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Resumen

Uso deBrucella abortus como vector para la
expresion de antigenos heterdlogos

Resumen

La brucelosis es una zoonosis bacteriana causadsspecies del géneByucella. B.

abortus S19 es la cepa vacunal en uso en nuestro paisddabsu capacidad para

despertar una respuesta inmune celular y hunf@rahortus S19 es un candidato atracti
para la expresion de antigenos de otros patogenivgestiés veterinario.

En esta tesis se estudi6 la expresiom.eabortus S19 de los antigenos MPB83 e
bovis (bacteria intracelular que causa la tuberculosisina) y RAP1 deB. bovis
(hemoparasito agente causal de la babesiosisk Bstigenos se expresaronBerabortus
como fusién a los primeros aminoacidos {igmlactosidasa descherichia coli y de la
lipoproteina OMP19 y la proteina periplasmica BR&#8@pas dd3. abortus, con el fin de
expresar los antigenos heterélogos en distintosextws subcelulares y analizar cu
despertaria la mejor respuesta inmune. Todas laseoas pudieron ser expresadas en S
salvo por BP26-RAP. Al ser ensayadas en el modeldnam las cepas recombinant
fueron capaces de despertar respuesta inmune rcekpecifica contra los antigen
heterdlogos sin afectar la replicacion y la inmwerogidad deBrucella. En el caso de la
recombinantes que expresan RAP1 se obtuvo tambk&puesta humoral. Ademas,
realizaron algunos ensayos preliminares en la eapanal rugosa, RB51, para algunas
las construcciones, teniendo en cuenta la posidilida desarrollar estrategias
revacunacion en animales adultos.

Los resultados presentados en esta tesis demudatriactibilidad de utilizarB.

o

al
19,
S

se
de
e

abortus S19 como vector para antigenos heterélogos cos ¥imeunales. Con los sistemas

aqui desarrollados fue posible expresar los antfgemo diferentes localizacione
subcelulares sin afectar la replicacion y la inmemigjdad de S19. Asi, este trabajo sie
las bases para la expresion de multiples antigemedgso para mas de un patégeno.

S
nta

Palabras clave:Expresion heterdlog®&rucella abortus, Mycobacterium bovis, Babesia
bovis, MPB83, RAP1, BP26, OMP19.



Abstract

Brucella abortus as a Vector for Heterologous
Antigen Expression

Abstract

Brucellosis is a bacterial zoonosis caused by speftom the gener8rucella. B.
abortus S19 is the vaccine strain in use for bovine bios& in Argentina. On account ¢
its capacity to generate a strong humoral and eelishmune respons®. abortus S19

—

holds great potential as an attractive vector lier éxpression of heterologous antigens of

veterinary importance.
The aim of this thesis was to study the expressidlPB83 ofM. bovis (intracellular
bacterium responsible for bovine tuberculosis) &&P1 of B. bovis (hemoparasite

etiologic agent of babesiosis in cattle)Hrucella abortus. These antigens were expressed

in B. abortus as a fusion to the first aminoacidsftfalactosidase dEscherichia coli and
also as a chimeric fusion to the first aminoacidsGQMP19 lipoprotein and BPZ}'

periplasmic protein, both of them froM. abortus. The purpose was to express
heterologous antigens in different subcellular erts and analyze which of them trigg
the most adequate immune response. All the chinpeoiins were able to be expressed i

S19, except for BP26-RAP. When analyzed in the meurhodel, the recombinant strains

e
rs

n

were able to trigger a specific cellular immunepmesse against the heterologous antigens

without affecting the replication and immunogeniciof Brucella. Moreover, some

preliminary tests were made with the rough vacesimnain RB51, considering the potential

interest in revaccination strategies.

These results indicate thit abortus S19 is an adequate vector to express and present

antigens oM. bovis andB. bovis. The system here developaitbwed the expression of the
selected antigens in different subcellular locdiores.

This work lays the foundations for the expressionmfitiple antigens, even from
more than one pathogen.

Key words: Heterologous ExpressioBrucella abortus, Mycobacterium bovis, Babesia
bovis, MPB83, RAP1, BP26, OMP19.



Agradecimientos

Quiero empezar agradeciendo a todo el InstitutBidecnologia del INTA de Castelar
en general.

Especialmente a mis directoras de tesis Eleo yp@biodo el esfuerzo que pusieron en
guiarme durante la tesis, sus correcciones. Primecgde a Eleo por el empefio que
puso en empujarme para que terminara.

También quiero agradecer a mis comparieros de gklguiela, Silvio, Alicia, Haydee y
Marcos. Gracias a todos por toda la ayuda que ererdpara realizar los experimentos
y por las discusiones cientificas. A Haydee le musgradecer ademas por las horas que
pas6 dandome consejos y escuchandome.

A todos los integrantes del grupo vecino los “tehlysos”: principalmente a Gaby,
Martin, Kari y Andre que me escucharon en mis déborragicos.

Al grupo de hemoparasitos (alias “emo”). A cada dacsus integrantes por las lindas
charlas, los amenos desayunos, almuerzos, tentempitas tarde, etc. Gracias a todos
por tener un mate y un tema de charla a cada tsarge aparecia en el lab. Gracias
Romi, Pau, Pablo, y los nuevitos Eli y Pepe. Ep agradecimiento incluyo al parasito

del grupo hemoparasito (que no soy yo): Marianito.

Gracias a Lau Radonic, Vale B y Cintia por todcs rieates y charlas y por haberme
bancado siempre.

A Lau Ramos y Flavia por hacer mis viajes haci&@A mas divertidos.
A Oscar y Osvaldo que aportaron mucho en la tasi® ja mis directoras.

A Ceci Vazquez y Mariana del Vas por la torturacpkigica de “¢ Cuando das la tesis?”
sin la cual probablemente no hubiera llegado ansu f

A los integrantes de mi nuevo grupo “tomatélogo”.

Al grupo del Dr. Sergio Costa de Belo Horizonte que abrieron las puertas de su lab
para realizar parte de los experimentos en ratdrascipalmente a Gilson, Natalia y
Thais que me ayudaron en los experimentos y a Djagdizo mis dias en el lab super
divertidos y las noches por las fiestas de Belazdote aun mas.

Y a toda mi familia: Julio, Alicia, Car y Fer qu&vteron que bancar mis quejas durante
varios anos.



Resumen

Abstract

Agradecimientos

indice

Lista de figuras

Lista de Tablas

Abreviaturas

Introduccién

1

(62 F 5

\‘

Brucelosis
1.1 Clasificaciéon
1.2 Epidemiologia de la brucelosis
Brucella abortus
2.1 Generalidades
2.2 Caracteristicas de la membrana externa
2.3 Proteinas de membrana
2.4 Patogenicidad
Respuesta inmune contBaucella
3.1 Inmunidad Innata
3.2 Inmunidad adaptativa (adquirida)
Modelo murino para el estudio de la Brucelosis
Vacunas para brucelosis
5.1 Cepas vacunales en uso
5.1.1 Cepas lisas
B. abortus S19
B. melitensis Revl
5.1.2 Cepas rugosas
B. abortus RB51
5.2 Nuevas vacunas

Sistemas de expresion heterdloga con el fin de \zeddm

Vectores virales
Vectores bacterianos

Brucella abortus como sistema de expresion heteréloga

Otros patdgenos de interés veterinario

8.1 Babesia bovis: Babesiosis bovina
Proteina asociada a roptria (RAP1)

8.2 Mycobacterium bovis. Tuberculosis bovina
MPB83

Seleccion de antigenos

indice



indice

Hipotesis
Objetivos

Materiales y métodos
1 Materiales Biologicos y Quimicos
1.1 Cepas
1.2 Oligonucleotidos
1.3 Plasmidos
1.4 Anticuerpos
1.5 Buffersy otras soluciones
2 Métodos microbiologicos
2.1 Medios y condiciones de cultivo
2.2 Transformacion d&. coli y seleccion de los vectores recombinantes
2.3 Transformacion d&. abortus
2.3.1 Preparacion d& abortus electrocompetentes
2.3.2 Electroporacion y seleccion de recombinaméds abortus
2.4 ldentificacion de recombinantes y mutante®dabortus por PCR en colonias
3 Analisis de ADN
4 Analisis de proteinas
4.1 Produccion de proteinas recombinantes (rRAP-1, r88BnE. coli
4.2 Expresion y localizacion subcelular de la protdiagerologa eii. coli y B. abortus
4.3 Tratamiento con globomicina
5 Western blot
6 Ensayos en ratones
6.1 Animales de laboratorio
6.2 Estimacion de la virulencia residual de las cepasmbinantes S19 y RB51
6.3 Respuesta humoral en ratones BALB/c
6.4 Respuesta celular en ratones BALB/c
6.5 Proteccion contra el desafio con una cepa patégena
7. Bioinformatica
8. Analisis estadistico
9 Financiacion

Resultados
Capitulo I: Construccion de vectores de expresiongya Brucella abortus
A. Vectores replicativos
A.1 En citoplasma
A.2 En asociacion a la membrana
B. Vector integrativo
B.1 En region periplasmica

36
38

40
40
41
43
45
46
47
47
48
48
48
49
49
49
50
50
51
52
53
54
54
54
54
56
57
57
58
58

61
61
62
63
63



indice

Capitulo II: Brucella abortus como vector de expresion de antigenos de
protistas parasitos Babesia bovis)
1. Obtencion de cepas recombinante8deella que expresan RAP1
1.1 Clonado del genapl y expresion de las proteinas quimériggal-RAP, BP26-RAP y
OMP19-RAP
1.2 Localizacion subcelular de OMP19-RABgal-RAP en S19
1.3 Ensayo de lipidacion de OMP19-RAP Brabortus
2. Ensayos en ratones de las cepas recombinaniBesat|a para RAP1
2.1 Virulencia residual de las cepas recombinaBi€sy RB51 y estabilidad de los
plasmidos en el modelo murino de infeccion pmacella
2.2 Respuesta celular de las rS19 y rRB51 en detaanurino de infeccion
2.3 Respuesta humoral contra RAP
2.4 Capacidad protectiva frente al desafio con la papagena 2308 d#. abortus
Resumen de los resultados

Capitulo Ill: Brucella abortus como vector de expresion de antigenos de
micobacterias (Mycobacterium bovis)
1 Obtencidn de cepas recombinanteBdécella que expresen MPB83 di&. bovis.
1.1 Clonado del gen heterdlogo y expresion de las fmagequiméricaBgal-MPB83, BP26-
MPB83 y OMP19-MPB83
1.2 Localizacion subcelular de las proteinas quiméricas
1.3 Ensayo de lipidacion de OMP19-MPB83 en S19
2. Ensayos en ratones de las cepas recombinanirsicktla para MPB83
2.1 Virulencia residual de las cepas recombinaBiésy estabilidad de los plasmidos en
el modelo murino de infeccion paBaucella
2.2 Respuesta celular de las rS19 en el modelmade infeccion
2.3. Respuesta humoral contra MPB83
2.4. Capacidad protectiva frente al desafio con la papdgena 2308 d&. abortus
Resumen de los resultados

Discusion
Conclusiones
Bibliografia

Anexo |: Secuencias

Anexo II: Publicaciones
Il.1 Expression oBabesia bovis rhoptry-associated protein 1 (RAP1)Brucella abortus S19.
1.2 Expression of MPB83 fronMycobacterium bovis in Brucella abortus S19 induces
specific cellular immune response against the réooamt antigen in BALB/c mice.

Vi

67
67

69

70
71

71

75
77
79
81

84
84

86

87
89

89

92
94
94
96

98

117
120
143

149
156



indice

Lista de figuras

Figura 0.1: Esquema simplificado de la membranereatde la pared celular Beucella
Figura 0.2: Secuencias aminoacidicas N-termin@ & 10 y OMP19.
Figura 0.3: Vias de citoquinas provocadaskabortus

Figura 0.4: Modelo de defensa del hospedador ctatyeucelosis en el ganado
bovino

Figura I.1: Esquema de la construccion de los plesrpGH
Figura I.2: Esquema de los plasmidos pomp19-GH
Figura 1.3: Esquema del plasmido p26-83

Figura 11.0: Estructura esquematica de RAPBdaovis.

Figura 1.1 Analisis en agarosa al 1,5% de produd® amplificacion por PCR
obtenidos (apl)

Figura 11.2. Analisis de la expresion de RAP1B=iabortus S19 yB. abortus RB51

Figura 11.3. Analisis de la localizacion subceluli@ RAP1 expresada en la cepddacella

S19

Figura 11.4. Estabilidad de los plasmidos y colawipn de los bazos en ratones Balb/c
inmunizados con las cepas recombinantes de S19

Figura 11.5. Estabilidad de los plasmidos y colawipn de los bazos en ratones Balb/c
inmunizados con las cepas recombinantes de RB51

Figura 11.6. Expresion dBgal-RAP y OMP19-RAP de bacterias recuperada de los
bazos de ratones inoculados.

Figura 11.7. Produccion de IFMa la semana 3 posinfeccion con rS19
Figura 11.8. Produccion de IFMa la semana 3 posinfeccion con rRB51

Figura 11.9. Respuesta humoral especifica contfePRen los ratones inoculados con

VII

12

14

62

63

65

67

69

70

71

74

75

76

77

78

79



indice

las distintas rS19

Figura 11.10. Deteccion de anticuerpos especifoagra rRAP en suero de ratones
inoculados con las distintas cepa$decella S19 y controles inoculados con PBS

Figura 1l.11. Proteccion de ratones vacunados gamp19-RAP contra el desafio
con la cepa patdgena S2308

Figura lll.1: Analisis de expresion de MPB83 commotpina de fusion eB. abortus
S19

Figura 111.2: Analisis de la localizacion subcelutie MPB83 como proteina de fusion
expresada eB. abortus S19.

Figura 111.3: Ensayo de lipidacion de OMP19-MPB&8 fratamiento con globomicina

Figura 111.4: Estabilidad de los plasmidos y cokauion de los bazos en ratones
Balb/c inmunizados con las cepas recombinantes

Figura 111.5: Produccion de IFN-de esplenocitos de ratones a la 32 semana
posinfeccion con rS19

Figura 111.6: Respuesta humoral especifica cot@B83 en los ratones inoculados
con las distintas rS19

Figura 111.7: Proteccion de ratones vacunados qu88%ontra el desafio con la cepa
patogena S2308

VIiI

81

82

87

89

90

93

95

96

97



indice

Lista de tablas

Tabla 0.1: Especies dBrucella

Tabla 0.2: Caracteristicas de las especies de miganismos utilizadas en este
trabajo

Tabla 1: Cepas utilizadas en este trabajo

Tabla 2: Oligonucleotidos empleados en este trabajo
Tabla 3: Plasmidos usados en este trabajo

Tabla 4: Soluciones utilizadas en este trabajo

Tabla 5: Antibioticos utilizados en este trabajo

33

41

43

44

47

49



Abreviaturas

Abreviaturas

6His Cola de 6 Histidinas

uF: Microfaradios

ug/ml: Microgramos por mililitro

ug: Microgramos

ul: Microlitro

um: Micrémetro

uM : Micromolar

umol: Micromol

AG: Incremento de la energia libre

Q. Ohmios

°C: Grados Celcius

A: Antibidtico

aa: Aminoacidos

Amp': Resistente a ampicilina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

B. abortus: Brucella abortus

BCV Vacuolas conteniendgrucella (Brucella-containing vacuole)
B Tuberculosis bovina

C: Complemento

cm: Centimetros

col.: Colaboradores

CPAs: Células presentadoras

D.0.550: Densidad éptica a una longitud de ondasfenanémetros
DMSO: Dimetil sulféxido

dNTP: Desoxiribonucledtido trifosfato

E. coli: Escherichia cali

EDTA: Acido etilen diamino tetra-acético
ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a Enzimas
EthBr: Bromuro de etidio

FOA: Acido fluororético

g/l Gramos por litro

h: Hora(s)

HRP: Peroxidasa

IC: Intracelular

lg: Inmunoglobulina

IL: Interleuquina

INF-y: Interferongama

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaari
i.p.: Intraperitoneal

IPTG: Isopropil-tiop-D-galactosido

Kan'’: Resistencia (r) a kanamicina

kb: Kilobases

kDa: KiloDaltons

LB: Medio de cultivo Luria-bertani



Abreviaturas

log:
LPS:
M:
MCS:
mg/ml:
MHC:
MHC-I :
MHC-II:
min:

ml:

mM:
ms:
MARN:
ng:

NK:
Ompl/s:
ONPG:
ORF:
PAMPs:
pb:
PBS(T):
PCR:
p.d.:
p.i.:
PM:
pmol:
PRR:
p/v:
p.v.:
RE:
Res.:
rpm:
RPMI:
S19:
S2308:
SDS:

SDS-PAGE:

SD

SEM
SENASA:
SFB:

st:

t:

Te:

TA:

B

TBS:

Logaritmo decimal

Lipopolisacarido
Molar

Sitio maltiple de clonado (multiple cloniside)
Miligramos por mililitro
Complejo mayor de histocompatibilidad
idem anterior de clase |
idem de clase I

Minutos

Mililitro

Milimolar

Milisegundos

ARN mensajero

Nanogramo
Células citotoxicas naturales

Proteinas de la membrana externa
Orto-nitrofenilB-D-galactopirandsido

Marco de lectura abierto (open reading fdame
Patrones moleculares asociados a patdégenos
Pares de bases
Buffer fosfato salino (Tween) (phosphate buffer saline)
Reaccion en cadena de la polimerasa (paBsrarhain reaction)
Posdesafio

Posinfeccion

Peso molecular

Picomol

Receptores de reconocimiento de patrones
Relacion peso/volumen

Posvacunacion

Reticulo endoplasmatico

Resolucion

Revoluciones por minutos

Roswell Park memorial Institue. Medio detua
Cepa vacunBrucella abortus 19

Cepa virulenBrucella abortus 2308

Dodecil sulfato sodico

Electroforesis en gel de poliacrilamidgeesencia de dodecil-sulfato
de sodio

Desvio estandar

Error estandar de la media

Servicio Nacional de Sanidad Animal

Suero fetal bovino

Sin transmembrana: sin la region que codjjaa la secuencia transmembrana

Tiempo

Temperatura

Agar triptosa (Tryptose agar)
Tuberculosis

Buffer de Tris borato salino

Xl



Abreviaturas

TF: Factor de Termoestabilidad

TNF: Factor de necrosis tumoral

TLR/s: Receptor/es tipo TOLL

Tris: Tri-(hidroximetil)-aminometano

TSB Medio de tripticasa de soja (Tryptic Soy Bjoth

UFC: Unidades formadoras de colonias

uv: Ultravioleta

Vicm: Voltios por centimetro

Vol: Volumen

V: Voltios

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolip-D-galactopirandsido

Proteinas:

MPB: Membrane Protein fronMycobacterium) bovis: Proteina de membrana dé.J
bovis

OMP: Outer Membrane Protein. Proteina de membeateana

RAP: Rhoptry Associated Protein. Proteina asecetbptria

Cepas S19:

S: S19

Sp: S19 conteniendo el plasmido pBB1MRC2

SpRAP: S19 conteniendo el plasmido pRAP

Spopm19-RAP: S19 conteniendo el pladsmido pompl18-RA

Sp83: S19 conteniendo el plasmido p83

Spomp19-83 S19 conteniendo el pladsmido pomp19-83

Sp26-83 S19 conteniendo el plasmido p26-83

Cepas RB51

R: RB51

RpRAP: RB51 conteniendo el plasmido pRAP

Xl



Introduccion



Introduccion

1. Brucelosis

La brucelosis es una zoonosis endémica que afectmaagran variedad de
mamiferos: bovinos, ovinos, caprinos, suinos, camirgetaceos y también puede
infectar al hombre. En los animales, la infeccianias hembras lleva generalmente al
aborto, mientras que en los machos genera orquédidimitis, que pueden resultar
en infertilidad. En los humanos, se caracterizasgoruna enfermedad febril cronica y
debilitante, dificil de tratar con antimicrobianos.

