S19. Lo mismo ocurrió con CFP10. Sin embargo, sí se detectaron 

transcriptos de esta6 en S19 por medio de la técnica de RT-PCR a partir de la 

construcción pESAT6 lo que indicaría que la expresión no está afectada a nivel 
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transcripcional. Es probable que el uso de nuevos plásmidos tales como pNSGroE 

(Seleem y col., 2004) mejore la expresión de estos antígenos en S19. 

 

La eficacia en la inducción de una respuesta inmune adecuada, además de las 

ventajas que presenta Brucella, tales como alta estabilidad, bajo costo de producción, y 

las herramientas para la expresión de los antígenos en distintos contextos y con distintas 

topologías del antígeno, hacen de esta bacteria un candidato interesante para el uso 

como vector de expresión heteróloga. Tiene la desventaja ya mencionada de la 

imposibilidad de vacunación de ganado adulto y de la re-vacunación por la interferencia 

en las pruebas diagnósticas de la infección. Este problema podría resolverse con el 

desarrollo de RB51 recombinantes para aquellos antígenos de enfermedades que 

requieren vacunación o re-vacunación de ganado adulto, aunque deberán desarrollarse 

estrategias para mejorar la inmunogenicidad de los antígenos heterólogos en esta cepa. 

En el caso de RAP1, se observó la inducción tanto de una respuesta de anticuerpos 

como celular específica; en cambio, para MPB83 sólo fue posible detectar una respuesta 

celular. Estos resultados, junto con los datos de la localización subcelular de las distintas 

quimeras, indicaría que RAP1 se encuentra en membrana y accesible en la superficie de 

la Brucella, posiblemente por características intrínsecas de su topología, lo que 

permitiría el acceso a anticuerpos con la consiguiente generación de una respuesta de 

anticuerpos. En cambio, MPB83 aún cuando se asocia a membrana posiblemente no se 

encuentra expuesta y por esta razón no se generara la respuesta de anticuerpos. Los 

resultados no son conclusivos con respecto a cuál sería la mejor presentación de los 

antígenos. Aunque se esperaba que el plásmido pomp19 fuera más eficiente en la 

generación de una respuesta inmunogénica, al expresar quimeras que presentan el 

antígeno en un contexto de membrana y además de forma lipidada, los resultados fueron 

variables. Por un lado, los resultados de la expresión de las quimeras de MPB83 indican 

que se encuentra lipidada al encontrarse fusionada a OMP19, pero esta forma de 

presentación no muestra diferencias en la generación de una respuesta inmunogénica 

(celular o humoral) con respecto a la quimera βgal-MPB83 (citoplasmática). Por otro 

lado, con la estrategia experimental aquí empleada no fue posible demostrar que 

OMP19-RAP se encuentre lipidada, pero a diferencia de lo que ocurrió con MPB83, la 

respuesta inmune contra RAP1 en el contexto de OPM19 fue potenciada, aunque las 

diferencias no fueron estadísticamente significativas. Este incremento en la respuesta no 
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parece deberse a la localización celular de la quimera, ya que tanto OMP19-RAP como 

βgal-RAP se expresan en la membrana de S19. Por lo tanto, la lipidación de RAP-1 no 

detectada aquí por las metodologías empleadas o algún otro factor por ahora 

desconocido sería responsable de este leve aumento en la respuesta cuando el antígeno 

es expresado en el contexto de OPM19.  

Otro punto interesante a destacar es que ninguna de las recombinantes estudiadas en 

los análisis de protección perdió su capacidad protectiva contra la cepa virulenta B. 

abortus 2308. Estos resultados indicarían que la capacidad protectiva de S19 no se ve 

afectada por la expresión de OMP19-RAP1 y βgal-MPB83. Las otras cepas 

recombinantes no fueron analizadas en su capacidad protectiva. Los resultados 

presentados sugieren que B. abortus S19 sería un vector de expresión adecuado para 

expresar antígenos de B. bovis y M. bovis y podría ser una base para la generación de 

futuras vacunas heterólogas para la brucelosis, tuberculosis y babesiosis bovina. 