Hay evidencias que sugieren que la brucelosis ysti@xen el Imperio Romano
(Capasso, 2002). En 1887, Sir David Bruce aisloppimnera vez el patbgeno causante
de esta enfermedad de bazos de soldados de las ndigmicas apostadas en la Isla de
Malta (Bruce, 1887) y lo denomind “micrococci”’. Estombre luego fue cambiado a
Microccocus melitensis, basandose en el nombre romano para Malta “Meklatudios
llevados a cabo por la Comisién de Fiebre Mediteradcreada en 1904 y presidida por
Bruce) concluyeron que la enfermedad se debia aucom de leche cruda de cabras
aparentemente sanas. Zammit demostro la naturaderebtica ddBrucella melitensis al
aislarla de la leche de cabra (Godfroid y col.,5)0Qa eliminacion de la leche de la
dieta de los soldados significo la desapariciotadenfermedad en las tropas. En 1897,
en Dinamarca, se aislo la segunda especie a gartganado bovino infectado y se la
denominodBacillus abortus (Bang, 1906). En 1917, Alice Evans, sugirié que &éscilo
y M. melitensis debian considerarse miembros del mismo géneralaebgue estaban
altamente relacionados. Esto fue aceptado varios dBepués y el género pasé a
llamarse Brucella en honor a su descubridor, Sir David Bruce (Eval@49).
Posteriormente, se detectaron bacterias del misémerg en diversos animales
domeésticos como ovejas, cerdos y perros; y en desnsalvajes como ciervos, alces,
bisontes, antilopes, liebres, jabalies, coyotegpgoy lobos, todos ellos considerados
reservorios naturales de la enfermedad (Davis, 18901994, se aislé por primera vez
un cocobacilo Gram negativo con caracteristicagiasies a las d®rucella spp. de un
mamifero marino (Ewalt y col., 1994). Posteriornegrde aislaron también de otros
mamiferos marinos: focas, morsas y ballenas (Japhammd., 1997; Clavareau y col.
1998; Brickely col., 2000).



Introduccion

1.1. Clasificacion

Para la clasificacion de las especiesBdecella se utiliza un sistema basado en su
especificidad de hospedador y diferencias fenaspicantigénicas. En la actualidad, se
reconocen al menos siete especieBradeella. Las seis con nomenclatura aceptada (y su
hospedador preferencial) sdh:abortus (bovinos),B. melitensis (caprinos y ovinos)B.
ovis (ovinos) B. canis (caninos),B. suis (porcinos y ovinos) 8. nectomae (roedores).
Recientemente, se aislaron cepas de mamiferos anaftiavision en Godfoid y col.,
2005). Las diferencias descriptas para estos desténs, con respecto a las cepas
provenientes de animales terrestres (Bricker y 2000), sugieren que corresponderian
a nuevas especies d&rucella (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 cepaBrdeella a partir de ratas de campo y zorros que
fueron descriptas como una nueva especie denomBraddla microti (Scholz y col.,
2008). Ademas, dos nuevas cepas que muestrantsdreintre ellas y son diferentes a
las especies dBrucella hasta ahora descriptas han sido aisladas a gartiumanos.
Una de estas cepas fue denominBdinopinata (citado en Pappas, 2010). Finalmente,
también se obtuvieron aislamientos a partir de aisui Estos aislamientos tienen
caracteristicas dBrucella pero también son distintas a las descriptas (paaevision
ver Pappas, 2010).

B. mielitensis es la mas patdégena para humari®spvis y B. neotomae no son
patdgenas para humanos y el resto muestra patmpshimoderada (para mas detalles
ver tabla 0.1).

En base a estudios de hibridacion ADN-ADN, se olisena homologia a nivel de
ADN mayor al 90% entre las especiesBteacella (Verger y col., 1985), lo que llevé a
sugerir queBrucella deberia ser considerado un género Unico monoegpedid nueva
nomenclatura fue momentaneamente adoptada pom@&aak; sin embargo, existe una
gran resistencia en su utilizacién por cuestionastjgas. Por ejemplo, hay una marcada
preferencia de hospedador; siendo la enfermedagkreral, transitoria y autolimitante
en casos de infecciones interespecificas, lo gfiejareuna adaptacion hospedador-
parasito (Moreno y col., 2002). Esto se ve sustiEentmn los analisis de proteomas de
B. abortus y B. melitensis que muestran altas diferencias entre las esp@ae¥ecchio

y col.,, 2002a). En el 2003, la subcomision en Taxoia deBrucella del Comité
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Internacional en Sistematica de Procariotas (Intermal Committee on Systematics of

Prokaryotes (ICSP)) acordé unanimemente establiececlasificacion taxondmica

utilizada previa al afio 1986, con la aprobacidriageseis especies drucella y sus

biovares (Osterman y Moriyén, 2006).

Tabla 0.1 Especies dBrucella
Tipo

Especie (rugosas o Hosgedaqar Patogenia Patogenicidad para el hombre
; primario
lisas)
: Abortos. Orquitis.
B. abortus Bovinos Epididimitis. Moderada
B. melitensis Caprinos Abortos. Elevada
B. suis Porcinos AT Es..'rgr'llldad. Moderada
Orquitis
B. neotomae Li Roesdores No hay casos informados
isas
B. pinnipedialis™* Focas No hay casos informados
B. ceti* Cetaceos Abortos. Orquitis. Variada
Ratones de
B. microti* campo, No hay casos informados
zorros
B. inopinata* &? Moderada
. . Abortos (poco :
B. ovis Ovinos frecuentes). Epidimitis. No hay casos informados
Abortos. Esterilidad.
B. canis Cénidos Epididimitis. Dermatitis Moderada
escrotal.

(Futuras

especies?

Tipo
(rugosas o

Hospedador
primario

Patogenia

Patogenicidad

para el hombre

BO2

Aislamientos a
partir de
Babuinos

lisas)

lisas

2 Moderada Alslamlinto a partir de
umanos
Babuinos Abortos No hay casos Aislamientos a partir
informados de babuinos

* Nuevas especies. Adaptado de Pappas, 2010.

1.2. Epidemiologia de la brucelosis

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

humanos como en animales domeésticos (Acha y Szyi@86). La infeccion comB.

abortus es la forma mas ampliamente distribuida, miergtasla infeccion de humanos
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con B. melitensis a partir de cabras y ovejas infectadas es la slégante en términos
de salud publica (Corbel, 1997).

En Argentina, el sector agropecuario cumple urprotagénico en la economia del
pais, conformando alrededor del 50% del monto geskgortaciones. Dentro de este
sector, el complejo ganadero consta de una pobl&cvina aproximada de 48 millones
de cabezas de ganado, de las cuales el 78% sentrace@ la region pampeana
(SENASA, 2010).

La brucelosis bovina causada @r abortus tiene una prevalencia en el pais de
aproximadamente el 4,5% en el ganado bovino de¢&amartino, 2007). En la region
de la Patagonia también hay una alta incidenclargeelosis ovina causada [rovis.

La brucelosis caprina se encuentra principalmemieele norte del pais, con una
prevalencia dd3. melitensis biovar 1 estimada en alrededor del 25%. Tambidésteex
con menos incidencia, brucelosis porcina Posuis. Se considera que en nuestro pais
las pérdidas econdmicas relacionadas con la enfi@cinsuperan los 300 millones de
pesos anuales (Samartino, 2002) y se estima quedenLatinoamérica las pérdidas
serian superiores a los 600.000.000 de délaresaames (Seleem y col., 2010).

En nuestro pais, la forma de prevencion y controladenfermedad en bovinos se
realiza por vacunacion de las terneras entre 3 ynéfes de edad con la cepa lisa
atenuadaB. abortus S19. El primer plan de control y erradicacion Ilsgd a cabo en
1982 (Res. 73/82) (SENASA, 2000). Los siguientesi@s fueron en 1994, 1998, 1999,
2003, 2007 (Samartino, 2007). Los planes consisienvacunacion sistematica y
posterior seguimiento por diagndstico serolégicdodaodeos. Luego de tres muestreos
negativos consecutivos a los 60, 120 y 365 diaspissidera que un rodeo se encuentra
libre de brucelosis (SENASA, 2000). En 1998, seh@rcondicionalmente el uso de la
vacunaB. abortus RB51 en hembras mayores de 10 meses y hasta 3 aegeefez,
como método para reforzar la vacunacion de S19inmmementacion de la misma
quedaba bajo criterio del veterinario acreditadoedtablecimiento dependiendo de la
situacion epidemiolégica del rodeo. Esta vacunanés atenuada que S19, permite la
revacunacion y puede ser usada en animales de redsidrdebido a que no despierta
anticuerpos contra el lipopolisacarido (LPS) quedan confundir el serodiagndstico.
Sin embargo, su uso fue prohibido en 2003, dado @uda actualidad soOlo se

recomienda su uso en paises que tienen baja pneialde la enfermedad (Samartino,
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2007). Recientemente, el SENASA aprobd la utili@zade la vacuna Rev 1 en caprinos
(Res. 216/2006), pero no esta autorizado su uswiran(Lépez y col., 2010).

Por otra parteB. abortus, B. melitensis y B. suis pueden infectar a humanos, lo que
agrava la situacion. Generalmente, las infecciomés frecuentes se producen en
habitantes rurales, veterinarios, personal de #boo, personal de mataderos y
tamberos. La brucelosis en humanos esta subestynadé mundialmente entre 0,03 a
160 cada 100.000 habitantes (Pappas y col., 2006).

2. Brucdla abortus:

2.1. Generalidades

Las especies del géneRrucella pertenecen a la claseproteobacteria, orden
Rhizobiales, familia Brucellaceae. EI genomaBiacella consiste en 2 cromosomas
circulares cerrados (Jumas-Bilak y col., 1998). tmmnosomas dB. melitensis M16
son de 2.117.144 pby 1.177.787 pb (DelVecchioly 2602b) y los d@. abortus 2308
son de 2.121.359 y 1.156.948 pb (Chain y col., PORB posee plasmidos naturales,
aungue es posible la transformacion por conjugaci@bectroporacion con plasmidos
de amplio rango de hospedador (Michaux-Charachah. yl©97).

Las bacterias de este género son cocobacilos Grgativas pequefios (0,5-0pim
de didmetro por 0,5-15m de largo) que no forman esporas. Se los considdégenos
facultativos intracelulares y su nicho replicatison los macrofagos y otras células
fagociticas no-profesionales (Pizarro-Cerda y d8198).

A diferencia de otros patogenos intracelularessadhan encontrado sistemas de
secrecion tipo | y Il. Sin embargo, posee un siatemsecrecion tipo IV, con homologia
a los deAgrobacterium, que es imprescindible para su virulencia (O'Qaken y col.,
1999). También se detectd un sistema de secreciddlbgo al tipo Il enB. abortus,

B. melitensis, B. ovis, y B. suis biovares 1, 2 y 3 (Abdallah y col., 2003). Si blas
bacterias de este género se consideran no mésédedescribieron marcos de lectura
abiertos (Open Reading Frames: ORF) que codificama proteinas relacionadas a
estructuras flagelares (Halling, 1998) Bnabortus. Aunque la especi®. melitensis
posee todos los genes estructurales necesarioapair@sencia de un flagelo (revision
en Letesson y col., 2002), no se identificarongeses que codifican para los receptores

del sistema quimiotactico (DelVecchio y col., 20pZkambién se describieron 3 grupos
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de genes flagelares & melitensis y B. suis (DelVecchio y col., 2002b; Paulsen y col.,
2002). Se ha reportado que la expresion de los sgeoerespondientes a los
componentes basales (anillo MS) y distales (garchook y filamento) del aparato

flagelar es inducida eR. melitensis en la etapa logaritmica temprana de crecimianto
vitro (Lestrate y col., 2003). Ademas, se ha observadarnicroscopia electronica que
en esta condicion se forma una estructura semegameflagelo polar cubierto con LPS
y esta estructura es necesaria para un procesolatonge infeccion en el modelo
murino (Fretin y col., 2005). Todavia no se conece detalle la funcion de esta

estructura flagelar, ya que no esta involucradaevilidad.

2.2. Caracteristicas de la membrana externa

Las bacterias del génerBrucella son Gram negativas, y como tales, poseen
membrana externa e interna que encierran un espadfasmico con peptidoglicano
(PG) y otras proteinas.

La membrana externa @ abortus es altamente hidrofébica y resistente a péptidos
cationicos y detergentes (Moriyon y BermalD82). Al igual que otras bacterias Gram
negativas, tienen lipopolisacaridos (LPS) en estaléura (Figura 0.1). Dependiendo de
la presencia o ausencia de la cadena O del LP&nsenihan lisa (S-LPS pemooth) o
cepa rugosa (R-LPS poough) debido a su apariencia morfolégica. Existen asgeie
Brucella naturalmente rugosaB.(canisy B. ovis) y haycepas mutantes rugosas de las
especies lisaB( melitensis, B. abortusy B. suis). Se ha visto que cultivos &eucella S
generan mezclas espontaneas de colonias S y Ro®etab Ultimas mutantes R (Alton
y col., 1988).

Entre las proteinas periplasmicas se encuentrataipa BP26 que fue descripta por
nuestro grupo y por otros grupos de investigaci@ma inmunodominante en
infecciones corB. abortus y B. melitensis en distintas especies animales (Cloeckaert y
col., 1996a y 2001; Linder y col., 1996; Rossettioy., 1996; Arese y col., 1999). La
mutante de este gen dh abortus S19, resulté tener igual virulencia residual y

capacidad protectiva que S19 al ser evaluada enas{Boschiroli y col1995 y 1997).
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Figura 0.1: Esquemasimplificado de la membrana externa de la pared celar de
Brucella. Las formas rugosas carecen de la cadena O, oeglstéida a pocos residuos.
P: proteina (extraido de Castro y col., 2005).

2.3. Proteinas de membrana

Las proteinas de membrana externa (OMPSs, por gias &n inglés), que se asocian
estrechamente con el LPS, se clasifican en 3 gr@asuerdo a sus pesos moleculares.
Grupo 1, se relacionan con la biosintesis de Ipiarenvoltura celular (89-94 kDa),
Grupo 2, equivalentes a las porinas de otras hast&ram negativas (35-40 kDa) y el
Grupo 3, se asocian fuertemente a LPS (25-30kDiag(kaert y col., 1996b). Las mas
abundantes son las del Grupo 2 y 3 y se las coomom® OMPs “mayores”. Las del
grupo 1, junto con proteinas de pesos moleculagemntte 10 y 20 kDa, se las conoce
como OMPs “menores”. Se sabe que estas proteinasesonocidas por el sistema
inmune durante la infeccion, son inmunogénicasnestvolucradas en la virulencia y
hay antecedentes de su posible utilidad como vac{paaa una revision ver Moriyén y
Lopez-Gofii, 1998). Entre las OMPs, se ha descapg@MP10, OMP16 y OMP19 como
lipoproteinas (Figura 0.2) (Tibor y col., 1996 999.

OMP 19 esta asociada a la membrana externa pesgluo lipidico (grupo acilo) y
se encuentra expuesta a la superficie (Tibor y £6P6 y 1999). En el afio 1991, el gen
opm19 fue clonado y caracterizado por primera vez erstnogrupo de trabajo a partir
de B. abortus S19 y reportado combmpl8 (Rossetti y col., 1991). Mutantes &e
abortus S19 en este gen no presentaron la replicaciorcteaistica de S19 a las tres
semanas posnfeccion si bien persistieron por emmiiempo en ratones BALBI/c,
sugiriendo un rol para OMP19 en los estadios tengzale infeccion (Cravero y col.,
1993). Ademas, se ha reportado que mutantesphO y enompl9 de la cepa virulenta

B. abortus 544 resultaron atenuadas en ratones (Tibor y2@02). A su vez, mutantes
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de B. abortus en omp19 mostraron mayor sensibilidad al polication polim&B y al
detergente deoxicolato de sodio (Tibor y col., 200@mpos, 2003). Estos resultados
sugieren que la proteina OMP19 es necesaria pardeng la integridad de la
membrana externa y que esta implicada en la virideteB. abortus (Tibor y col.,
1996 y 2002). OMP19 es también un antigeno inmumdttmte (Vemulapalli y col.,
2000a, Letesson y col., 1997; Tibor y col., 19%8).estudios en los que se expreso este
antigeno en la cepa salvaje WR del virus vaccseagesarrollé6 una respuesta inmune
especifica contra este antigeno con un perfil fipd. Sin embargo, esta respuesta
inmune no llevo a proteccion contra la cepa vir@ddhtabortus 2308 en ensayos de
desafio en el modelo murino (Vemulapalli y col.0@8). En este mismo trabajo, se
observé que la disrupcion del gen que expresa PM&19 en la cepa vacunBl
abortus RB51 no afecta a la capacidad protectiva ni a daacteristicas de atenuacion

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

Omp10 MKRFRIVAPLALMSLA|LAACIE
Omp19 MGISKASLLSLAAAGIVILAG(JAQ
LAGC
7547 55100

SA

25 38

Figura 0.2: Secuencias aminoacidicas N-terminal d®mpl0 y Ompl9. Las
secuencias consenso de los precursores lipoprotdiaoterianos se encuentran
alineados bajo las secuencias de las OMPs (los negns®n las frecuencias de los
residuos aminoacidicos en cientos, como fueronaosdior Hayashi y Wu, 1990). En
ambas secuencias se recuadra el tetrapéptido gestrenwna gran similitud con estas
secuencias consenso de lipidaciorxtraido deTibor y col., 199)

En los dltimos afos, se ha estudiado en profundalddncion de las lipoproteinas
en el desarrollo de la respuesta inflamatoria gefsedurante la infeccion c@mnucella,
haciendo énfasis en qué tipos celulares son acswadué citoquinas son inducidas con
la finalidad de utilizarlas como vacunas a subutedaZwerdling y col., 2008 y 2009;
Pasquevich y col., 2009).