Las futuras vacunas contra la tuberculosis probablemente se basen en estrategias de 

inducción y refuerzo (prime-boost strategies) (Hanekom y col., 2010). La inducción 

tendería a ser con una cepa de BCG modificada, más inmunogénica y más segura u otra 

cepa atenuada de Mycobacterium (Martin y col., 2006; Dao y col., 2008), seguido de un 

refuerzo (boost) que amplifique los componentes críticos de la respuesta inmune 

generados por las vacunas de inducción. Estas vacunas de refuerzo son en general 

basadas en vectores virales no infectivos (o no replicativos) que expresan proteínas 

importantes en la protección de la tuberculosis. Otra estrategia alternativa es emplear 

como vector vacunal de refuerzo una vacuna viva atenuada contra otra enfermedad. 

Como debe cumplirse para cualquier vacuna bivalente, el perfil de respuesta inmune que 

se induce deber ser común a ambas enfermedades y la presencia de antígenos 

(inmunógenos contra) de un patógeno no debe disminuir la capacidad de inducir 

inmunidad protectiva hacia el otro patógeno. En este trabajo de tesis hemos demostrado 

que ambas condiciones se cumplen para las cepas aquí desarrolladas y por lo tanto las 

proponemos como potenciales refuerzos para el control de la tuberculosis animal. 

Debido a que la cepa RB51 es la más adecuada para vacunar ganado adulto contra la 

brucelosis, sería necesario adaptar los sistemas desarrollados a esta cepa vacunal. Habría 

que tener en consideración como perspectiva futura incluir en esta estrategia vacunal al 

antígeno Ag85 que es, junto con ESAT6, uno de los principales candidatos como 

posible antígeno protectivo (Delogu y Fadda, 2009). 
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En resumen, este trabajo demuestra que es posible inducir simultáneamente una 

respuesta inmune contra B. abortus y contra antígenos específicos de patógenos 

heterólogos basándose en la expresión de estos antígenos en la cepa vacunal S19 de B. 

abortus. Hasta el momento, la mayoría de los estudios de expresión heteróloga en 

Brucella con fines vacunales fueron realizados en la cepa RB51 y un único estudio fue 

realizado en S19. Así, los resultados de este trabajo de tesis contribuyen a la obtención 

de una vacuna polivalente, basándose en la vacuna para la brucelosis y haciendo 

hincapié en dos enfermedades (tuberculosis y babesiosis) de sumo interés en la 

ganadería argentina, debido a las pérdidas económicas que resultan de la mortandad y 

morbilidad del ganado bovino causadas por las mismas. Aprovechando la utilización de 

la cepa vacunal S19 de uso obligatorio en nuestro país, se podría generar una respuesta 

inmunológica específica contra antígenos claves de los patógenos causantes de estas 

enfermedades. Este trabajo es una base para el estudio y el desarrollo de vacunas 

multivalentes que deberán presentar una diversidad de antígenos, o epítopes de 

antígenos de los patógenos heterólogos, ya que es muy difícil que un único antígeno 

permita producir un efecto protectivo, más allá del efecto adyuvante que pueda producir 

la Brucella.  

Los vectores aquí desarrollados podrán ser empleados no sólo para expresar 

antígenos heterólogos in vivo sino también para potenciar el nivel de expresión de 

proteínas antigénicas endógenas. 
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• Todos los plásmidos replicativos desarrollados son estables y funcionales 

durante el crecimiento de Brucella en el ratón, independientemente del antígeno 

que expresen.  

 

• El plásmido pomp19, desarrollado en esta tesis, permite la expresión de 

proteínas heterólogas en la membrana de Brucella que pueden o no ser lipidadas, 

dependiendo de las características de la proteína heteróloga. Esta modificación 

postraduccional se da por la presencia de la secuencia de lipidación presente en 

OMP19 de B. abortus. 

 

• Este es el primer trabajo con una cepa vacunal de Brucella como sistema de 

expresión heteróloga en el que se utiliza un contexto asociado a un residuo 

lipídico como presentación del antígeno heterólogo. 

 

• La integración del plásmido p26-83 en el genoma de S19 es estable y permite la 

expresión de la proteína recombinante durante la replicación de Brucella en el 

ratón, indicando que la estrategia empleada fue útil para la expresión de genes 

bajo promotor fuerte e integrado en única copia al cromosoma bacteriano. Sin 

embrago, el empleo de este plásmido está restringido a algunas proteínas, como 

pudo evidenciarse por la imposibilidad de expresar RAP1 como fusión a BP26. 