Las lipoproteinas presentes Brucella serian suficientes para inducir la maduracién
de las células dendriticas (CDs) (Zwerdling y c@008), lo cual concuerda con

resultados obtenidos con otras lipoproteinas baotes (Brightbill y col., 1999; Hertz y
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col., 2001). Las formas lipidadas de OMP19 y OMRE®MP19 y L-OMP16) inducen
la maduracién de las CDs, mientras que las formadipmadas (U-OMP16 y U-
OMP19) no la inducen (Zwerdling y col., 2008).

2.4. Patogenicidad

Brucella tiene la capacidad de adaptarse a un nicho ihtitaceeplicativo hostil que
se caracteriza por tener bajos niveles de nutsgntxigeno, pH acido e intermediarios
de estrés oxidativo (Kohler y col., 2002).

La infeccidn porBrucella se produce directamente a través de la mucosasaiona
por contacto con los fetos y las envolturas fetatiescargas vaginales o semen de
animales infectados. En el hombre se suma el camsienalimento contaminado, como
leche sin pasteurizar y sus derivados.

Ya en la mucosaprucella puede infectar tanto células fagociticas como no
fagociticas, si bien infecta preferentemente magad. Ademas, puede evadir las
actividades bactericidas, lo que le permite sobneyi multiplicarse en estas células
(revision en Smith y Fitcht, 1990). Mientras ques larucellasopsonizadas son
fagocitadas via complemento y receptores Fc, lasiquaeron opsonizadas parecerian
penetrar via receptores lectina o fibronectina (flzath y col., 1994)En el fagosoma,
las bacterias sobreviven y se multiplican, inhid@ia fusion del lisosoma y fagosoma
a través de una rapida acidificacion del fagosoBEstas vacuolas que contienen
Brucella, BCV (por sus siglas en inglés), se fusionan atu® endoplasmatico (RE)
tempranamente en la infeccion, y se produce umcemebio de material de membrana
especifico de esta organela (Celli y Grovel, 20@5te nicho tiene caracteristicas
particulares por lo que se propuso la denominadribrucelosoma” (Kdéhler y col.,
2002 y 2003).

EnBrucella, no se han detectado los clasicos factores dkenma presentes en otras
bacterias patogénicas como: exotoxinas, capsutabsioas, fimbrias, plasmidos, fagos
lisogénicos, formas de resistencia o variacion ganica. Sin embargo, se han
identificado varios genes involucrados en la vimala deBrucella (revision Seleem y
col., 2008).

La capacidad dB. abortus para persistir en el hospedador y causar una eedzmun
cronica esta dada por mecanismos de evasion @eteria. Al estudiar los mecanismos

de infeccion déB. abortus se observo que la fagocitosis ocurre a un tasabajatard y
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col., 1996). La bacteria entra al macroéfago a sale una estructura particular que son
los microdominios lipidicos (Naroeni y Porte, 20@#gractuando con proteina pridnica
celular de macréfagos (PrpC, por sus siglas eesyigproteina que se encuentra anclada
en estas estructuras lipidicas (Watarai y col., 2003

Se ha demostrado que el LPS juega un rol en lsteesia deBrucella a la muerte
mediada por lisosomas (Martinez de Tejada y céb5). Las especies lisas Beucella
resisten la acidificacion del medio, hasta que ssi&l de maduracion del fagosoma es
sensada y en consecuencia la bacteria expresaefadervirulencia que se requieren
para la proliferacion, como ser la expresion deesna de secrecion virB (Boschiroli y
col., 2002) o la proteina bacA (LeVier y col., 2D00a cadena O del LPS protege a las
bacterias del ataque bactericida intra y extraael{Godfroid y col., 1998). Las
mutantes rugosas (LPS-R, sin cadena O), a difexeleclas lisas (LPS-S), muestran una
sensibilidad mayor a los compuestos bactericidaart{Mez de Tejada y col., 1995) y
son susceptibles a la lisis mediada por complem@isenschenk y col., 1999), por lo
que el LPS es considerado el factor de virulendrecipal deBrucella.

Los productos de los genpgm, rfbE, pmm y wboA estan involucrados en distintas
etapas de la sintesis de LPS. Al inactivar estaggyese obtuvieron cepas rugosas con
distintos grados de conservacion del antigeno @a3@llas resultaron atenuadas en
modelos animales de experimentacion. Sin embargtantes dd. abortus 2308 en los
genespgm y rfbE no presentaron deficiencias en su replicacioradeiular en células
HelLa y macrofagos murinos, respectivamente (Uggldel., 2000). Estos resultados
han llevado a postular que la atenuacion de laascepgosas se debe a que el LPS
tendria un rol principalmente en la supervivengi@aeelular de la bacteria, controlando

la lisis mediada por complemento (Ko y SplitterQ2D

Sin embargo, las cepas virulentasBdevis y B. canis son rugosas, lo que indica que

hay otros factores que influyen en la virulencia.

3. Respuesta inmune contrdrucella

Las bacterias del géneBrucella pueden sobrevivir en el macréfago durante toda la
infeccion a pesar del medio hostil, por lo que pauperar la infeccidn, las células
infectadas deben ser capaces de matar al microsngaro deben ser destruidas para

que entonces otros mecanismos puedan acceder actarib para destruirla. La
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respuesta inmune del hospedador coBtracella involucra la activacion de células T
CD4+ y CD8+ antigeno especificas y la respuesta ohalm Esta respuesta es
basicamente la misma en todas las especies dedaokpes. La respuesta protectiva
contra la bacteria estd mediada principalmentaiparespuesta inmune tipo Thl (Zhan
y Cheers, 1993).

3.1. Inmunidad Innata

Como primera linea de defensa las células presaaimdle antigenos (CPAS), que
incluyen a los macrofagos y las células dendrit{€i3s), son activadas por medio de
sefales producidas por receptores celulares. Cipdinenes moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs, por sus siglas en inglés), quensaentran en la pared celular
bacteriana, y el LPS interactian con las CPAs\&s$rale los receptores celulares de
reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglaim@és), de los cuales los mas
caracterizados son los receptores de tipo Toll )L{®ledzhitov y Janeway, 1997). El
reconocimiento de los PAMPs provoca la activacionladeélula y la subsiguiente
internalizacion de la bacteria (Aderem y Underchid99). Esto lleva a la liberacion de
ciertas citoquinas como TNd- IL-13, e IL-6 las cuales pueden activar ain mas a las
CPAs. Las bacterias mueren y son procesadas ynpaess en la superficie de las CPAs
en asociaciéon a moléculas del complejo de histoctihiiidad (MHC). Las células T
reconocen a los complejos péptido-MHC. Las céluilastivadas, activan a su vez a las
CPAs por produccion de citoquinas especifidas. importancia de esta primera
respuesta es la de reducir el nimero de bactepasnyover una respuesta de tipo Thl
en el hospedador (Ko y Splitter, 2003). En el cds®rucella spp., en esta respuesta
temprana de la infeccion estan involucrados losraf@agos, los neutroéfilos, las células
Natural Killer (NK) y el complemento.

La activacion de las CPAs, especialmente de las &8s a la secrecion de IL-12
gue juega un rol importante en la activacion yrdifeiacion de las células NK (Orange
y Biron, 1996) y de las células T y B, que se éiferan en células efectoras antigeno-
especificas (Metzger y col., 199@. abortus induce la secrecion de esta citoquina
(Zaitserva y col., 1996). La sefial de IL-12 hace lqis células NK se activen y secreten
IFN-y (Biron y col., 1999), lo que lleva a una diferemdon de las células ThO a

efectoras tipo Thl y células de memoria, que a sseeretan IFN+(Figura 0.3).
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Figura 0.3: Vias de citoquinas provocadas poB. abortus. B. abortus dispara la

liberacién, por parte de las CPA, de IL-12, queshguee las células ThO se diferencien
a células Thl que secretan IFN-El IFN-y induce un cambio hacia la
inmunoglobulina IgG2a en el raton. Este isotipofigglor de complemento y esta
asociado con la proteccion viral y la protecciéon t@rbacterias intracelulares

(extraido de Golding y col., 2001).
Referencias: C: complemento; CPA célula presentaderantigenos; IC: intracelular

3.2. Inmunidad adaptativa (adquirida)

La inmunidad adaptativa se desarrolla en respaektanfeccion y es esencial para
proveer funcion de memoria, clave para la vacunadi®ta respuesta se clasifica en
humoral y mediada por células, para facilitar guds.

Estd ampliamente aceptado que la inmunidad megiadaélulas es la principal en
la proteccion contr®rucella, debido a que es una bacteria intracelular, siefale el
papel de las citoquinas para una adecuada resp(@bt@ira y col., 1996). Las
funciones de la respuesta inmune adaptativa enféadcion porBrucella se basan en
tres mecanismos. Primero, las células T CD4+ y Cp&tlucen IFNy. Segundo, la
citotoxicidad de las células CD8+ matan a los nfagas infectados. Tercero,
anticuerpos tipo Thl, como IgG2a e IgG3 opsonizhpatdégeno para facilitar la
fagocitosis (Ko y Splitter, 2003). En el caso ddiacelosis la respuesta predominante

es tipo Thl (Baldwing y Roop, 1999).
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Respuesta celular

Luego de la activacion de los macrofagos, las agluimaduras (ThO) se diferencian
a células efectoras y de memoria que secretaredttes patrones de citoquinas. Las
células T de una respuesta de tipo Thl secretaty,lEN12 y TNH3 pero no IL-4 (Zhan
y col., 1995). Estas células inducen la secrecgarticuerpos por parte de las células
B. En una respuesta de tipo Thl, predominan loswerpos 1gG2a (Golding y col.,
2001).

En la inmunidad contra la brucelosis, las célulasetretan IFNt que activa la
funcién bactericida de los macréfagos y la actididatotéxica de los linfocitos T.
También inducen el cambio a los isotipos de antpmgelgG2a e 1IgG3 (Ko y Splitter,
2003). Los linfocitos T reconocen al antigeno eBjpecpor un receptor heterodimero
compuesto de cadena#3 o y/d. Los receptores T/ se asocian a una molécula co-
receptora, CD4 o CD8. Este subgrupo de célulasélulés Ta/B) sufre expansion
clonal en respuesta a la vacunacion o una infecgiomanifiesta la inmunidad
especifica.

Las células CD4+ y CD8+ reconocen antigenos pradestpor las CPAs. Las
células CD4+ reconocen antigenos en contexto deblego de histocompatibilidad
(MHC) clase Il, y las células CD8+ reconocen amtigeen contexto MHC I.

En el caso dd@rucella, ambas poblaciones celulares son estimuladas @laeldos
antigenos son presentados por las dos vias denfmei®m. Esto se debe a que un
porcentaje de las bacterias internalizadas, una fagocitadas, son capaces de
redireccionarse al trafico intracelular y replican compartimentos derivados del
reticulo endoplasmatico (RE) (Wyckoff, 2002).

El componente crucial para el control de la inféootonBrucella es el IFNy y el
balance de citoquinas producidas por las célul@Baldwin y Goenka, 2006). Aiun no
se ha esclarecido el mecanismo de accion de losciiog con receptoregd. Al
activarse, estos linfocitos secretan IifN-TNF-a, que a su vez activan la actividad
bactericida de los macréfagos. Tienen actividaot@iica y son capaces de lisar células
infectadas comBrucella in vitro (Ko y Splitter, 2003). Los bovinos y la mayorialds
rumiantes inmaduros, a diferencia de otras espege&n una alta proporcion de esta

poblacion celular (50 % aproximadamente) (Wyck@®02). EI modelo de defensa
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contra la brucelosis en el ganado bovino incluyalerte de los macréfagos infectados
mediado por varias poblaciones celulares incluye@@el+ ThO/Thl y CD8+ CTL
(Figura 0.4) (Wyckoff, 2002).

IL2

IFN-y

IL6

IL1,IL12

Figura 0.4. Modelo de defensa del hospedador contra la brsisekn el ganado
bovino (Wyckoff, 2002)

Referencias: LCT: linfocito citotdéxico; CPA: célufaesentadora de antigenos; M@:
macroéfaq

Respuesta humoral

En las infecciones coBrucella, los anticuerpos aparecen en los primeros estddios
la infeccidn y habitualmente son detectables esueto durante afios. Estos anticuerpos
estan dirigidos contra varios componentes del raiganismo, pero especialmente
contra los antigenos superficiales, particularmehtePS (Riezu-Boj y col., 1986). Los
anticuerpos producidos colaboran con la respuesthcdpedador contra el patégeno

pero no son suficientes para evitar la enfermeskegliramente debido al estilo de vida
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intracelular deBrucella spp.. Sin embargo, la deteccién de anticuerpogida$ contra
el LPS es util para el diagnéstico y seguimienttadafeccién (Gamazo y col., 1989).

Las células B son estimuladas por las células Ta@$ de la interaccion con
moléculas coestimulatorias, como CD40 y su liga@&al0L presente en las células T,
y junto a las citoquinas liberadas son importaetegl cambio de isotipo de anticuerpo
de IgM a IgG (Golding y col., 2001). Los azucargsidtivos de la cadena O de los LPS
de las cepas lisas drucella son altamente eficientes en promover la producd&n
anticuerpos (Montaraz y col., 1986). Ademas, el ld@Brucella es un prototipico
antigeno independiente de células T, dado que paetiear a las células B para
producir los anticuerpos IgG3 e IgM sin la ayuddatecélulas T helper (Betts y col.,
1993). En el modelo murino, varios experimentosraesferencia pasiva de anticuerpos
sugieren un papel importante de la respuesta hlirearda brucelosis, aunque esta
respuesta no es suficiente para generar inmun&ayd y col., 1989; Montaraz y col.,
1986, Ko y Splitter, 2003).

Los anticuerpos tienen la capacidad de opsoniztivaa el complemento para matar
a las bacterias, aglutinar bacterias para su eloidinamediar la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglag@es) y unirse a receptores
bacterianos evitando la adherencia de las bacties células hospedadoras. A su vez,
los anticuerpos pueden tener un impacto negativel @ontrol de la infeccion. En la
brucelosis bovina, las altas concentraciones de pg€vienen la lisis bacteriana
extracelular mediada por complemento y promuevédadacitosis de la bacteria, lo que
aumentaria su localizacion intracelular y la extamsle la enfermedad (Ko y Splitter,
2003).

Citoquinas

Las citoquinas claves para el control de la brusiglgon principalmente IFN-
(Oliveira y col., 1996), IL-12 y TNé. Las células B y los macrofagos secretan IL-12
que dirige la respuesta inmune a una respuestpal@hl, secretando IFM{Splitter y
col.,, 1996; Ko y Splitter, 2003) y TNFque activan la capacidad bactericida de los
macrofagos. Sin embargo, otros autores sefialaBmeella no es un inductor potente
de la secrecion de IL-12 (Pasquali y col., 200h)eEtudios de neutralizacion de TNF-

con anticuerpos, se observo que era necesariadaqumion enddgena de TNFdurante
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las primeras 24 h luego de la infeccion para unen@omuerte d@rucella por parte de
los macrofagos (Baldwing y Goenka, 2006).

La IL-18 interactia sinérgicamente con IL-12 sola® células T en la respuesta
mediada por células contra la brucelosis (Pasquaol., 2002). La citoquina pro-
inflamatoria, IL-10, afecta tanto la producciénidel2 como la capacidad de las células
de responder a IL-12, al disminuir la expresionréekptor de IL-12, IL-12B2 (Wu y
col., 1997). Esta citoquina es producida por magds y linfocitos (Mosmann, 1991).

El IFN-y es la principal citoquina efectora para la acitvacde macréfagos, los
cuales son esenciales para la inhibicion de lacapbn de los patégenos microbianos
intracelulares y para lograr su muerte. Se obsgue& la cepa S19 induce IFRNen
ratones CBA y C57BL/6 (Araya y Winter, 1990); y das células productoras de esta
citoquina son células T CD4+ y CD8+ y macréfagosld@in y Goenka, 2006).

Existen evidencias que sugieren que la producceoifrd-y previene que IBrucella
se establezca en su nicho, pero una vez que a@lbsata ya se encuentra establecido
esta citoquina no produce ningun efecto en la diondin del nimero de bacterias
(Baldwin y Goenka, 2006). Todas las cepasBdacella que son patégengsara los

humanos parecen ser susceptibles alyfNeonard y col., 1997).

4. Modelo murino para el estudio de la Brucelosis

A pesar de que el mejor modelo animal es el hosfmedaimario, su utilizacion se
ve dificultada por la complejidad y los costos @ajar con animales grandes asi como
la falta de lineas homogéneas que permitan ladapiilidad de los resultados. Para la
infeccién conBrucella, se han desarrollado modelos experimentales canass de
laboratorio (Nicoletti, 1990). Para los primerosa&yos de proteccion de potenciales
nuevas vacunas, el modelo empleado es el raton ga€elcel nimero de bacterias
recuperadas de las cepas virulentasBdecella en bazo después del desafio es
inversamente proporcional a la inmunogenicidad déspe por la vacuna (Garcia-
Carrillo, 1990). Estd documentado que las cepa®rdeella que son atenuadas y
eficaces en el modelo murino, generalmente son agguprotectivas en el rumiante
(Schurig y col., 1991).

El abordaje experimental mas ampliamente usado @aemalisis de la respuesta

inmune consiste en la infeccidén intraperitonealuda cepa susceptible de ratén (por
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ejemplo, BALB/c) con la cepa a estudiarRlebortus, B. melitensis o B. suisy luego se
realiza el recuento de bacterias viables en el pazen el higado (Baldwin, 2002) y la
cuantificacion de la respuesta por técnicas innagichs. Se distinguen cuatro fases de
infeccion: (1) temprana, de crecimiento bacteriaciivo; (2) bactericida, de 7 a 21 dias
posinfeccion; (3) de plateau, cuya duracién depeledia virulencia de la cepa y (4) la
fase de recuperacion. Los niveles de agentes qidicticos se incrementan
notablemente con un maximo alcanzado a los 5 @& mbsinfeccion (Smith y Ficht,
1990). Durante este tiempo se observa el inicidadesplenomegalia ya que grandes
cantidades de fagocitos, especialmente monociasfitran en el bazo respondiendo a
los agentes quimiotacticos.

La evaluacion de las nuevas vacunas consta ddiiaekalos ratones con una cepa
patdgena, luego de que las cepas vacunales fudimnnaslas del organismo
(generalmente entre 40 y 70 dias post vacunadrmsteriormente, se evalla el control
de la infeccion por recuento de bacterias de la ckpdesafio en bazo o higado. Las
cepas de desafio generalmente utilizadas son pasBeabortus 544 y 2308 (Nicoletti,
1990).