 

• Este es el primer trabajo en el que se utiliza un plásmido integrativo en Brucella 

en estudios de sistemas de expresión heteróloga. 

 

• Rap1 de B. bovis y MBP83 de M. bovis pueden ser expresadas en B. abortus 

S19. Rap1 se localiza en la fracción de membrana, independientemente de la 

secuencia señal utilizada. MBP83 se localiza en membrana al ser asociada a 

OMP19 y en la fracción soluble al estar como fusión a los primeros aminoácidos 

de β-galactosidasa o de BP26.  
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• La expresión de estas proteínas heterólogas en los contextos estudiados no 

alteran las características de infección de B. abortus S19 en el modelo murino de 

infección estudiado. 

 

• Las cepas recombinantes de Brucella obtenidas que expresan ambas proteínas 

heterólogas son capaces de inducir una respuesta celular específica contra el 

antígeno heterólogo que expresan, a través de su replicación en el ratón. 

 

• Las inmunizaciones con SpRAP y Spomp19-RAP disparan la producción de 

anticuerpos predominantemente IgG2a, isotipo característico de respuestas de 

perfil Th1. 

 
• La falta de respuesta humoral específica detectable contra MPB83 frente a las 

inmunizaciones con las cepas de Brucella que la expresan podría deberse a que 

MBP83 no queda expuesta en la cara externa de la bacteria. 

 
• Las cepas recombinantes de Brucella que expresan MBP83 o RAP1 inducen un 

perfil de respuesta inmune compatible con protección, indicando que las cepas 

desarrolladas son potenciales inmunógenos que podrán ser considerados en el 

desarrollo de estrategias de vacunación para el control de la tuberculosis y la 

babesiosis.  
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1. Secuencias de genes y proteínas de B. abortus:  
 

1.1. Secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de los genes omp19 y bp26 y de las 
proteínas OMP19 y BP26: 
 

Las secuencias de los genes omp19 y bp26 se encuentran depositadas en el banco de datos 
GenBank del sitio NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), con los números de acceso Z54148 para 
bp26 y BAU29211 para omp19. A continuación se transcriben las secuencias nucleotídicas para 
simplificar el análisis de los resultados. En rojo se señalan las secuencias correspondientes a los 
péptidos señal, en azul el resto de la secuencia codificante y en negro las regiones adyacentes 
secuenciadas a partir de los insertos de los fagos recombinantes de la biblioteca genómica de B. 
abortus S19. Además, en la secuencia del gen bp26 se señala en naranja la región del gen que 
se encuentra deletada en el plásmido pK26L. Se encuentran señalados, por subrayado, los sitios 
de restricción que luego serán utilizados para la obtención de las cepas recombinantes y, por 
subrayado doble, los sitios de pegado de los oligonucleótidos.  

En la secuencia de omp19, se resalta en negrita la secuencia codificante correspondiente al 
consenso de precursores de lipoproteínas bacterianos. 

Las secuencias aminoacídicas están indicadas con los mismos patrones de color: rojo 
corresponde al péptido señal. Subrayado en rojo se indica el tetrapéptido que muestra una gran 
similitud con estas secuencias consenso de lipidación. Se recuadra la cisteina (C) que 
corresponde al sitio de acilación. La secuencia aminoacídica subrayada en azul corresponde a 
los primeros aminoácidos para la fusión con MPB83 y RAP1. 