5. Vacunas para brucelosis

Es sabido que la vacunacion es esencial para tamteobrucelosis en el ganado
bovino. Idealmente, una vacuna no debe producererd@dad en el animal vacunado,
debe ser no transmisible a otros animales, debbiskigicamente estable y debe ser
inocua para el humano. La inclusion de marcadoueslg hagan distinguible de las
cepas de campo la haria mas ventajosa desde & gentista del diagnostico y
seguimiento (WHO, 1997). En el caso de la brucg)a® han utilizado como vacunas
cepas bacterianas atenuadas y proteinas propiBsuddla. La capacidad de que la
vacuna sea capaz de inducir en forma preferenaialraspuesta Thl es un aspecto
importante a considerar en el desarrollo de vacaoagaB. abortus (Oliveira y col.,
1996).

En la actualidad, se estan utilizando dos cepas Nsacunales, S19 para ganado
bovino y Revl para pequefios rumiantes, y una aegasa, RB51 para los bovinos
principalmente. Sin embargo, se sigue investigasolore la generacion de nuevas

vacunas contra la brucelosis debido a varias demasnie estas cepas. Mas adelante se
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detallan las caracteristicas de las cepas vacuaetieslmente en uso y los avances en el

campo de la investigacion de generacion de nuea@sas.

5.1. Cepas vacunales en uso
5.1.1. Cepas lisas
B. abortus S19

Esta cepa fue aislada en 1923 por Buck a partundeultivo de leche de una vaca
Jersey infectada. Después de un afio de mantenareeninedio solido a temperatura
ambiente la cepa resulté atenuada (Buck, 1930).

Esta cepa tiene multiples mutaciones que, en lariage los casos, son dificiles de
asociar a la atenuacion. Se han identificado 24blass genes involucrados en la
atenuacion de los 263 que no son idénticos cornecespa alguna de las 2 cepas
virulentas secuenciadas 2308 6 9-941. De estosu2dro son de particular relevancia.
De ellos, uno codifica en las cepas virulentas paeaproteina de membrana y tres para
proteinas involucradas en el metabolismo o la capialel eritritol. La delecion del gen
que codifica para la proteina de membrana taml@éensuentra eB. suis, indicando
gue es poco probable que esta delecidn esté imada@n la atenuacion (Crasta y col.,
2008).

El crecimiento de S19 se ve inhibido en presencieriigtol, un hidrato de carbono
que esta presente en grandes cantidades en elgkgmbntario de los rumiantes, el cual
es utilizado poBrucella en preferencia a la glucosa. Esta cepa careca elezima D-
eritrulosa-1-fosfato hidrogenasa debido a una d®een el locusery (Sangari y col.,
1994). Esto provoca que se acumule el intermediasiao D-eritrulosa-1-fosfato lo
cual a su vez reduce los niveles de ATP en preseaheieritritol, provocando una
inhibicion del crecimiento bacteriano (Sperry y Ritden, 1975). Esta incapacidad para
catabolizar el eritritol es en parte responsabli&ddteracion de esta cepa, si bien no es
el unico factor. De hecho, esta alteracion no estitionado con la atenuacion de la
cepa en el modelo murino (Sangari y col., 1998)eEmton, en el que el eritritol no es
un componente principal de sus tejidos, una mutantek out de la cepa 2308
(AeryCD) no muestra atenuacion (Sangari y col., 1998o<resultados sugieren que

S19 perdi6 algun otro factor esencial adicionah, gl conocido, para la virulencia en el
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raton (Crasta y col.,, 2008). También se postula lguelelecion en el ORF que
corresponde a BAB2_0376 en S19 codificaria parputativo transportador de eritritol
lo que contribuiria ain mas en la incapacidad dedel@atabolizar el eritritol (Crasta y
col., 2008).

Otras proteinas con posible relevancia en la atéhuade S19 incluyen cuatro
proteinas involucradas en el transporte y metaholigle lipidos, dos proteinas
involucradas en la transcripcion, dos proteinas trd@sporte, dos proteinas de
membrana, y otras proteinas hipotéticas. Sin eroba&igrol de estas proteinas en los
mecanismos de virulencia @eucella no ha sido claramente establecido y es necesario
hacer experimentos usando mutantes que no expdisiess proteinas y estudiar las
caracteristicas de infeccion de las mismas en lésgades para poder tener mayor
certeza de la funcidon que cumplen (Crasta y cO082

B. abortus S19 es la cepa vacunal viva de mayor uso contkaueelosis bovina.
Confiere entre un 70-80% de proteccidn contra ettabp50-60% contra la infeccion
frente al desafio con cepas patdgenas (GarcialGat980). La tasa de aborto causada
por esta cepa es baja (menos de 1% en un ensédiyadeacon mas de 10.000 vacas con
7 u 8 meses de gestacion) (Moriyon y col., 2004d)efectividad depende de la via de
inoculacion, de la dosis, la edad del animal yal@revalencia de la brucelosis en el
rebafio vacunado (revision en Schurig y col., 2002)

B. abortus S19 mantiene las propiedades inmunogénicas y tabl@sPero tiene
varias desventajas. Ademas de la ya mencionadagiaidad de inducir abortos, tienen
virulencia residual en humanos (Moriyon y col., 20Ademas, si se vacunan animales
adultos los anticuerpos generados interfieren ¢ahagnostico de bovinos infectados
(Moriyon y col., 2004).

Con respecto al potencial desarrollo de nuevas aacutilizando la cepa vacunal
S19, esta cepa tiene el atributo de su gran asdibilya que no se han detectado
reversiones a la cepa virulenta, y la ventaja de existe una gran experiencia
acumulada en diferentes modelos animales.

S19 contindia siendo la vacuna de eleccién en mupsais y en otros paises de alta
prevalencia. En EE.UU. su uso fue discontinuadanesfde la década del 90 para
favorecer el uso de la cepa vacunal no reactivel®gcamente, RB51 (Ficht y col.,
2009).
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B. mdlitensis Rev1l.

Esta es la cepa vacunal utilizada en la actualdad pequefios rumiantes, cabras y
ovejas, si bien su uso es cuestionado y no estditihy en algunas regiones libresBle
melitensis, como la Patagonia Argentina. La misma se obtupartér de un aislamiento
virulento deB. melitensis resistente a estreptomicina que luego de sucegpiassjes
resulté atenuada. Mantiene una virulencia residoakiderable y puede ser abortiva
cuando se administra a animales prefiados (revesidBlasco, 1997; Schurig y col.,
2002). Entre otras desventajas, se secreta en I&d®ai, 2002), puede provocar
infeccién en humanos (revision en Blasco, 19974 sesistente a estreptomicina, uno de
los antibidticos de eleccidn para el tratamientdadenfermedad en combinacion con la
tetraciclina (Moriyon y col., 2004). Al igual quel$ los anticuerpos producidos por
esta cepa lisa también interfieren con el diagodstie ganado infectado con la cepa
salvaje (revision en Blasco, 1997; Nicoletti, 1998 uso esta prohibido en areas libres
de B. melitensis, lo que genera un problema para el controBdevis (Blasco y Diaz,
1993).

5.1.2. Cepas rugosas

Si se hacen sucesivos pasajes de cepasifis@iso 0 in vitro, se produce una
disociacion espontanea de-®, en una frecuencia que depende de la cepa y las
condiciones de crecimiento. Asi se generaron lpascaugosas 45/20 y RB51 (Moriyén
y col., 2004). Otra metodologia para obtener cepggsas es por medio de métodos de
genética molecular como el uso de mutagénesisraospgosones o delecion de genes
que estén involucrados en la biosintesis de S-lBH&n(y col., 1998; Godfroid y col.,
1998; Ugalde y col., 2000).

La ventaja principal de estas cepas es que no peadanticuerpos contra el antigeno
O del LPS por lo que durante el diagnostico se puéiferenciar animales infectados
de vacunados.

La desventaja principal que se les atribuye adgag rugosas es su sobreatenuacion
y su rapida eliminacion del animal, lo que puedsultar en un estimulo antigénico

ineficiente (Moriyon y col., 2004y en menor proteccion (Samartino, 2002).
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B. abortus RB51.

A partir de sucesivos pasajes de la cepa patdgealaortus 2308 en un medio que
contenia rifampicina y ampicilina, se obtuvo laaepgosa atenuada abortus RB51
(Schurig y col.,, 1991). Esta cepa contiene el pasdn IS711 espontaneamente
insertado en el genboA que codifica para la enzima glucosiltransferassponsable de
la sintesis de la cadena O (Vemulapalli y col.,)0Una mutante dB. abortus en
wboA no es tan atenuada como RB51 y es mas proteaiwaR851 en el modelo de
raton. La complementaciéon de RB51 asboA aumenta la expresion de la cadena O
pero no restaura el fenotipo S (Vemulapalli y cokQ00b). Esta falta de
complementacion indicaria que otros genes invotlogan la sintesis de LPS estarian
también alterados en su expresion en RB51 posiblienpeor mutaciones adicionales
aun no conocidas (Moriyon y col., 2004). Esta cepa&stable (Schurig y col., 1991) y
en la actualidad se encuentra en uso en los EE.yUChile mientras que en varios
paises esta en proceso de evaluacion. Sin emlsargsp aun es controversial debido al
menor resultado en la proteccién del ganado cordpatan la cepa S19 (Samartino,
2002). Ademas, no es capaz de proteger ovejas,tbssorenos y en cerdos mostro
resultados variados (revision en Moriyon y col., 20 EXxisten informes que indican
que seria protectiva a la infeccion y transmisiértigal en ratas (Islam y col., 2009).
Aunque RB51 tendria baja o casi ninguna virulengialdhombre, se ha descripto por lo
menos un caso de infeccion por RB51 en un vet@nindemostrado por aislamiento
bacterioldgico vy tipificacion de la cepa (revisién Moriyon y col., 2004). Ademas, es
resistente a rifampicina que es el antibidtico izado en casos particulares
(embarazadas, nifos, casos de neurobrucelosis).

Sin embargo, hasta el momento es la Unica vacumdaqa para bovinos adultos y

por ello la incluimos en este estudio.

5.2. Nuevas vacunas
Vacunas atenuadas vivas.

Una valiosa estrategia para la generacion de nua@sas es la obtencion de cepas
atenuadas mediante la mutacion de factores deemtid 0 de genes involucrados en

procesos metabdlicos de la bacteria. Como en tlmdosasos, se evalla la virulencia
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residual y se realizan ensayos de proteccion cangatas con los niveles de
proteccion de las cepas vacunales en uso.

Hay pocos datos sobre mutantes en genes que eodpara factores de virulencia
gue hayan sido probadas en su capacidad protextivatones; y de esas mutantes, los
datos sobre su efecto protectivo en el hospedadarahain son menores (para una
revision ver Ko y Splitter, 2003).

Entre las mutantes que se han evaluado como vatusen@odemos mencionar: una
mutante deB. abortus en el gen que codifica para la proteE¥SA, qgue mostré menor
supervivencia que la cepa salvaje pero con maymoi@ad protectiva que S19 y RB51
(Rosinha y col., 2002); una mutamemelitensis en el geromp25 quees mas atenuadas
que Revl, pero con igual capacidad protectiva tamea contra una cepa patogénica de
B. melitensis. Esta mutante tuvo, ademas, mayor capacidad pix@emntraB. ovis
(Edmonds y col., 2002).

También se realizaron experimentos con mutantds depa vacunds. abortus S19
en los genexgs (Briones y col., 2001)pmpl9 (previamente denominadampl8)
(Cravero y col.1993; Campos y col., 2002nuA (Yang y col., 2006)yjbR (Arenas-
Gamboa y col.2009)y con una doble mutanfrE-znuA (Yang y col., 2010). Todas
estas mutantes confirieron una proteccion de rsveimilares a la cepa vacunal S19,
pero fueron mas atenuadas en ratones.

Otras mutantes generadas a partiBdeelitensis son una simple mutante en el gen
bp26 y una doble mutante dmp26 y omp31 (Cloeckaert y col., 2004). Ambas fueron
estudiadas en ovejas y cabras, y en los dos haspedase observd que las mutantes
protegen contr®. melitensis, siendo la proteccion de la mutantebp@6 mayor que la
de la doble mutante y de niveles similares a losegalos por la cepa vacunal Rev 1
(Jacques y col., 2007; Grill6 y col., 2009). Pandado, se generaron mutantesBle
abortus en el gerbp26 y una doble mutante ép26 y ompl9 que mantuvieron niveles
de proteccion similares a los de la cepa vacun@ledlraton (Campos y col., 2002). Sin
embargo, en el caso de la mutanteoepl9, con la cual se realizaron ensayos en su
hospedador natural, el ganado bovino, se observdomproteccion que S19 en
contraposicion a lo observado en el modelo mutaréntino y col., 2008).

Ademas, se ha desarrollado una mutante rugo&a amortus S2308 con disrupcion
del genpgm, que codifica para fosfoglucomutasdgpgm (Ugalde y col., 2000). La

vacunacion de ratones con la cé&pgm generd una proteccion similar a la inducida por
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S19. Se produjo una respuesta proliferativa deerepitos y un patron de citoquinas
tipico de respuesta de tipo Thl. No se detectanticugrpos anti-antigeno O lo que
daria una ventaja sobre la cepa vacunal S19 (Ugatdé, 2003). En la actualidad, se
estan llevando a cabo estudios de esta nueva ocepa potencial vacuna en ganado

bovino.

Vacunas no-vivas

Si bien las vacunas no-viva®n las mas seguras ya que se evita la posibitidad
infeccidén, son generalmente ineficientes para d&mpena respuesta inmune mediada
por células (IMC). Entre las vacunas no-vivas, ae Bnsayado vacunas inactivadas,

vacunas subcelulares y vacunas basadas en acidexas:

» Cepas inactivadas:

Debido a la falta de procesamiento y presentacgandigenos por la via enddgena,
necesaria para la induccion de una respuesta Thk gélulas CD8+, las vacunas
muertas no tienen la capacidad de promover nivaggeproteccion adecuados frente a

patdgenos intracelulares.

+ Vacunas subcelulares:

Se ha analizado la capacidad de varios antigerfoacgiones subcelulares (como
membranas celulares, LPS liso y rugoso) de gem@@respuesta inmune mediada por
células. Entre los antigenos seleccionados se astudilas lipoproteina de membrana
OMP19 (Rossetti y col, 1991, Tibor y col., 1996) y sunf@ar no lipidada, U-OMP19
(Pasquevich y col., 2009 y 2011), la lipoprote@®sP16 (Pakevich y col., 2010), la
proteina periplasmicBR39, la proteina ribosomal7/L12 (revisiones en Oliveira y col.,
2002 y Ko y Splitter, 2003) YMP 31 (Cassataro y col., 2007a). También se han
analizado proteinas de choque térmico cdBmoEL, GroES, HtrA y UvrA, todos
altamente inmunogénicos en el transcurso de ladife conBrucella (Roop Il y col.,
1994; Oliveira y col.,, 1996). Hasta el momento ray hesultados de niveles de

proteccion similares a las vacunas tradicionalesmguno de los casos.
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* Vacunas ADN y ARN:

El principio de esta metodologia se basa en laesiqummin vivo de algun antigeno
seleccionado que inducird una respuesta inmunaldgiotectiva. En el caso de la
brucelosis, las vacunas de ADN estudiadas hastaogiento que indujeron un nivel
significativo de protecciéon en el modelo murino das que contienen los genes que
codifican paralL7/L12, lumazina sintetasay paraOMP31 (Kurar y Splitter, 1997;
Velikovsky y col., 2002, Cassataro y col.,, 2007ibambién se describié que un
plasmido ADN que codifica para la protei@@®D Cu/Zn (pcDNA SOD) promueve, en
ratones, la produccion de anticuerpos especificosa la proteina recombinante rSOD,
preferentemente del isotipo IgG2a sobre IgGl, Ie quoduce una respuesta
proliferativa de células T con induccion de IFNsero no de IL10 e IL-4 caracteristico
de una respuesta de tipo Thl. Asi, esta estrategianal promovid una respuesta
protectiva en ratones (Ofiate y col., 2003). Adenss primeros ensayos en ganado
sugieren que esta vacuna induce inmunidad mediadzejutas (Saez y col., 2008).

Las vacunas a ARMonsisten emarticulas virales suicidas del virus Semliki Fores
(VSF), cuya secuencia contiene el gen que exprasagb antigeno seleccionado.

Se ha evaluado la induccion de respuesta inmunetgqaion en un modelo murino,
por un ARN recombinante que codifica para la pmate5OD Cu/Zn ddB. abortus
empaquetado en el interior de particulas suici@gawvidus Semliki Forest (VSF-SOD),
obteniéndose resultados similares a los obtenidaset plasmido pcDNA SOD. La
construccion gener6é una respuesta inmune de tipo, Toh la induccion de
proliferacion de linfocitos T antigeno especificagtivacion de células T citotoxicas.
Ademas, VSF-SOD fue protectivo en ratones (Ofatmly 2005) y en ensayos en

ganado bovino indujo inmunidad mediada por cél(§@&z y col., 2008).

6. Sistemas de expresion heterdloga con el fin de vaacion

Las cepas atenuadas de las bacterias intraceldanss Salmonella typhimurium,
Listeria monocytogenes, Shigella o Mycobacterium bovis BCG (BCG), y los vectores
Vaccinia han sido estudiados por su potencial ceentores de expresion de antigenos
heterélogosLa ventaja del uso dearriers vivos de antigenos es que generan tanto

respuesta inmune humoral como mediada por célomsntigenos heter6logos no sélo
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son conducidos a una via de presentacion corrsctap que también generan un
contexto de citoquinas adecuado para promover estmi especificas contra el
antigeno. Otra ventaja de estos sistemas es elcbajo de produccion que ademas

facilita su aplicacion en los programas de vacuimaci

Vectores virales

Los virus se adhieren y penetran la membrana ceduleavés de receptores virales.
Los virus pueden ser modificados como vectores papesar antigenos de otros
patdgenos. Se presenta el antigeno heterdlogstairs inmune en el contexto de una
infeccidn de forma tal que el sistema inmune resp@i@ntigeno como un inmundgeno
“vivo” y de esta forma se desarrolle tanto una resfahumoral como celular ante la
presencia del patogeno. EI ADN viral es utilizadamo molde para expresar las
proteinas utilizando la maquinaria celular; y estas transportadas a través de la via
endogena de las CPAs donde se asocian con lasutasiétel MHC clase | y son
presentadas a las células T CD8+ (Bonay col.,)1998

Los vectores virales que se encuentran en estudita ectualidad son el virus
vaccinia (un proxvirus utilizado en el programaraunizacion que erradico la viruela)
y sus derivados, (para una revision ver Pastok&nderplasschen, 2003), avipoxvirus
(canarypox y fowlpox) (Zanotto y col., 2010 y Pambay col., 2010) y adenovirus (Liu,
2010). Han sido utilizados para expresar antigeleosana variedad de virus animales
como: hepatitis B, hepatitis C, stomatitis vesicuferpes simplex, rabia, parainfluenza
y HIV (Zanotto y col., 2010; Pantaleo y col., 2010ambién han sido utilizados para el
desarrollo de inmunidad antitumoral (Donson y Fae998). Otros vectores virales
en estudio son los herpes virus simples (HVS) jwaa sus derivados (para una
revision Griffiths y col., 2006). La principal litsicion de estos vectores es la posible
preinmunidad que pudiera existir, lo que debilédd efectividad del vector. También
existe el temor de posibles integraciones al gen@oa respecto a los adenovirus, se
ha observado una reaccién inflamatoria con el usosdmismos (Brave y col., 2005).