 
1.1.1. Secuencia de omp 19 : 
 
1  gatctggttg ccgagcccgt tcatcctggc gaaggctgcc tttgtggcca taactaacgt 
61  ggttccattc ttcctgcggc tttggtcatc aagcctgaca atgagggtct atatggcgga 
  pomp19f 
121 aaagcccgca aattgccagt acccgcgcgc gattgcaaaa cttgcagtgc agtcatgcgc 
181 ccagaacaaa cgccaatatc ggggaaactg tggccttgct gtgccagttt cagaattatc 
241 aggtggtttc aagcattctt gaagggcttt ggaggcagaa atgaaaggtg ctggtgttgc 
301 ttttttaacc atatagccat tttatcggtc caatAtatca tattgcatgg cttcggcatg 
            M 
361 ggaatttcaa aagcaagtct gctcagcctc gcggcggctg gcattgtcct ggccgggtgc 
    G  I  S  K   A  S  L   L  S  L   A  A  A  G   I  V  L   A  G  C  
421 cagagctccc ggcttggtaa tctcgataat gtttcgcctc cgccgccgcc tgcaccggtc 
    Q  S  S  R   L  G  N   L  D  N   V  S  P  P   P  P  P   A  P  V   
481 aatgctgttc cggcaggcac ggtgcagaaa ggcaatcttg attctcccac caattcccca 
    pomp19r                              
    N  A  V  P   A  G  T   V  Q  K   G  N  L  D   S  P  T   Q  F  P  
541 atgcgccctc cacggatatg agcgcgcaat ccggcacaca ggtcgcaagc ctgccgcctg 
    N  A  P  S   T  D  M   S  A  Q   S  G  T  Q   V  A  S   L  P  P   
601 catccgcacc ggacctgacg cccggcgccg tggctggcgt ctggaacgcc tcgcttggtg  
    A  S  A  P   D  L  T   P  G  A   V  A  G  V   W  N  A  S   L  G   
661 gtcagagctg caagatcgcg acgccgcaga ccaaatatgg ccagggctat cgcgcaggcc 
    G  Q  S  C   K  I  A   T  P  Q   T  K  Y  G   Q  G  Y  R   A  G  
721 cgctgcgctg ccccggtgaa ctggctaatc ttgcctcctg ggccgtcaat ggcaagcaac  
    P  L  R  C   P  G  E   L  A  N  L   A  S  W   A  V  N  G   K  Q   
781 tcgtccttta cgatgcgaac ggcggtacgg ttgcctcgct ctattcttca ggacagggcc 
    L  V  L  Y   D  A  N   G  G  T   V  A  S  L   Y  S  S   G  Q  G   
841 gcttcgatgg ccagaccacc ggcgggcagg ccgtgacgct gtcgcgctga cagggccgct 
901 tcgatggcca gaccaccggc gggcaggccg tgacgtgtcg cgctgatctg acccggaaac 
961 gatgaagagg gcggagcttc ttcgggcagc tccgccgaat tttaaggcgc accgcgaatg 
1021 atttcggcag atgcgcatca gtccaaggtt tcactggaac ctctcatgtc ttttgatggc 
1081 aatctgaaag ccttcccttc cgtccgcgaa cgttatgaag ccatgg 
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1.1.2. Secuencia de bp26 (Z54148)   
 
1  atctcaaatc aacaactcct tgcataaaag gagacttaag aacacaatga tttcaagaca 
61  aagcccctga cataacccgc tttgtccaaa tttttcaact tttcctgtag gagattttat 
             M 
121 gaacactcgt gctagcaatt ttctcgcagc ctcattttcc acaatcatgc tcgtcggcgc 
     N  T  R   A  S  N  F   L  A  A   S  F  S   T  I  M  L   V  G  A  
181 tttcagcctg cccgctttcg cacaggagaa tcagatgacg acgcagcccg cgcgcatcgc 

        BssHII 
     F  S  L   P  A  F  A   Q  E  N   Q  M  T   T /Q  P  A //R  I  A   
241 cgtcaccggg gaaggcatga tgaccccctc gcccgatatg gccattctca atctctcggt 
     V  T  G   E  G  N  N   P  T  S   P  D  M   A  I  L  N   L  S  V  
301 gctacgccag gcaaagaccg cgcgcgaagc catgaccgcg aataataatg aagccatgac 
     L  R  Q   A  K  T  A   R  E  A   M  A  T   N  N  N  E   A  M  T  
361 cgcgaataat gaagccatga gaaaagtgct cgatgccatg aagaaggccg gcatcgaaga 
     A  N  N   E  A  M  R   K  V  L   D  A  M   K  K  A  G   I  E  D  
421 tcgcgatctc cagacaggcg gcatcgatat ccagccgatt tatgtctatc ctgacgacaa 
     R  D  L   Q  T  G  G   I  D  I   Q  P  I   Y  V  Y  P   D  D  K 
481 gaacaacctg aaagagccta ccatcaccgg ctattctgta tccaccagtc tcacggttcg 
     N  N  L   K  E  P  T   I  T  G   Y  S  V   S  T  S  L   T  V  R  
541 cgtgcgcgaa ctggccaatg ttggaaaaat tttgcatgaa tccgtcacgc tcggtgttaa 
     V  R  E   L  A  N  V   G  K  I   L  D  E   S  V  T  L   G  V  N 
601 tcagggcggt gatttcaacc tggtcaatga taatccctcc gccgtgatca cgaggggcaa 
     Q  G  Q   D  L  N  L   V  L  N   D  N  P   S  A  V  I   T  R  G 
661 gcgcgcagtg gccaatgcca ttgccaagcc gaagacgctt gccgacgctg caggcgtggg 
     K  R  A   V  A  N  A   I  A  K   P  K  T   L  A  D  A   A  G  V  
721 gcttggccgt gtggtggaaa tcagtgaact gagccgcccg cccatgccga tgccgatgcc 
     G  L  G   R  V  V  E   I  S  E   L  S  R   P  M  P  M   P  M  P 
781 aattgcgcgc ggacagttca gaaccatgct agcagccgca ccggacaatt ccgtgccgat 
      BssHII 
     I  A  R   G  Q  F  R   T  M  L   A  A  A   P  D  N  S   V  P  I   
841 tgccgcaggc gaaaacagct ataacgtatc ggtcaatgtc gtttttgaaa tcaagtaaat  
     A  A  G   E  N  S  Y   N  V  S   V  N  V   V  F  E  I   K 
901 agagccgggg tatgacgccc tttgccacct gatacaaaac gccggcctgg tttcacaggc  
961 gtttttttga ttagaggcgt ttcgatctga ttgaatccga tcggcgctct aatcctttgt 
1021 tttgacgcgc atcttttccg aaaaccgttt cacacttttc ggatgcggtc tagcggatga 
1081 tcggaaaccg cgcgcaaatg tcacgctcgt cggacgacat ggcggaaccc acgcacggta 
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1.2. Secuencias nucleotídicas y aminoacídicas del gen rap1 (AAXT01000002 
región: 1305362.1307059)  y de la proteína RAP 1 de Babesia bovis 

 
En rojo se señalan las secuencias (aminoacídicas y nucleotídicas) correspondientes al 

péptido señal, en azul el resto de las secuencias. Los sitios de pegado de los oligonucleótidos se 
encuentran señalados por subrayado doble. 

 
1  atgagaatca ttagcggcgt tgtcggttgc cttttcttgg tgttttcaca ccatgtgtct 
   prapf 
   M  R  I  I   S  G  V   V  G  C   L  F  L  V   F  S  H   H  V  S 

61   gcttttcgcc acaatcagag agtaggaagt ctcgctccag ctgaagtggt aggtgattta 
p26rapstf/ p19rapstf 

     A  F  R  H   N  Q  R   V  G  S   L  A  P  A   E  V  V   G  D  L  

121  acctccacat tggaaacagc tgatactttg atgactctcc gtgaccacat gcacaacatt 
     T  S  T  L   E  T  A   D  T  L   M  T  L  R   D  H  M   H  N  I