Se han expresado varios antigenosBdebortus usando al virus vaccinia como
vector de expresion. Entre ellos se expresaron IGsoBroES (Bae y col., 2002), la
proteina ribosomal L7/L12 (Baloglu y col., 2005)lay superdxido dismutasa Cu/Zn

(SOD) (Toth y col., 1995), pero su uso para vaciémaco ha prosperado.
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Vectores bacterianos

Se han utilizado vehiculos bacterianos vivos padadir respuestas inmunes contra
ellos mismos o contra los antigenos heterdlogosegpeesan. La existencia de cepas
atenuadas, que establecen una infeccion limitadenigan” la enfermedad natural
activando todas las vias del sistema inmune tamived de mucosas como sistémico,
permite considerarlas como herramienta para efaote enfermedades y como posible
vehiculo de antigenos heterdlogos (Drabner y Guz@&@01; Medina y Guzman, 2000).
Las bacterias mas utilizadas dasteria spp., Salmonella spp., Yersinia spp., Shigella
spp- (las tres Gram negativas),las Gram positivas Mycobacterium spp., Listeria
monocytogenes y Bacterias Acido-Lacticas (BAL)Y todas han sido estudiadas como
efectivos vectores de expresion (para una revisfarirse a Drabner y Guzman, 2001 y
Detmer y Glenting, 2006). Dado el amplio espectrorelgpuestas que generan los
vehiculos bacterianos, se ha propuesto su utifinatd solo para prevenir enfermedades
infecciosas, sino también para controlar varios lprobs clinicos como: desordenes
autoinmunes, alergias, cancer, etc. (Drabner y Guz2001).

A partir de mediados de los afios 90s, tambiéraseutilizado vectores bacterianos
como transportadores de &cidos nucleicos (vacurmas) Arevision en Xiang y col.,
2010 y Drabner y Guzman, 2001; Sizemore y col.,71.98a bacteria se convierte
solamente en un vehiculo del ADN plasmidico, ya gjumismo contiene un promotor
eucarionte. Este enfoque no solo ha sido estudiada el control de enfermedades

infecciosas sino también como profilaxis contradicer (Drabner y Guzman, 2001).

7. Brucella abortus como sistema de expresion heteréloga

A partir de mediados de los afios 90, con el dd&ade plasmidos replicativos @&
abortus (Kovach y col., 1994 y 1995), se ampliaron laspectivas para el uso de este
microorganismo como sistema de expresion heterdloga

Previamente a los primeros trabajos &rabortus como sistema de expresion se
habia demostrado que este patégeno inactivaderpdracion puede ser utilizado como
adyuvante de antigenos. Golding y colaboradoregugaron gpl120 recombinante de
VIH-1 o un péptido derivado de la regién variabled@ gpl120 (V3), obteniendo

anticuerpos especificos en el modelo murino compgmrgerancia del isotipo IgG2a
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(Golding y col., 1995); ademas, se observo que regteoorganismo conjugado a otro
péptido sintético derivado de la regién V3 tambggnera una respuesta celular
citotoxica (Lapham y col., 1996).

En 1998, Comerci y colaboradores expresaron, pongpa vez, un antigeno
heterélogo en la cepa vacunal Be abortus S19. En ese trabajo, desarrollaron un
plasmido, en base al vector pPBBR4MCS, que contlangecuencia regulatoria y la
secuencia del péptido sefial del dmsp3l de Brucella. Se expresd establemente en
dicho plasmido una quimera de un antigeno repetitie T. cruzi en fusion a este
péptido sefal, generandose una buena respuestatideegos especifica contra la
proteina heteréloga (Comerci y col., 1998). El tbje de estos ensayos era la
marcacion de S19 de manera de poder distinguasjauesta inmune contra las cepas de
campo deéBrucella de la respuesta contra la vacuna.

Con la intencion de aumentar la inmunogenicidadadeepa vacunal RB51, se
realizaron ensayos expresando la proteina HSP6Mymbacterium bovis y [3-
galactosidasa dE. coli bajo el control de los promotores st y groE de B. abortus.

Se detecté mayor expresion lgalactosidasa bajo el promotor deky esta proteina
generd una respuesta celular y de anticuerpos iispemmon un isotipo preferencial de
lgG2a vy liberacion de IFN; pero no de IL-4, ante la estimulacién con la gircd
recombinante. Este tipo de perfil de citoquinasac®ristico de una respuesta tipo Thl
también se observd en las cepas RB51 recombingpiesexpresaban Unicamente
HSP65. Estas recombinantes no se vieron afectadas atenuacion aunque tampoco
aumenté su capacidad protectiva contra la cepaajsalsdle 2308 deB. abortus
(Vemulapalli y col., 2000c).

Mas recientemente, y en paralelo con esta tesidaerepa RB51 también se
expresaron individualmente distintos antigenos eototos del parasito protozoario
Neospora caninum como: MIC1, MIC3, GRA2, GRA6, GRA7 y SRS2. Luege &
inmunizacion con las cepas recombinantes, losditde obtenidos de los bazos de los
ratones inoculados secretaron altos niveles deyllENHL-10 ante su estimulacidm
vitro con antigenos provenientes de lisados totalesétldas deN. caninum. Se
detectaron anticuerpos especificos del subtipo lg®&G2a en los sueros de los ratones
inoculados. Ademas, se observé una proteccion @imph el grupo de ratones MIC1 y
GRAG, y los grupos SRS2, GRA2 y MIC3 tuvieron unat@ccion parcial cuando se los

desafio corN. caninum, con una mortalidad del 10 al 50% (Ramamoorthgly 2007a;
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Vemulapalli y col., 2007). Este grupo también ob8eque estas cepas inducen una
proteccion sustancial contra la transmision vdrtiedN. caninum en el modelo murino

(Ramamoorthy y col., 2007b).

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

Las enfermedades transmitidas por garrapatas (E0G)responsables de grandes
pérdidas econdmicas debido a la pérdida de pesanueérte por anemia del ganado en
regiones tropicales y subtropicales en todo el mutibnsson y col., 2008). La
babesiosis y la anaplasmosis son los dos companeieiebien conocido sindrome
"Tristeza Bovina", y ambas comparten caracteristiciinicas y epidemioldgicas
comunes, aunque los agentes causales presentars rasgfoldgicos, patogenicidad,
ciclos de desarrollo, transmision y susceptibiliddds drogas diferentes.

La tristeza bovina puede ser causada por hemoparios intra-eritrocitico del
géneroBabesia (B. bigemina y B. bovis), como es el caso de la babesiosis (Hunfeld y
col., 2008); o por Rikettsia comAnaplasma marginale que es responsable de la
anaplasmosis. Ambas son transmitidas por garraphiagiéneroBoophilus, aunque
Anaplasma spp. también puede transmitirse por garrapatagyéleéroDermacentor
(revision en Jonsson y col., 2008).

Estas enfermedades se caracterizan por una ligiscélica extensiva que lleva a la
anemia, la ictericia y la muerte (Ristic y Carsb@77). Los animales con infecciones
persistentes son clinicamente sanos pero sirven ceservorios para la transmision del
organismo.

En nuestro pais, la zona endémica de la babesiesencuentra en el Noreste y
Noroeste Argentino. El niumero de bovinos infectadoa B. bovis o Anaplasma
marginale alcanza los 9.900.000 animales, lo que constigly£9% de la poblacion
bovina total del pais. Las pérdidas directas y dostos para el tratamiento y la
prevencion de estas enfermedades se han estim&@&)%®millones de dolares por afio
(Spath y col., 1994).

Las medidas que se toman para el control de lameatlad incluyen el control
quimico de las garrapatas, el tratamiento del ganealcunacion y quimioprofilaxis

(Jonsson y col.,, 2008). En la actualidad, el cénj@imico de las garrapatas se
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encuentra limitado por la existencia de vectorsistentes a acaricidas y por el temor de
la existencia de residuos en la carne y en la |€shkap y col., 2007). Se necesita de la
respuesta innata y adaptativa para controlar kecandn porBabesia (Brown y col.,
2006a). Los mecanismos de la respuesta adaptatiian or una respuesta rapida de
las células de memoria y las efectoras T CD4+ gaectan IFNy, activando asi a las
células fagociticas y estimulando la produccioraciicuerpos por las células B (Brown
y col.,, 2006a; Norimine y cql.2003). Se cree que la variacion antigénica es la
responsable de que el sistema inmune del hospedadoincapaz de generar una
respuesta protectiva fuerte (Allred y Al-Kheder§08).

En la actualidad, se estan utilizando en las &edémicas vacunas atenuadas contra
B. bovis y B. bigemina que son relativamente eficientes y ofrecen razesatilveles de
proteccion de largo plazo (Pérez de Ledn y coll020La vacuna mas utilizada contiene
eritrocitos parasitados con cepasRlebovis y de B. bigemina atenuadas (Mangold y
col., 1996). Sin embargo, estas vacunas son insegar que son derivados de células
sanguineas bovinas lo que podria provocar la digpede otras enfermedades, dificulta
su estandarizacidon como vacuna, ademas existeligiopde reversién a las formas
patogénicas (Timms y col.,, 1990) y requieren caddmédrio para su conservacion.
Ademas, dificulta el diagnéstico dado que los atesae vuelven seropositivos con la
vacunacion y no pueden diferenciarse los animalesnaalos de los infectados (Pérez
de Ledn y col, 2010). También existe un potenciasgo de pérdida de la
inmunogenicidad al manteneilovitro por periodos largos (Bock y col., 2004).

Se han realizado estudios de vacunas a subunidiad éftimos afios, siendo RAP1
el antigeno con el que se han obtenido mejoredtadss. (Brown y col., 2006b,
Normine y col., 2003; Wirght y col., 1992).

Proteina asociada a roptria (RAP1, por su sigla emglés)

La proteina RAP1 de los complejos apicaleBdieesia cumple con el requisito de
contener epitopes tanto B como T conservados kEstidiferentes cepas (Suarez y col.,
1998). Se ha descripto que este antigeno tambiérpesa en los esporozoitos y que
anticuerpos especificos contra esta proteina inHéb@adhesion al eritrocito (Mosqueda
y col.,, 2002). Aun no se conoce la funcion de gst#teina pero se especula que

participa en los mecanismos de invasion del ertvo&e ha descripto que cuando se
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inmunizan bovinos con RAP-1 los mismos desarraliaa parasitemia reducida luego
del desafio cuando es comparado con bovinos ceatsih inmunizar (McElwain y col.,
1991, Brown y col., 2006b). Sin embargo, los dat®sa efectividad de esta proteina en
SuU uso como vacuna a subunidad son controversialgse en otro trabajo se describe
que a pesar de que el antigeno genera una resjiumstae con induccion de IFily
secrecion especifica de 1gG contra RAP-1 o la niitadrminal de RAP-1, no genera
una respuesta protectiva luego del desafioBdiovis (Norimine y col, 2003). A pesar
de los resultados controversiales, RAP1 es el@mignejor descripto hasta ahora y por

esta razon fue elegido para ser expresada abortus.

8.2. Mycobacterium bovis. Tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina (TBb), causada pdycobacterium bovis, es una zoonosis
con distribucién mundial. EI ganado es el hospedadeservorio principal de esta
infeccidn cronica, pero puede infectar a otras @epede mamiferos, entre ellos el
humano (Chambers, 2009). Las principales rutasnfecdion en el hombre son el
consumo de productos lacteos no pasteurizadosgnécto con animales enfermak.
bovis generalmente se transmite por via aérea.

Argentina cuenta con 48 millones de bovinos (SENA3®L0) y se estima que la
prevalencia media de la TBb seria de 0,9 % (Dub&0p5). Esta infeccion esta
distribuida sobre la mayor parte del territorio W@8e los rodeos tienen uno o varios
bovinos que dan positivos al ensayo de la tuberaulel porcentaje de bovinos con
lesiones compatibles con tuberculosis detectadasigarifico fluctué de 6 a 0,9 %
durante las dltimas 2 décadas (Torres, 2009; SENABAO). La presencia de la TBb
amenaza al desarrollo de la industria ganaderaclgeta afectando el comercio
internacional. Por esta razon, es esencial el @onta erradicacion de esta enfermedad.

Esta establecido que la inmunidad a la tuberculesislesarrollada a través de la
respuesta inmune mediada por células (IMC), endala accidon cooperativa de células
T antigeno especificas y los macréfagos controlandefinitiva la infeccion por
inhibicion del crecimiento de las micobacterias eaitas en los fagolisosomas. La
modulacion de la actividad de los macréfagos perdéulas T es mediada por un
conjunto de citoquinas secretadas, que es complegmrdinado, y que incluye IN¥-

factor de necrosis tumoral (TNF-o) e IL-2. Todas ellas son moléculas requeridas para
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la induccidon de una potente actividad microbicidas células T CD4+ sensibilizadas
secretan INF¢ que activa a los macréfagos para expresar adctivadémicobacteriana.

La activacion de células T CD4+ y el reclutamiedéocélulas T CD8+ al sitio de la
infeccién junto con la produccién de citoquinas ipitamatorias contribuyen al

mantenimiento de la respuesta inmune adquirida.

Al igual que en otras infecciones de tuberculokisTBb es principalmente una
infeccidn del sistema respiratorio (Allen y colQ1D). El ganado probablemente se
infecte conM. bovis a través de la inhalacién de aerosoles. La indecocurre primero
en los macréfagos alveolares y probablemente ewdlagas dendriticas intersticiales
(Banchereau y col., 2000), donde las célulasviddoovis son capaces de sobrevivir,
replicar y dispersarse hacia otros sitios (Abadiely 2005).

Se ha demostrado que para que una respuesta insaanefectiva contra la
tuberculosis, se necesita principalmente el desariel una respuesta inmune mediada
por células (IMC) tipo Thl (revisién en Andersen97p La produccion de citoquinas
como el TNFe e IL-12 por parte de las células dendriticas (C®$9s macrofagos
infectados com. tuberculosis 0 M. bovis participan en el desarrollo de las células Thl
(revision en Andersen, 1997). Por el contrario,régpuesta Th2 inducida por la
infeccién conM. bovis contrarresta la respuesta Thl, conteniendo lasiestas IMC y
aumentando las respuestas humorales a medida qeaféamedad progresa. La
respuesta Th2 se caracteriza por la producciorntalguinas tales como IL-4, IL-5 e IL-
10. Los estudios de tuberculosis sugieren que lahba entre las respuestas Th1/Th2
determina el progreso y la aparicion de la enfermhdd@hacker y col., 2007; Villarreal-
Ramos y col., 2006; Blanco y col., 2009).

La vacuna corrientemente usada contra la tubeisulasnana (TB), el bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), es una vacuna viva atenuwtavada deM. bovis. BCG
protege contra las formas severas de la enfermedadfios (Eisenhut y col., 2009),
pero falla en proteger contra formas pulmonaresadultos en paises donde la
enfermedad es endémica. La eficacia de esta vamuraultos varia entre 0 y 80%
(Brewer, 2000).

Por otro lado, el uso de BCG como vacuna parargtaode la TBb ha sido resistido
por dos razones principales. Primero, aunque agaegxisten dudas significativas de
la eficacia de la vacunacion con BCG (McNair y c@Q7). Segundo, una vacunacion

efectiva con BCG podria interferir con la detecalémanimales infectados cth bovis,
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comprometiendo asi los programas de erradicaciofa deberculosis en el ganado
bovino. Debido a esto ultimo, el desarrollo de wevo sistema de diagndstico que
permita diferenciar los animales vacunados de nésciados deberda acompafar a la
generacién de una nueva vacuna viva contra la ABh.con la erradicacion de la TB
en el horizonte, el desarrollo de nuevas vacunasregjor proteccion que BCG es una
necesidad de urgencia.

En los ultimos 10 6 15 afios, se ha realizado uniderable avance en la generacion
de nuevas vacunas contra la TB humana, muchas @eiddes se encuentran en la fase
clinica de investigacion (revision en Parida y Kaain, 2010) gracias al alto
financiamiento de estos estudios. El desarrolloateinas para el ganado bovino se ha
beneficiado enormemente a partir de estos avamces, la actualidad hay diversas
vacunas candidatas, incluyendo vacunas a baseotleinas adyuvantes, basadas en
vectores virales y vacunas de micobacterias atesugda han sido ensayadas en
bovinos. Ninguna de ellas ha mostrado por ellasnagsmayor induccion de proteccion
que BCG (Buddle, 2010). Las vacunas mas prometedenabovinos son las que
constan de un refuerzbdopst) heterélogo que combinan vacunas BCG—DNA (Skigner
col., 2003; Maue y col., 2007), BCG—proteina (Weklg col., 2005 y 2008) o BCG—
vector viral (Vordermeier y col., 2009) (para uesision ver Buddle y col., 2011).

El diagnostico de la enfermedad se basa en tulmaicPPD (sigla en inglés de
derivado proteico purificado), y ademas en algunisgsase utiliza el Bovigam que
cuantifica liberacion de IFN-(Lange y col., 2009).

Uno de los planes de control de la TBb es el daatl@ cabo un ensayo PPD vy la
subsiguiente eliminacién del animal infectado. Es&todologia ha sido eficaz en la
erradicacion en algunos paises, pero su resultadpdrcial en regiones que tienen un
reservorio silvestre de animales infectados. Par pdrte, esta metodologia resulta muy
cara y es inaceptable en territorios subdesarrdladen via de desarrollo (Buddle y
col., 2003).

Los antigenos protectivos estudiados son princigalenlos antigenos identificados
del filtrado de cultivo (CFP, de las siglas en @&yl ESAT 6, CFP 10, TB10.4, MPB83,
MPB70, MPB63, MPB64, Ag85A y Ag85B (Dietrich y co2006; Wiker, 2009, Delogu
y Fadda, 2009); de los cuales se detalla mas adelPB83. Por otra parte, también se
han estudiado los antigenos asociados a membraR&@3HSHBHA (Delogu y Fadda,
2009).

32



Introduccion

Mas recientemente, los avances en el estudio d&f EBSAAQ85 por separado o en
combinacion demostraron que son antigenos muy pedimes (Delogu y Fadda,
2009).