 
181  actaaggata tgaaacatgt tttgagcaat ggccgtgagc agattgtaaa tgatgtttgc 
     T  K  D  M   K  H  V   L  S  N   G  R  E  Q   I  V  N   D  V  C   
241  tctaatgctc ctgaggactc caactgtcgt gaggtagtta acaattatgc tgaccgttgt 
     S  N  A  P   E  D  S   N  C  R   E  V  V  N   N  Y  A   D  R  C  
301  gaaatgtacg gatgctttac gattgacaat gtcaaatatc cgttgtatca agagtaccaa 
     E  M  Y  G   C  F  T   I  D  N   V  K  Y  P   L  Y  Q   E  Y  Q 
361  cctctatctc ttccaaaccc ttaccagttg gatgctgcgt tcagattgtt caaagagagt 
     P  L  S  L   P  N  P   Y  Q  L   D  A  A  F   R  L  F   K  E  S 
421  gcatccaatc ctgctaagaa cagcgtaaaa cgcgaatggt tgcgtttcag aaatggagcg 
     A  S  N  P   A  K  N   S  V  K   R  E  W  L   R  F  R   N  G  A 
481  aaccatggtg attaccacta cttcgtcact ggtctgttga acaacaatgt tgtgcacgag 
     N  H  G  D   Y  H  Y   F  V  T   G  L  L  N   N  N  V   V  H  G 
541  gaaggaacta ccgatgttga atatcttgtc aacaaggtac tctatatggc taccatgaac 
     E  G  T  T   D  V  E   Y  L  V   N  K  V  L   Y  M  A   T  M  N 
601  tacaagactt atttgacagt aaacagtatg aacgccaagt ttttcaacag attcagcttc 
     Y  K  T  Y   L  T  V   N  S  M   N  A  K  F   F  N  R   F  S  F 
661  actacaaaga tattcagccg tcgtattagg caaacattga gtgatatcat caggtggaat 
     T  T  K  I   F  S  R   R  I  R   Q  T  L  S   D  I  I   R  W  N 
721  gttcctgaag attttgaaga aaggagcatc gaacgtatca ctcaacttac tagcagctac 
     V  P  E  D   F  E  E   R  S  I   E  R  I  T   Q  L  T   S  S  Y  
781  gaagattaca tgttgaccca gattccaact ctttccaagt ttgcacgtcg ttatgctgac 
     E  D  Y  M   L  T  Q   I  P  T   L  S  K  F   A  R  R   Y  A  D 
841  atggtgaaga aggttctgct cggtagcttg acctcgtacg ttgaagctcc ttggtacaaa 
     M  V  K  K   V  L  L   G  S  L   T  S  Y  V   E  A  P   W  Y  K  
901  agatggataa agaaattcag agactttttc tctaaaaacg ttacccaacc tacaaagaag 
     R  W  I  K   K  F  R   D  F  F   S  K  N  V   T  Q  P   T  K  K  
961  ttcatcgagg atactaacga agttaccaaa aactatctga aagccaatgt tgctgagccc 
     F  I  E  D   T  N  E   V  T  K   N  Y  L  K   A  N  V   A  E  P 
1021 actaaaaagt ttatgcagga cactcacgaa aaaaccaaag gctatctgaa agagaatgta 
     T  K  K  F   M  Q  D   T  H  E   K  T  K  G   Y  L  K   E  N  V            
1081 gccgaaccta ctaagacttt tttcaaggag gctcctcaag tcaccaaaca cttcttcgat 
     A  E  P  T   K  T  F   F  K  E   A  P  Q  V   T  K  H   F  F  D 
1141 gagaacattg gccaacccac caaggagttt ttcagggaag ctccccaagc cactaaacat 
     E  N  I  G   Q  P  T   K  E  F   F  R  E  A   P  Q  A   T  K  H  
1201 ttcctagacg aaaacatcgg tcaaccaacc aaggagttct tcagggaggc tccccaagtc 
     F  L  D  E   N  I  G   Q  P  T   K  E  F  F   R  E  A   P  Q  V  
1261 actaagcact tcttagacga gaatattgct caacctacta aagaattttt cagggatgtc 
     T  K  H  F   L  D  E   N  I  A   Q  P  T  K   E  F  F   R  D  V 
1321 cctcaagtca ccaagaaggt tataactgag aacattgctc aaccaactaa ggaattcctt 
     P  Q  V  T   K  K  V   I  T  E   N  I  A  Q   P  T  K   E  F  L  
1381 aaggaggttc ctcatactac catgaaagtc ttgaatgaaa acattgctca acctgccaag 
     K  E  V  P   H  T  T   M  K  V   L  N  E  N   I  A  Q   P  A  K  
1441 gaaatcatac atgagtttgg tactggcgcc aagaatttca tttccgcagc ccatgaaggt 
     E  I  I  H   E  F  G   T  G  A   K  N  F  I   S  A  A   H  E  G 
1501 actaagcagt tcttaaacga aactgttggc caacctacaa aggaattcct gaacggagct 
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     T  K  Q  F   L  N  E   T  V  G   Q  P  T  K   E  F  L   N  G  A  
1561 ctagaaacta ctaaagacgc attacaccat ctgggtaaat catcagacga agccaacatt 
     L  E  T  T   K  D  A   L  H  H   L  G  K  S   S  E  E   A  N  I  
1621 tatgatgcct cggaaaatac cactcagtct aacgactcaa ctacttccaa cggtgaagac 
     Y  D  A  S   E  N  T   T  Q  S   N  D  S  T   T  S  N   G  E  D  
1681 accgccggat acctctgatg agatgcgttt ataatggca 
     prapr/p26rapstr/p19rapstr 
     T  A  G  Y   L 
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1.3. Secuencias nucleotídicas (ENA|D64165|D64165) y aminoacídicas del gen 
mpb83 de Mycobacterium bovis  MPB83 (LIPOPROTEIN P23) 

 
En rojo se señalan las secuencias (aminoacídicas y nucleotídicas) correspondientes al 

péptido señal, en azul el resto de las secuencias y en negro las secuencias nucleotídicas 
adyacentes al gen. Los sitios de pegado de los oligonucleótidos se encuentran señalados por 
subrayado doble. En la secuencia aminoacídica se indica en un recuadro el sitio de glicosilacion 
putativo “TT” (Michell y col., 2003). 
 
 
1  cgcggcaccc gcagccatgc gacttcggcc tggcgagcgc cactggatgg cctttcggca 

61 gttagcgtcc gatgttgatg cgaacggcaa cgacattgcg gacgcgcacc tggccgccta 

121 cgcgctagag aacaacgcaa cctggttgag cgccgaccgc ggctttgccc gtttccgtcg 

181 actgcgctgg cgtcatccgt tggacggtca gacccatcta taaccggccc cactccgaat 

241 cactggtgtc cacccaggag gacggcgttc aacgccgccc gcagaagcaa aggaatcgaa 

301 gcgatgatca acgttcaggc caaaccggcc gcagcagcga gcctcgcagc catcgcgatt 

       p1983f/p2683 

       M  I  N   V  Q  A   K  P  A   A  A  A  S   L  A  A   I  A  I   

361 gcgttcttag cgggttgttc gagcaccaaa cccgtgtcgc aagacaccag cccgaaaccg 

    A  F  L  A   G  C  S   S  T  K   P  V  S  Q   D  T  S   P  K  P  

421 gcgaccagcc cggcggcgcc cgttaccacg gcggcaatgg ctgaccccgc agcggacctg 

    A  T  S  P   A  A  P   V  T  T   A  A  M  A   D  P  A   A  D  L 

481 attggtcgtg ggtgcgcgca atacgcggcg caaaatccca ccggtcccgg atcggtggcc 

    I  G  R  G   C  A  Q   Y  A  A   Q  N  P  T   G  P  G   S  V  A  

521 ggaatggcgc aagacccggt cgctaccgcg gcttccaaca acccgatgct cagtaccctg 

    G  M  A  Q   D  P  V   A  T  A   A  S  N  N   P  M  L   S  T  L 

601 acctcggctc tgtcgggcaa gctgaacccg gatgtgaatc tggtcgacac cctcaacggc 

    T  S  A  L   S  G  K   L  N  P   D  V  N  L   V  D  T   L  N  G 

661 ggcgagtaca ccgttttcgc ccccaccaac gccgcattcg acaagctgcc ggcggccact 

    G  E  Y  T   V  F  A   P  T  N   A  A  F  D   K  L  P   A  A  T   

721 atcgatcaac tcaagactga cgccaaactg ctcagcagca tcctgaccta ccacgtgata 

    I  D  Q  L   K  T  D   A  K  L   L  S  S  I   L  T  Y   H  V  I 

781 gccggccagg cgagtccgag caggatcgac ggcacccatc agaccctgca aggtgccgac 

    A  G  Q  A   S  P  S   R  I  D   G  T  H  Q   T  L  Q   G  A  D 

821 ctgacggtga taggcgcccg cgacgacctc atggtcaaca acgccggttt ggtatgtggc 

    L  T  V  I   G  A  R   D  D  L   M  V  N  N   A  G  L   V  C  G  

901 ggagttcaca ccgccaacgc gacggtgtac atgatcgata cggtgctgat gcccccggca 

    G  V  H  T   A  N  A   T  V  Y   M  I  D  T   V  L  M   P   P  A 

961 cagtaacgtt cggcgcggtc aaggcgaggc agccc gtgta ggcggtttgc ctca 

    Q        p2683r/p1983r 
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