MPB83

MPB83 es un antigeno sero-dominante en el gandelctalo corM. bovis (Wiker y
col., 1996). Es una lipoproteina glicosilada queresesada por la peptidasa de sefial
y se localiza en membrana (Hewinson y col.,, 199®siblemente a través de la
interaccion de su residuo lipidico ubicado en deNrinal con la membrana de la
micobacteria. En SDS-PAGE seguido de Western Blotlos extractos totales de las
micobacterias se detectan dos bandas una de 2§ &a de 23 kDa que es secretada
en micobacterias (Harboe y col., 1998) y se postua serian diferentes formas
glicosiladas (Wiker y col., 1996). No se conocel saéia la funcion de esta proteina.

Se sabe que este antigeno induce una respuestaahymmelular en infecciones
experimentales en varios modelos animales y ercdaidees naturales en humanos
(Harboe y col., 1995; Wiker y col., 1996) y se tmsidera un importante candidato para
el desarrollo de vacunas (Delogu y Fadda., 200®h&h realizado ensayos en ganado
utiizando ADN que codifica para este antigeno yap®IPB70. Los resultados de
proteccion contra la cepa virulenta resultaron paleatadores (Wedlock y col., 2003),
pero los resultados mejoraron al inocular simubiamente ADN que codifica para
MPT64 y Ag85B (Cai y col., 2004).

Tabla 0.2: Caracteristicas de las especies de miorganismos utilizadas en este trabajo

Distribucion  Huéspedes  Tropismo celular Enfermedad Principal vector
geografica

Todo el ganado ma crofagos y,qtras Brucelosis
B. abortus . células fagociticas : _
mundo bovino g bovina
no profesionales
: Todo el ganado ma crofagos y/qtras Tuberculosis
M. bovis : células fagociticas . _
mundo bovino f bovina (TBb)
no profesionales
Trépico ganado
B. bovis pico y bovino, eritrocitos Babesiosis Boophilus
subtropico
venado
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9. Seleccion de antigenos

Debido a la respuesta inmune celular que despiBrtabortus, la misma es
considerada una candidata atractiva para la expre@ antigenos de otros patdgenos
que requieren para su control la intervencion de wia inmunolégica equivalente a la
gue desencaderucella (Comerci y col., 1998). Con el objeto de validds. abortus
S19 como un vehiculo de expresion de antigenosdhagesin vivo que sea capaz de
dirigir la respuesta inmune hacia un perfil debtgrotectivo, en este trabajo de tesis se
seleccionaron antigenos Mycobacterium bovis como modelo de bacteria intracelular
(MPB83) yBabesia bovis como protozoario (RAP1).

Si bien se ha reportado anteriormente el usBrdeella como sistema de expresion
heterdloga, en el presente estudio hemos ahonaeldocaracterizacion de este sistema
para la generacidon de vacunas multivalente al avail efecto que produce la
localizacion subcelular del antigeno heterélogdBaucella sobre la respuesta inmune
inducida. Asimismo, se estudia la respuesta meduaacélulas generada. Hasta el
momento, se ha publicado sélo un trabajo con Stbogector de expresion (Comerci
y col., 1998). Todos los otros estudios reportddeson realizados en RB51. Dado que
en nuestro pais se utiliza como vacuna la cepa 18&8lta importante profundizar el
estudio de esta cepa, que a su vez luego puede  @no modelo para otras. Por otro
lado, en este trabajo se hace hincapié en antigensesmo interés en la salud ganadera

de nuestro pais, como es el caso de la babesitastslyerculosis bovina.
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Hipotesis

La cepa vacunal deBrucella abortus S19 utilizada como vector de
expresion de antigenos heterélogos genera una reggta inmune tipo
Thl especifica contra estos antigenos, sin verseeethdas las

caracteristicas de infeccién y proteccion de la cepan el modelo

murino.
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Objetivos

Objetivo General

Desarrollar cepas derucella abortus S19 que expresen antigenos de patdgenos de
interés veterinario y evaluar su utilizacion parduicir una respuesta inmune tipo Thl
adecuada contra el antigeno heterdlogo, asi contcadgnucella, en un modelo animal

de experimentacion.

Objetivos especificos:

1. Desarrollar plasmidos que permitan la expresion delos genesmpb83 de
Mycobacterium bovis y rapl de Babesia bovis en Brucella abortus bajo distintos

promotores.

2. Generar cepas recombinantes dB. abortus S19 que expresen en forma estable y
en diferentes contextos de presentacion los antigenheter6logos MPB83 déM.
bovisy RAP1 deB. bovis.

3. Analizar la capacidad de las cepas recombinantede Brucella de inducir

respuesta inmune especifica para los distintos agdnos en animales de

experimentacion.
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1 Materiales Biologicos y Quimicos

1.1 Cepas

Las cepas dE. coli y B. abortus utilizadas en este trabajo se detallan a contidnaci

Tabla 1: cepas utilizadas en este trabajo

Procedencia

Escherichia
coli DH5a

Escherichia
coli BL21

E. coli XL1-
blue

Brucella
abortus 2308

Brucella
abortus S19(S)

Brucella
abortus RB51

(R)

Brucdla
abortus S19
p26::MPB83
(Sp26-83)

Brucedlla
abortus S19
p83 (Sp83)

Brucella
abortus S19
pomp19-83
(Spomp19-83)

Brucella
abortus S19

Genotipo/caracteristicas

F- endAl ginV44 thi-1recAl relAl gyrA96 deoR
nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(rK- mK+), A—

E. coli B F-dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal
[malB k12015

endA1 gyrA96(naf) thi-1 recAl relAl lacglnv44
F[ ::Tn10 proAR lacl A(lacZ)M15] hsdR17 (1’
mK+)

Cepa de referencia, virulenta.

Cepa lisa vacunal, atenuada

Cepa rugosa vacunal, atenuada

Cepa atenuada conteniendo el plasmido p26-8&ste trabajo

integrado al genoma (Kn

Cepa atenuada conteniendo el plasmido
replicativo p83 (KH

Cepa atenuada conteniendo el plasmido
replicativo pomp19-83 (Anip

Cepa atenuada conteniendo el plasmido pRAER
(Kn')

Gibco

Invitrogen

Stratagene

Cepario del
laboratorio

Cepario del
laboratorio

Cepario dg
laboratorio

Este trabajo

Este trabajo

P Este trabajo
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Cepas Genotipo/caracteristicas Procedencia

PRAP
(SpRAP)

Brucella Cepa atenuada conteniendo el plasmido pompEste trabajo
abortus S19 RAP (Am)
pompl19-RAP
(Spomp19-
RAP)

Brucella Cepa atenuada conteniendo el plasmido pRAP Este trabajo
abortusRB51 | (Kn")
pRAP

(RpRAP)

Mycobacterium | Cepa de referencia, virulenta cepario del
bovis AN5 laboratorio

1.2 Oligonucledtidos

Empleando las herramientas del sitio web JustBww.justbio.conm de acceso libre

de Internet se realizaron los disefios de oligodtides para las reacciones de
amplificacion en cadena de la polimerasa (PCRIlizatido el programa Primer3, asi
como el analisis de sitios de restriccion en lasisecias.

Los oligonucledtidos se adquirieron de la firma p DNA

(http://www.alphadna.com orders@alphadna.com). Los mismos se detallan len e

siguiente cuadro:
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Tabla 2: Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Oligonucleétidos

Secuencia (orientacion 5’-3)

Utilidad/Blanco de restriccion

pompl19f gaattCATTCTTCCTGCGGCTTT Amplificacion por PCR de la régi
promotora del geomp19 deB.
abortus para subclonar en
pBBR1MCSA4. (EcoRlI)

pomp19r accqgGCCTTTCTGCACCGTGCCTGC Amplificacion por PCR de la
region promotora del gesmpl9 deB.
abortus para subclonar en
pBBR1MCSA4. (Agel)

p2683f gcgcgATGATCAACGTTCAGG Amplificacion por PCR del gempb83
deM. bovis para subclonar en
pBBR1MCS2 y en pKS26 (BssHII)

p2683r gcgcgGGAGGCAAACCGACTACAC Amplificacion por PCR del gempb83
deM. bovis para subclonar en
pBBR1IMCS2 y en pKS26 (BssHII).

p1983f ctgcagEGATGATCAACGTTCAGGC Amplificacion por PCR del gempb83
deM. bovis para subclonar en pomp19
(Pstl).

p1983r ctgcagsSAGGCAAACCGCCTACAC Amplificacion por PCR del gempb83
de M. bovis bovis para subclonar en
pomp19 (Pstl).

prapf aagctAGAATCATTAGCGGCGTTG Amplificacion por PCR del gerapl
deB. bovis para subclonar en
pBBR1MCS2 (Hindlll).

prapr tctagd CAGAGGTATCCGGCGGT Amplificacion por PCR del gerapl
deB. bovis para subclonar en
pBBR1MCS2 (Xbal).

p26rapstf gcgcg&GCTTTCGCCACAATCAGAGAGT | Amplificacion por PCR del geapl
deB. bovis, sin la secuencia que
codifica para la regién de membrang],
para subclonar goA26 (BssHII)

p26rapstr gcgcgd CAGAGAGGTATCCGGCGGT Amplificacion por PCR del gerapl
deB. bovis para subclonar gm\26
(BssHII).

pl9rapstf ctgca@dsCTTTCGCCACAATCAGAGA Amplificacion por PCR del geapl
deB. bovis. Para subclonar en pomp}9
(Pstl).

pl9rapstr ctgcad CAGAGAGGTATCCGGCGGT Amplificacion por PCR del gerapl

de Babesia bovis para subclonar en
pomp19 (Pstl).
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Los sitios de restriccion incorporados a los oligedtidos que fueron utilizados en
este trabajo se encuentran subrayados; en maysisiagdaecuencias complementarias
al gen a amplificar; en negrita se sefialan los ceslde iniciacion (ATG) y el triplete
complementario a los codones de terminacion.

En la reaccion de PCR se utiliz6 como templado@NAyenomico de:

B. abortus S19.

M. bovis AN5, cedido por el Dr. Angel Cataldi.
B. bovis R1A, provisto por el Dr. Ignacio Echaide.

1.3 Plasmidos

En la siguiente tabla se detallan los plasmiddgzatios en el presente trabajo:

Tabla 3: Plasmidos usados en este trabajo

Plasmido Resistencia/ Descripcién Referencia
origen de
replicacion
pGEM-T Easy Amp' Plasmido comercial para clonado deéromega
vector ColEl productos de amplificacion ptag.
pGE19-83 Amp' Plasmido pGEMT-Easy vector con Este trabajo
ColEl fragmento de 0,71 kb que contiene el

genmpb83 de M. bovis amplificado
con los oligonucleétidos
p1983f/p1983r a partir de ADN
genomico de la cepa de referendia
bovis AN5 clonado.

pGE26-83 Amp' Plasmido pGEM-T Easy vector con Este trabajo
ColEl fragmento de 0,71 kb que contiene el

genmphb83 de Mycobacterium bovis

amplificado con los oligonucleétidos

p83f /p83r a partir de ADN gendmico

de la cepa de referendi& bovis

ANS5 clonado.

pGE-rap Amp Plasmido pGEM-T Easy vector con Este trabajo
ColEl fragmento de 1,68 kb que contiene el

genrapl deB. bovis amplificado con

los oligonucleétidos prapf / prapr a

partir de ADN genomico dB. bovis

clonado.
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Plasmido Resistencia/ Descripcién Referencia
origen de
replicacion
pGE-26rapst Amp' Plasmido pGEM-T Easy vector con Este trabajo
ColE1 fragmento de 1,54 kb que contiene el

genrapl deB. bovis, sin la secuencia
que codifica para la sefial de
transmembrana. Amplificado con los
oligonucleotidogp26rapstf /
p26rapstr a partir de ADN genomico
deB. bovis clonado.

pGE-19rapst Amp' Plasmido pGEM-T Easy vector con Este trabajo
ColEl fragmento de 1,54 kb que contiene el

genrapl deB. bovis amplificado con

los oligonucleodtidos p19rapstf /

pl9rapstr a partir de ADN genomico

deB. bovis clonado.

pBBR1MCS2 Kan' Plasmido replicativo parrucella Kovach y col.,
Amplio spp. 1995
rango

pBBR1MCS4 Amp' Plasmido replicativo parrucella Kovach y col.,
Amplio spp. 1995
rango

pompl19 Amp' Plasmido pBB1RMC4 con fragmentoSabio y Garcia y
Amplio de 0.4 Kb conteniendo el promotor ycol., 2007 y este
rango la secuencia que codifica para trabajo

extremo N-terminal de OMP19
(replicativo pararucella spp).

pKS26 Kan Plasmido pBK (vector comercial deCampos y col.,
ColE1 clonado, Stratagene) con fragment2002 y 2003,
de 4,7 kb EcoRI del plasmido p26DLBoschiroli y
(Campos, 2002) que contiene el gerol., 1997
luc clonado en el sitio BssHIl de

bp26.
p83 Kan' Inserto de 0,7 kb conteniendo el genSabio y Garcia y
Amplio mpb83 proveniente de pGE26-83y col., 2010
rango clonado como fusién en el sitio

EcoRlI del plasmido pBBR1MCS2.

pomp19-83 Amp' Plasmido pomp19 con inserto de 0,7Sabio y Garcia y
Amplio kb conteniendo el gempb83 col., 2010
rango proveniente de pGE19-83 y clonado

como fusién en el sitio Pstl.
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Plasmido Resistencia/ Descripcién Referencia
origen de
replicacion
p26-83 Kan Plasmido pKS26 con inserto de 0,4 Sabio y Garcia
ColE1 kb conteniendo el gempb83 col., 2010

proveniente de pGE26-83 y clonado
como fusion en el sitio BssHII.

pRAP Kan Plasmido pBBR1MCS2 con inserto Sabio y Garcia
Amplio de 1,68 kb conteniendo el geapl col., 2008
rango proveniente de pGE-rap y clonado

como fusién en el sitio Hindlll/Xbal.

pomp19-RAP Amp' Plasmido pomp19 con inserto de 1,58abio y Garcia
Amplio kb conteniendo el gerapl col., 2008
rango proveniente de pGE19-rapst y

clonado como fusién en el sitio Pstl.

1.4 Anticuerpos

Los antisueros policlonales primarios de conejotreo®P26 y OMP19 fueron
obtenidos en nuestro laboratorio (Boschiroli y,cb®95; Rossetti y col., 1991) y ambos
fueron utilizados en diluciones de 1/200.

Los anticuerpos policlonales anti-MPB83 y anti-MPBR@ue cruza con MPB83) y el
monoclonal anti-MPB83 fueron donados por Harald &klik.os sueros policlonales se
usaron en diluciones de 1/200 y el monoclonal 1/100

Mab BABB75A4, anticuerpo monoclonal especifico canRAP1 deB. bovis fue
cedido por Dr. Carlos Suarez del Animal DiseaseeRef Unit, USDA Agricultural

Research Service, Pullman, Washington y se us®1/20
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1.5 Buffersy otras soluciones

Tabla 4: Soluciones utilizadas en este trabajo

Nombre Composicién
Solucion | de miniprep Tris-HCL 25mM pH 8, EDTA 10Aislamiento de ADN
mM glucosa 50 mM plasmidico
Solucioén 1l de miniprep NaOH 0,2 N, SDS 1% Aislamiento de ADN
plasmidico
Solucion Il de miniprep Acetato de potasio 3M Aislamiento de ADN
plasmidico
Buffer de siembra DNA Azul de bromofenol 0,5%, Preparacion de muestras de
glicerol 25% DNA para su analisis en geles
de agarosa.
Buffer TAE 1x Tris-acetato10 mM; EDTA 1 Electroforesis en geles de
mM, pH 8 agarosa.

Buffer de muestra de proteinas Tris-HCI 100 mM pH 6,8, SDSPreparacion de muestras de

2%, B- proteinas para su analisis en
Mercaptoetanol 2%, glicerol SDS-PAGE
20%, azul de

Bromofenol0,2% EDTA 25 mM

Buffer de Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina  Buffer para SDS-PAGE
electroforesis 5X 250 mM, SDS 20 0,1%

(Laemmli)

Buffer de Buffer Laemmli suplementado  Transferencia de proteinas a
transferencia con metanol al 20% membrana de PVDF con

método semiseco

Azul deCoomasie 0,05% Coomasie Brillant Blue R250 Tincién de proteinas
0,05%, acido acético 10%

Solucién de lavado déoomasie  Metanol 50%, acido acético 10% |avado del exceso déoomasie

Blue
Soluciéon RojoPonceau Rojo Ponceau 0,1% (Sigma), Verificacion de transferencia de
acetico glacial 5% las proteinas a la membrana
TBS-leche 5% Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 150 Solucién de bloqueo y
mM, leche descremada en polvo dilucién de anticuerpos para
5% ensayos de Western blot
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Composicién

Buffer BREFA

Solucion de revelado de BREFA 10 mlbuffer BREFA, 66ul NBT

PBST

PBS-SFB

Solucién de revelado

TBS 1x

Tris-HCI 100mM pH 9,5, NaCl
100 mM, MgC} 5mM

a fosfatasa alcalina

Revelado de membrana en el
caso de usar anticuerpos
conjugados a fosfatasa alcalin

50 mg/ml en dimetilformamida
70% y 33ul BCIP 50 mg/ml en
dimetilformamida 100%
(Promega)

PBS 1X, 0,05% de Tween 20, pHSolucién de lavado del
7,2 ensayos de ELISA
PBS 1X, FBS 10%, pH 7 Solucién de bloqueo y
dilucion de anticuerpos para
ensayos de ELISA

ABTS 0,04M en buffer citrato Solucion de revelado de ELISA
pH 5y HO, 1 mM 100 vol. (no IFNYy)

Tris-HCI 50 mM, NaCl 50 mM,
pH 7,5

Lavado de células

Lavado de membrana en el cgso
de usar anticuerpos conjugadqs

2}

2 Métodos microbioldgicos

2.1 Medios y condiciones de cultivo

Las cepas decscherichia coli se crecieron en medio Luria Bertani (LB) con
agitacion constante (200 rpm) o en LB solidificadn 1,5% de agar (DIFCO).

Las cepas ddBrucella se crecieron en Tryptic Soy Broth (TSB) (DIFCO) con

agitacion constante (200 rpm). El medio sélidoizddo fue agar triptosa (TA)

(DIFCO). En todos los casos las bacterias se coecee 37 °C.

Los antibidticos utilizados en este trabajo y soscentraciones se detallan a

continuacion:

Tabla 5: Antibidticos utilizados en este trabajo

Antibiotico o droga

Concentracion

E. coli B. abortus
Ampicilina (Amp) USB 100 g/mi 10 ug/ml
Kanamicina (Kn) Sigma 50 pug/ml 25ug/ml
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2.2 Transformacion deE. coli y seleccion de los vectores recombinantes

En todos los casos, se transformarorub@e E. coli competentes obtenidas por el
método de incubacién en cloruro de calcio y cortiyel@ara su almacenamiento a — 70
°C (Sambrook y col., 1989) conB del producto de ligacién. Se introdujo el ADN
plasmidico mediante choque térmico a 42 °C y lumgoecuperaron las bacterias y se
plaguearon en medio de cultivo sdlido suplementada los correspondientes
antibioticos y 40ul 2% X-gal (5-bromo-4cloro-3indoliB—D-galactésido), 4Qul de
IPTG 100 mM (Ispropil-1ti3-D-galactosido) en el caso de seleccion por
complementacion. El analisis de la obtencién deplésmidos recombinantes deseado
se realizé mediante minipreparaciones de ADN pldemide las colonias resistentes a
antibioticos y por el analisis en geles de agadssdos fragmentos generados por la
digestion de estos plasmidos con enzimas de m@sti@ por PCR de colonias con

oligonucleotidos especificos.

2.3 Transformacién deB. abortus

En todos los casos la metodologia utilizada pateatessformacion d@&. abortus fue

electroporacion.

2.3.1 Preparacion deB. abortus electrocompetentes

Se inocularon 100 ml de TSB con 1 ml de cultivaussto deB. abortus S19 o
RB51, segun correspondiese. Se cultivd con agitaciistante a 37 °C hasta llegar a
ODsoonn=0,5. EI erlernmeyer conteniendo las bacteriasg@depor 15 min en hielo; y
posteriormente, se centrifugo el cultivo a 7.000 g °C durante 15 min Se descartd
el sobrenadante y se resuspendieron las bacteri&® enl de HO apirogénica estéril.
Estos lavados se repitieron 3 veces. En el Ultewado las bacterias se resuspendieron
en 2 ml de HO apirogénica estéril y esta resuspension se @nagé@n volumenes de 50

pl y se guardaron a -70 °C hasta ser utilizadas.
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2.3.2 Electroporacion y seleccion de recombinantes d& abortus

Se descongelaron las bacterias en bafio de hielpuSeron en contacto 50 de
bacterias competentes junto con 0,5 |aglde ADN (~Jug/ul) durante 5 min en hielo.
Luego se lo coloco en cubetas de electroporacid®2iem preenfriadas y estériles. El
pulso aplicado para la electroporacion fue dgu252,5 kV (12,5 kV/cm) y 40Q. El
electroporador utilizado fue Gene Pulser/Pulse robat (BioRAd). Inmediatamente
después de la electroporaciéon, se agregé 1 ml dbon®OC (BRL-Bethesda) y se
cultivaron las bacterias a 37 °C a agitacion const#300 rpm) durante 6 a 16 h.
Posteriormente, las bacterias se sembraron en splaea agar triptosa (TA)
suplementadas con el antibiotico correspondienta fa seleccion y se aislaron las

bacterias transformadas.

2.4 Identificacion de recombinantes y mutantes d8. abortus por PCR en
colonias

Para la identificacion de las colonias recombirarte mutantes ddéB. abortus
conteniendo los genes heterélogos en estudio,ayarséos plasmidos recombinantes o
incorporados en el genoma por un evento de rec@uibim, se realizd6 PCR de colonias.
Se picaron al azar 10 colonias y se formo una sissfe celular con cada una de ellas
en 100ul de 4qH2O estéril. Se realiz6 un choque osmético por camgignto a -70 °C y
calentamiento a 100 °C repetido 3 veces. Postezimanse centrifugaron a 10.000 rpm
5 min y 5pl del sobrenadante se utilizaron como fuente de AddNreacciones de
amplificacion de volumen final 5Ql, utilizando los oligonucledtidos especificos de
cada antigeno con ciclos de amplificacion de 942tain; 30 x (94 °C, 1 min; 58 °C, 1
min; 72 °C, 1 min); 72 °C, 10 min.

3 Andlisis de ADN
3.1 Aislamiento de plasmidos

Para el aislamiento de los plasmidos a partiEdeoli se utilizé el método de lisis
alcalina (Sambrook y col., 1989), usandose colurdieaatercambio iénico de Qiagen o

el kit Wizard de mini o midipreps (Promega).
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3.2 Enzimas de restriccion y modificantes

Estas enzimas se utilizaron segun las recomendaciméos proveedores (NEB y
Promega). Se usaron loduffers, temperaturas y tiempos de incubacién

predeterminados.

3.3 Electroforesis en geles de agarosa

La concentracion de la agarosa fue de entre 0% g&un el tamafio del fragmento
de restriccion o amplificacion a analizar. A las sites de ADN se les agregé 1/10 del
volumen del sembrado deiffer de siembra y se procedié con la siembra en geles d
agarosa con bromuro de etidio (Pig'ml). La corrida se hizo a temperatura ambiente en
TAE a 5-10 V/cm. Se visualizaron las bandas pasréacencia al UV. Los marcadores
utilizados fueronladder de 100 pb y de 1kb (Promega). Los geles se dodanoen

usando un equipo Fotodyne y el programa Collag@®/&-Mac.

3.4 Aislamiento de fragmentos de interés de geles deaagsa

Se realizaron los aislamientos de los fragmento&\ldN de los geles de agarosa
utilizando elkit de Purificacion de geles de agarosa de QiagéeneClean (Promega),

siguiendo las indicaciones del proveedor.

3.5 Ligacion

Para realizar las reacciones de ligacion de fragmsetie ADN, a una mezcla que
contenia al menos 50 ng de plasmido vector y udaridad entre 1 a 5 veces mayor de
fragmentos de ADN del inserto se le agrego 1 uni#ad4 ADN ligasa (NEB). Se uso6
el buffer del proveedor. La incubacion se realizé durantédh 64 °C en un volumen
final de 10pl.

4 Anadlisis de proteinas
4.1 Produccion de proteinas recombinantes (rRAP-1, rMPB3) enE. coli

Se transformaron células competeriesoli BL21 (Invitrogen) con los plasmidos
pBAD/thioTOPO-rap-1 (Santangelo y col., 2007) o pRSMPB83 (cedido por el Dr.
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Angel Cataldi). La expresion de la proteina 6HigdR1L se indujo mediante arabinosa
0,1% (3 h, 37 °C), y la de 6His-rMPB83 con el use dopropil-b-D-
tiogalactopiranosido (IPTG) (16 h, 37 °C). Las tdufueron precipitadas por
centrifugacién suave (5000 rpm por 10 min), resndfpas enbuffer fosfato salino
(PBS) y se homogeneizaron mediante 3 ciclos deacidn (200-300W, 10 s cada uno)
manteniéndolas en frio. El lisado se centrifug@paecipitar los restos celulares y las
proteinas recombinantes, RAP-1 y MPB83 fueron pawdfas mediante columnas de
afinidad con resina de Ni (Probond, Invitrogen)gusgndo las instrucciones del
fabricante. Todos los pasos de purificacion fuerealuados por SDS-PAGE, seguido
de tinciones con Coomassie Blue. La concentragprdteinas se determiné usando el
kit Micro BCAProtein Assay Reagent (Pierce).

Las proteinas recombinantes se trataron con pohimi® sefarosa (Sigma-Aldrich)

con la finalidad de eliminar el potencial LPSHeoli contaminante.

4.2 Expresion vy localizacion subcelular de la proteinadteréloga enk. coli y B.
abortus

4.2.1 Expresion de los antigenos heterdlogos

Para la obtencion de proteinas totales tantd=.deoli como deB. abortus, los
cultivos crecidos a saturacion se precipitaron gantrifugacion suave (3000 rpm, 5
min). El sedimento celular fue resuspendido en [1l0@e agua y 10Qul de buffer de
muestra. Las muestras se hirvieron durante 10 mirpogteriormente fueron
centrifugadas durante 10 min a 12000 rpm para sepks restos insolubles
correspondientes a la envoltura celular. Este extraasi obtenido fue cargado
directamente en geles de SDS-PAGE para su anaélisescongelaron a -20 °C hasta ser
usadas. Las cepas Beucella se inactivaron previamente por calentamiento 50 2C.

La ausencia de viabilidad luego de la inactivacide corroborada por la falta de

crecimiento en agar triptona.

4.2.2 Localizacion subcelular de las proteinas heteréloga
4.2.2.1 E. coli

Las cultivos dekE. coli (50 ml) crecidos a fase exponendakron sometidos a una

centrifugacion suave y resuspendidos en PBS. Lpesg®n celular fue sonicada
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mediante 2 pulsos de 30 s—1 min au8de amplitud en un sonicador Branson Sonifier
250 (VWR Scientific) (potencia: méaxima; intensidadta; frecuencia de ciclo: 0,5 s).
Posteriormente a la lisis, se obtuvieron los solut@nizs libres de células mediante
centrifugacién a alta velocidad a 13.00or 10 min a 4 °C. Este sobrenadante se
ultracentrifugd a 61.000g por 1 h a 4 °C (Beckmawul@r Optima L-100 XP
Ultracentrifuge) separando asi las fracciones dmlmana y citoplasma. La fraccion
insoluble fue resuspendida en un volumen igual faalecion soluble debuffer usado.

La concentracion de las fracciones fueron detemaisaisando el Micro BCAProtein
Assay Reagent Kit (Pierce). Las fracciones se gayom como en el caso de las
proteinas totales antes de ser sembradas en gelpslidcrilamida y transferidas a

membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) para su postmalisis mediante Western blot.

4.2.2.2 B. abortus

Los cultivos deB. abortus (50ml) se crecieron durante 16 h a 37 hé&sta fase
exponencial y luego se inactivarpor calentamiento 1h a 60 °C. Se centrifugaron y se
realizaron dos lavados, del precipitado celular, 8% frio. Luego se resuspendieron
los precipitados en 1 ml del misrbaffer y se transfirieron a tubos de 2 ml conteniendo
cuentas de zirconium de 0,1 mm (Bio 101). Se dgagon las células usando un
Ribolyser (Bio 101 Savant) a una velocidad de 6,5 (4 cides30 s cada uno, con
enfriamiento en hielo entre cada ciclo). Luego aldidis, los sobrenadantes libres de
células fueron colectados por centrifugacion a A®Opor 10 min a 4 °C. La
concentracion de las fracciones de las rS19 sendiete usando el Micro BCAProtein
Assay Reagent Kit. Las fracciones se sembraron edes gde poliacrilamida y se

transfirieron a membranas de nitrocelulosa pararsa&izadas por Western blot.

4.3 Tratamiento con globomicina

Para evaluar la inhibicion del procesamiento pecotgior accion de la peptidasa sefial
Il, se trataron cultivos liquidos dB. abortus y E. coli con, o sin, globomicina. La
globomicina, que fue provista por M. Inukai, Sank@. (Tokyo, Japan), se disolvié en
etanol en una concentracién final de 2% y se OtéiZ00ug/ml en cultivos crecidos en
la fase exponencial. Como control negativo se tratécultivo con etanol 2%. Los

cultivos deB. abortus y E. coli se incubaron por 12 h o 6 h, respectivamente. Se
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centrifugaron, se realizaron lavados con PBS esespendieron douffer de muestra.
Las fracciones se sembraron en geles de poliacdéagnse transfirieron a membranas

de nitrocelulosa para analisis por Western blot.

5 Western blot
5.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilada

Se usaron geles de poliacrilamida de distintas extraciones dependiendo la
proteina a analizar: 10% para RAP; 12,5% para BPPB% para MPB83 y OMP19 (o
BMP18). Los geles utilizados fueron en general galds (8 x 8). Se uso una relacion
de acrilamida: bisacrilamida de 30:0,8. Se corriemnbuffer Laemmli a 100V
(aproximadamente 40 mA iniciales) durante 2 h.

Terminada la corrida, la visualizacion de las drats fue realizada mediante tincién
con Azul de Coomassie y posterior lavado con métébeo, acético 10%; o bien, se
electrotransfirieron las proteinas a membranas id®calulosa utilizandobuffer
Laemmli suplementado con 20% de metanol, duramte200 mA o 16 h a 100 mA.
La correcta transferencia se confirmé por tinciorliademembrana con una solucién de

Rojo Ponceau 0,1% (SIGMA) en acido acético glacial 5%.

5.2 Inmunodeteccion

Las membranas se bloquearon incubandolas a tempemnhbiente durante 1 h en
una soluciénrBS-leche 5% Se incubo la membrana 1 h con el primer anticusggun
la dilucion especificada en cada caso. Se lavodmlonana 3 veces con TBS-0,05%
Tween 20 durante 10 min a temperatura ambiente eadaSe incub6 1 h con el
segundo anticuerpo anti IgG de ratdon o de congjarseorrespondiera. El segundo
anticuerpo conjugado a peroxidasa de rabanito exas de los ensayos de RAP1 y
BP26 y con fosfatasa alcalina para el resto. Sgbihd h a temperatura ambiente y se
repitieron los lavados. Se revel6 con una solugiga contiene 1 volumen de 4-cloro
naftol (3 mg/ml en metanol), 5 volimenes d®H 1:1000 de kD, al 30% en el caso
de que el segundo anticuerpo estuviera conjugadueraxidasa. En el caso de
anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina ehdltiavado se realiz6 con buffer

BREFA por 10 min y se revel6 en la solucion quetieme BCIP/NBT (Promega).
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6 Ensayos en ratones
6.1 Animales de laboratorio

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c6da 8 semanas de edad,
provenientes del bioterio del CICVyA-Castelar.

Los ensayos de respuesta inmune de las cepas reeonds que expresan RAP se
realizaron en colaboracién con el grupo del Drg®eCosta Oliveira en Brasil. Los
ratones fueron cedidos por la Universidad FederaMdeas Gerais (UFMG), Belo

Horizonte, Brasil.

6.2 Estimacion de la virulencia residual de las cepagcombinantes S19y RB51y
estabilidad de las construcciones

Se inocularon intraperitonealmente grupos de ratalee6 a 8 semanas con 1%10
unidades formadoras de colonia (UFC) de las dagioepas S19 dgrucella en 200ul
de PBS o con PBS solo. A distintas fechas postulac®n, se sacrificaron 5 ratones
por grupo y se obtuvieron muestras de sangre delrsgroorbital en los casos en que se
analizaron los sueros. El suero se obtuvo por ir@abale la sangre durante 2 h a 37
°C, luego se centrifug6 a 2.000g por 15 min, secfomd el suero y se guardé a -20 °C
para los anélisis posteriores. En el caso de jpascBB51 se utilizaron 1xi0nidades
formadoras de colonia (UFC).

Se extrajeron los bazos, se pesaron y se procexidalos en 2 mitades. Una de las
mitades fue homogeneizada en 5 ml de solucion s@hB&) estéril y se determino el
namero de bacterias por bazo por diluciones seyidddos homogenatos y plaqueo en
TA con los antibidticos de seleccion correspon@iend sin antibidtico para la
determinacion de la estabilidad de los plasmidas.flacas se incubaron a 37 °C por 72
h y luego se procedié a contar las colonias pararméear las UFC por bazo. La otra

mitad de los bazos se reservé para ensayos deestamelular (ver 6.4).

6.3 Respuesta humoral en ratones BALB/c
6.3.1 Deteccién de anticuerpos anti-proteina heterélogags Western blot

Para el andlisis de la reactividad de los suerosatbmes se corrieron proteinas de

sobrenadantes de cultivo & bovis 0 extractos dé. bovis en geles preparativos de
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SDS-PAGE. También se corrieron las proteinas recmntes RAP1 y MPB83
obtenidas a partir dé. coli. Se transfirieron los geles a membranas de nltrlosa y se
cortaron las membranas en tiras de 0,5 mm de gatfacsu posterior confrontacion con
los sueros de los ratones. Se formaron pooles @®rsderos de los ratones de cada
grupo por cada tiempo de muestreo. La dilucionodepboles de suero fue de 1/100 en
TBS con 5% de leche descremada. Se usé como seguniidoerpo un anticuerpo
monoclonal antilgG de ratén o de conejo conjugattstatasa alcalina en una dilucion
de 1:2000.

6.3.2 Deteccion de anticuerpos anti-RAP1 por ELISA

Se utiliz6 como antigeno la proteina recombina®®R(rRAP1) purificada a partir
de E. coli. La concentracion de proteinas totales en losaeixits de sobrenadante y
precipitado deE. coli y B. abortus fue determinada utilizando &it comercial Micro
BSA Protein Assay Reagent KRierce). Se sensibilizaron placas de poliestici86
pocillos (Nunc-Immun8” con superficie MaxiSofffl (Nunc)) con 0,5ug de rRAP1
disuelto en 10Qul buffer de carbonato (pH 9,6) en un volumen de [10@ se incubaron
por 16 h a 4 °C. Se realizaron 3 lavados con PB8ef20 0,05% y se bloqued por 1 h
con 100ul una solucion de bloqueo (suero fetal bovino, 2¥%una solucion de PBS).
Se incubd el suero de los ratones a una diluciGl/ @0 (50ul por pocillo) en solucion
de bloqueo durante 2 h a 37 °C. Se incluyo comtositivo, control negativo y blanco
(s6lo solucién de blogueo). Se lavaron las placascés con PBS-Tween 20 0,05% y 1
vez con PBS. Como segundo anticuerpo, se dispen&@fijl de anticuerpos de cabra
anti-lgG de ratén, anticuerpos de conejo anti-lgizanti-lgG2 de ratdn conjugado a
peroxidada (HRP) (Promega Biosciences Inc.) endilo@ion 1:2000 en solucion de
bloqueo y se incubaron las placas a 37 °C duratitetimpo después del cual fueron
lavadas con PBS-Tween 20 0,05% 3 veces y 2 veceBBS. Para revelar, se agrego en
cada pocillo 10Qul de solucion de revelado (0,04 M ABTS en bufférato pH 5y 1
mM H202 100 vol.) y las placas fueron mantenidassauridad por un periodo de 20-
30 min, la reaccion se detuvo afiadiendqubfe HSQ, 2,5 N y las placas se leyeron en
un espectrofotometro para placas de ELISA a una @05 nm. Todas las reacciones

se hicieron por duplicado.
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6.4 Respuesta celular en ratones BALB/c
6.4.1 Preparacion de cultivos de esplenocitos

Se maceraron las mitades de los bazos en PBS hdasaa jeringa de tuberculina
sin aguja. Se prepararon las suspensiones celydareasedio de pasajes sucesivos por
la jeringa. Posteriormente a la lisis de los ecitos, se determind la concentracion y la
viabilidad de los esplenocitos por medio de tinaén Trypan Blue y recuento usando
una camara de Neubauer. En placas devAB (pocillos), se incubaron un total de
2X10° esplenocitos/pocillo (resuspendidos en 1 ml deion&PMI (Roswell Park
Memorial Institute medium) 1640 medium (Gibco) supéntado con 10% suero fetal
bovino, 100 U de penicilina/ml y 108 de estreptomicina/ml) a 37 °C en 5%,@0n
diferentes estimulos: 1 6y de rMPB83 o rRAP1, 0,59 de concanavalina A, |y de
extracto crudo d@&. abortus S19inactivado por calor o RPMI 1640 solo. Luego de 72
h, se colectd el sobrenadante con el fin de detamra produccion de IFN- Los

ensayos se hicieron por triplicado.

6.4.2 Deteccion de IFN-y por ELISA

La deteccion de IFN-se realiz6 por ELISA de captura (Mouse IiFNELISA Kit,
OptEIA™, BD Pharmingen) de acuerdo a las indicagathe fabricante. Brevemente,
se sensibilizaron placas (BD Falcon™ ELISA) con 0@lel anticuerpo de captura
anti-IFN y (clon R4-6A2) erbuffer carbonato, se incubaron las muestras provenientes
de los sobrenadantes de los cultivos de esplenastoaulados y los correspondientes
estandares. Se expusieron las muestras al anticdergeteccion anti-ratén biotinilado
(BD Pharmigen) junto al reactivo de SAv-HRP y seelé utilizando el set BD
Pharmingen™ TMB Substrate Reagent Set. Se mantuvias placas en oscuridad por
un periodo de 20-30 min y la reaccion se detuvalieildo 50ul de H,SQ, 2.5 N. Se
hizo una lectura a 450 nm y otra a 570 nm, pareecoidon de la primera. El limite

menor de deteccion de este sistema es de 0,7 pg/ml.
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6.5 Proteccion contra el desafio con una cepa patdégedaB. abortus

Se utilizé el modelo de proteccidon estandar Bar@bortus (Boschiroli y col., 1997).
Se inocularon intraperitonelamente ratones BALBja dx1G UFC de las distintas
recombinantes dB. abortus S19 oB. abortus S19 en 20Ql de PBS y con PBS como
control negativo. A distintos tiempos posinoculacigrupos de 5 ratones por grupo
fueron sacrificados y se determind el numero de ER@I bazo por homogeneizacion
como se indicé en 6.2. También se determiné laepa de esplenomegalia inducida
en cada grupo por peso de los bazos.

A las 8 semanas posinoculacion, los ratones fueesafiados con 5x2QFC deB.
abortus 2308 (cepa virulenta). A las dos semanas posdedafi@mones de cada grupo
fueron sacrificados y se procesaron los bazos ceendndicé anteriormente. Para
diferenciar B. abortus 2308 de las recombinantes S19 se plaqued la sudpens
esplénica en TA y TA suplementado con el antibdtle seleccion correspondiente o
con 0,1% de eritritol (que permite el crecimiento$R2308 pero no de S19) (Sangari y
col., 1998). Después de 72 h a 37 °C se obsenlasgolonias y se determiné el
namero de UFC de S2308 por bazo.

7 Bioinformatica
7.1 Secuencias

Se accedid a las secuenciashp@6 y ompl9 de B. abortus, rapl de B. bovis y

mpb83 de M. bovis por medio de los programas del sitio NCBWww.ncbi.nlm.nih.goy,

(www.ebi.ac.uk y/o (www.genome.jp.

7.2 Estudio de promotores

Por medio de algoritmos de redes neuronales, @dlsails en la Universidad de
Berkley (USA), que permiten la prediccién de uneusecia determinada se realiz6 el
analisis del promotor dampl9. Se puede acceder a este programa en el sitiiatadt

www.fruitfly.org de acceso libre.
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8 Analisis estadistico

El peso de los bazos y el recuento de bacteria$ leszo fueron analizados, debido a
la gran dispersion observada en los datos, poestlno paramétrico KruskaleWallis
seguido de un test de comparacién multiple de datos

Para los datos de ELISA y de produccién de {R¢-realizaron analisis de varianza
y las medias fueron comparadas con el test de Tukey

Todos los andlisis de significancia estadisticaesdizaron utilizando el programa
GraphPad InStat.

9 Financiacion

Este trabajo contd con la financiacion de la Agenbkiacional de Promocion
Cientifica y Tecnologica a través del subsidio B2D1 oc/ar PICT 08-09624), una beca
(grant) de investigacion IFS (numero B/3087-1) yINE'A, a través de la financiacion
de proyectos nacionales.

También fue posible gracias a la beca interna dedmn de CONICET.
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Construccion de vectores para la expresion de lasrqieinas heterélogas en
Brucella abortus:

A. Vectores replicativos
A.1 En citoplasma

La serie de vectores de expresion utilizados o ro#kalos para esta tesis se
seleccionaron con el fin de expresar los antigheterdlogos seleccionados en distintas
localizaciones subcelulares (citoplasma, membraterre, periplasma), y asi analizar
cual despertaria la mejor respuesta inmunoldgiasa R expresion de los antigenos
heterélogos en citoplasma Beucella, se utilizo del plasmido pBBR1MCS-2 (Kovach y
col., 1995) de amplio rango de hospedador, residtdm expresion como fusién a los
primeros aminoacidos dégalactosidasa. Este plasmido es replicativaBeabortus.

En la figura 1.1 se esquematiza la construcciéregdrde los plasmidos derivados de

este vector.

< amob T mob

Knt
pBBRIMCS?2 pGH
5144 bp R

lacZ-MCS lacZ

Gen
Heterélogo
(GH)

Promotor

lac Z

1'ep EcoRI o HindIII

lacZ

EcoRIo Xbal

Figura 1.1: Esquema de la construccion de los plasaos pGH: p83, prap: El gen
heter6logampb83 se clono en el sitio EcoRI y el geaspl en los sitios Hindlll/Xbal del
plasmido replicativo pBBR1MCS-2. GH: gen heterdlogo
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A.2 En asociacion a la membrana

Con el proposito de expresar los antigenos asaiada membrana externa Be

abortus, se generd un vector replicativo derivado de PBBRS&MICconteniendo el

promotor y la region que codifica pdos primeros aminoacidos de la proteina OMP19.

Este vector se denomind pomp19 (Figura 1.2). Elaggpl9 de B. abortus expresa una

lipoproteina asociada a membrana externa (Tibot.y1996).
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Figura 1.2: Esquema de los plasmidos pompl19-GHrepresenta a los plasmidos
pompl9-RAP, pomp19-83). Para ambos genes se wiligifio de corte Pstl.
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Las secuencias que codifican para los antigen@sdhegos se clonaron en el sitio
Pstl y como fusién al aminoterminal de la prote@MP19, que llevan las sefiales de
anclaje a membrana y el sitio de lipidacion. Dea esfinera las proteinas quimeéricas
guedarian asociadas a membrana externa y lipidBdess clonados se esquematizan en
la figura 1.2 (plasmido pompl9-GH que representardpos plasmidos: pompl9-83 y
pompl9-RAP).

B. Vector integrativo
B.1 En region periplasmica

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio béahalisefiado varios plasmidos no
replicativos erB. abortus conteniendo el gebp26 de B. abortus delecionado en 555 pb
en su region codificante (pKS26) (Campos y colQ29 Boschiroli y col., 1997). Este
vector tiene origen de replicacion ColE1l lo quecdmfiere un rango de hospedador
restringido y no puede replicar &nucella, por lo que si el plasmido no se integra al
cromosoma, se pierde en las sucesivas divisionkegaes. BP26 es una proteina
periplasmica fuertemente inmunogénica. Mutaktexk out parabp26 de B. abortus
S19 y deB. melitensis Revl mostraron las mismas caracteristicas protectijue las
cepas parentales (Fiorentino y col.,, 2008; Jacques®l., 2007). En base a estos
resultados previos y con el fin de expresar lasepmas heterélogas a partir de un gen
integrado al cromosoma, se decidié hacer las amttmes en fusion a BP26.

Se construyeron distintos plasmidos, todos ellostemendo la region codificante
para su péptido sefial e incluyendo su regién prormot.os genes heterélogos fueron
clonados de manera tal que la proteina quimériaaxpeese en fusién a la secuencia
sefial de traslocacion a periplasma. Si bien seyarsa numerosas estrategias con
distintos vectores, es interesante remarcar queita construccion lograda es la que se

esquematiza a continuacién en la figura 1.3.
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Figura 1.3: Esquema del pldsmido p26-83p26-83 derivado de pKS26. Se utilizo

el sitio BssHIl como sitio de clonado.
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Tristeza bovina

Como se mencion6 en la introduccion general, laefiabis es una de las
enfermedades transmitidas por garrapatas (ETGespaeinvolucrada en el conjunto de
enfermedades que causan la denominada Tristezandoyi produce pérdidas
econdmicas importantes. En la actualidad no exigé&nnas mundialmente aceptadas
para esta enfermedad (Spath y col., 1994; Kocanly 2010). En nuestro pais, la
vacuna mas utilizada contiene eritrocitos paras#tachn cepas d8. bovis y de B.
bigemina atenuadas en su patogenicidad (Mangold y col.,)1996

Los mecanismos de la respuesta adaptativa cBabesia serian por una respuesta
rapida de las células de memoria y las efector@®%+ que secretan IFi-activando
asi a las células fagociticas y estimulando laymoidn de anticuerpos por las células B
(Brown y col., 2006a; Norimine y coR003), por esta razon el uso Bleabortus como
sistema de expresion de antigenoBaleesia es prometedor.

Para este estudio se selecciono el antigeno RABAréH1.0) deBabesia bovis, que
es el antigeno mejor caracterizado y con el queaseobtenido mejores resultados en
ensayos de vacunas a subunidades (Brown y coleb20®mrmine y col., 2003; Wirght
y col.,, 1992). RAP1 ddé. bovis es una proteina de 60 kDa que se localiza en la

superficie apical y dentro de la roptria del mertzoi

NT {aa 1-316) CT (aa 317-565)

l NIRRT AR E AN |
i\ A
epitope 187-203 epitope 331-402, 414-425
apitcpe 295-307

Figura 11.0: Estructura esquemética de RAP1 deB. bovis. RAP1 consiste en una
region N-terminal (aminoacidos 1 al 316) y una @dagC-terminal (aminoécidos 317 al
565) que contiene repeticiones en tandem de sdagemminoacidicas degeneradas. Las
flechas indican los epitopes T (de Norimine y @002).
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1. Obtencion de cepas recombinantes d&rucella que expresen RAP1

1.1. Clonado del gerrapl y expresion de las proteinas quimeéricaBgal-RAP,
BP26-RAP y OMP19-RAP.

Con la finalidad de expresar RAP1 en diversos ctosede presentacion antigénica,
este antigeno se expresé como fusion a los primamieoacidos de la enzinfa
galactosidasa de. coli y de BP26 y OMP19, d8. abortus.

La secuencia completa del geapl fue amplificada por PCR a partir de ADN Be
bovis R1A (Figura I.1 a) y clonada en pBBR1MCS-2 (Kovatfi95) como fusion a los
primeros aminoacidos degalactosidasa descherichia coli con el objetivo de que sea
expresado en el citoplasma bacteriano. Se analiegdresion de RAP1 en la cepaEde
coli por medio de Western blaoevelado con un anticuerpo monoclonal anti-RAP.
Posteriormente, se selecciond un clon que exprdagtrateina de fusion, se extrajo el
plasmido recombinante y se confirmé la construccpmr secuenciacion. A este
plasmido se lo denomind pRAP y con él se transfavmaor electroporacion bacterias
de la cepa S19 d& abortus obteniéndose la cepa SpRAP. La expresion fue rooadia
por Western blot (Figura I.2). Se detectdé una batel@eso molecular aparente de 66
kDa (3gal-RAP1) en extractos totales de las cepas de(fSddra ll.a calle 3).

Con el objetivo de expresar la proteina en un sbtmt@sociado a membrana a traves
de un residuo lipidico, lo que podria llegar a gaoie mayor inmunogenicidad al
antigeno heterdlogo, RAP1 sin su region transmemabsa expresdé como fusion a los
primeros aminoacidos de la proteina de membranarrextOMP19 deB. abortus,
incluyendo el péptido sefal y la sefial de lipidadci@ OMP19. Para esto, se clono el
genrapl en el vector replicativo pompl9 (Sabio y Garcia)&0y esta tesis) como
fusion a los primeros 38 aminoacidos de la protei@eamembrana externa OMP19
(Figura 1.2, capitulo I). Se detecto la expresiénadproteina quimérica €. coli. La
construccion fue confirmada por secuencia del pdsmecombinante obtenido. Con
este plasmido se trasnformaron bacteBasabortus S19 por electroporacién y se
confirmé por Western blot la expresion de la prwede fusion en las bacterias
obtenidas (Figura 11.2). Se selecciond una de ¢danéas y se la denomind Spomp19-
RAP. Se detec6 una banda de peso molecular apae®2.5 kDa (OMP19-RAP1) en
extractos totales de las cepas de rS19 (Figura ddle 5).

Para la expresion de RAP como fusion a BP2@.dabortus, se amplifico el gen
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rapl sin la secuencia correspondiente al péptido g€iwura 1.1 b). Este amplicon fue
clonado en el pladsmido integrati¥3.1, derivado de pBR322, que contiene el promotor
y la secuencia que codifica para la proteina pEsipica BP26 d&. abortus con una
delecién de 500pb (Campos y col., 2002). No se paglar el clonado del gen bajo este
promotor, encontrandose el gen en todos los casts @ientacion inversa. Se intento
clonar el gemrapl bajo el promototacZ, con la secuencia Shine Delgarno (SD) del gen
bp26 y la secuencia codificante al péptido sefial de BR#8o todos los clones
resultantes teniarapl en la orientacion inversa. Esto nos hizo suponer q bien la
fusion BP26-RAP1 es toxica patacoli o la secuencia SD incluida es la responsable de
la toxicidad. Para descartar esta ultima posildlid® realizaron nuevas construcciones

sin la secuencia SD dp26, pero tampoco fue posible el clonado en estasicionés.

1 | 2 3 kb l__ 2 3
=
e
2--—.
i 1- _.____'___*
-2
el T

Figura 1.1 Analisis en agarosa al 1,5% de producte de amplificacion por PCR
obtenidos con (a) los oligonucledtidos prapf y prappara amplificar el gen rapl
completo. 1: amplificacion sobre extracciones de ADN Rlebovis; 2: control negativo
amplificacion sin DNA; 3. marcador de peso moleculakb (Promega) yb) los
oligonucledtidos p26rapstf y p26rapstr para ampliftar el genrapl sin la secuencia
que codifica para la region transmembrana.l: marcador de peso molecular 1 kb
(Promegg; 2: amplificacion sobre extracciones de ADNB. bovis; 3: control negativt

Tanto para la quimeragal-RAP1 como para OMP19-RAP, se detectd degradacio
de la proteina quimérica. Lo mismo se observd cuaedexpresaron estas proteinas en
E. coli (no se muestran los datog)parentemente, RAP1 fusionada a los primeros

aminoacidos de OMP19 seria mas estable ya queeske mibservar menor degradacion

68



Resultados: Capituloll

de la proteina en este caso.

Dado que para el control de la babesiosis exist® gnterés en poder vacunar
también animales adultos, se evalud la expresiORAR en RB51. En este caso, se
utilizé el plasmido pRAP. Al igual que con la ceBaabortus S19, RAP1 pudo ser
expresada, aunque los niveles de expresion fuesmomas y el Western blot tuvo que
ser revelado por quimioluminiscencia. En este taswién se observd degradacion de
la quimergBgal-RAP1 (Figura 1.2 b).

R 3 4 5 Koa
'-';8 AR
‘__B_gnl-R;\F
= [TOME-RAP
3.7

Figura 11.2. Andlisis de la expresion de RAP1 erB. abortus S19 yB. abortus
RB51. Western blot realizado en membranas de nitrocedutos extractos proteicos
totales revelado con anticuerpos anti-RAP1 (antpmuenonoclonal MOBAB75A4),
dilucion 1:200.(a) S19.Las calles corresponden a extractos proteicotetote: 1.
Sp, 2. Spompl9, 3. SpRAP, 4. rRAP y 5. Spompl9-RAR.RB51 Las calles
corresponden a extractos proteicos totales depl2RRpRAP 1, 3. RpRAP 2, El
peso molecular se indica a la derecha (en KEggl-RAP1 asi como RAP1 fusionada
a la secuencia sefial de OMP19 (OMP19-RAP) se etramerefialadas con una
flecha discontinuada y continua, respectivamente.

Sp: S19 pBBR1IMCSZ2; SpRAP: S19 pRAP; Spomp19: Sh®pds-RAP; Rp: RB51
pBBR1MCS2; RpRAP: RB51 pRAP. (Ver Abreviaturas)

1.2. Localizacion subcelular de OMP19-RAP yBgal-RAP en S19

Con el objetivo de determinar la localizacion silllee de las proteinas heterélogas
en S19, se realiz6 un fraccionamiento subcelulaardeas cepas, SpRAP y Spomp19-
RAP. Sorprendentemente, el fraccionamiento reve®RAP1 se localiza en asociacion
a la membrana en ambos casos: como fusion a OMP@rd 1.3 a) y ap-
galactosidasa (Figura 1.3 b). Posiblemente estdet®m a propiedades intrinsecas de

RAPL. La pureza de la fraccion de membrana seroodfpor la deteccion de OMP19
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usando antisuero anti-OMP19 y por la ausencia dddsaal usar antisuero anti-L7/L12
(proteinas de citoplasma) o BP26 (periplasmicagreyayos adicionales de Western blot

(no se presentan los datos).
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Figura 11.3. Andlisis de la localizacion subcelularde RAP1 expresada en la cepa
de Brucela abortus S19 Deteccion de proteinas quiméricas en fracciones
subcelulares d8. abortus S19 por medio de Western bl@velados con anticuerpo
monoclonal MoBAB75A4 (dilucion 1/200). Las fraccemsubcelulares se sometieron
a SDS-PAGE (10%) y se transfirieron a una membdanaitrocelulosa(a) SpRAP.

1. Extracto proteico total de SpRAP, 2. SpRAP P0B0Qfraccion proteica de
membrana), 3. SpRAP S150000 (fraccion citoplastnidaExtracto proteico total de
Sp. (b) Spomp19-RAR 1. El marcador de peso molecular utilizado esefirdo de
amplio rango (Broad Range, BioRAD)., 2. Extractotpico total de Spomp19-RAP,
3. Spompl9-RAP P150000 (fraccion proteica de menahrapelet de
ultracentrifugacion), 4. Spomp19-RAP S150000 (fi@ecitoplasmica, sobrenadante
de ultracentrifugacion), 5. Extracto proteico totl Sp. Las bandas esperadas se
sefialan con una flecha continua, OMP19-RAP, y distoa,[3gal-RAP.

1.3. Ensayo de lipidacién de OMP19-RAP emB. abortus

La globomicina es un inhibidor especifico de la pisa sefal Il e induce
acumulacion de precursores lipoproteicos (Inukaoly, 1978; Harrignton y col., 2000).
OMP19 es una lipoproteina y en presencia de glabinenise acumula su precursor
(Tibor y col., 1999).

Se analiz6 la posible lipidacion de RAP1 al seresgda como fusion a OMP19 de
B. abortus, dado que la secuencia de OMP19 mantiene la retgolipidacion. Para
esto, se realizd un tratamiento de las cepds. deli (no se muestran los resultados) y
B. abortus que expresan la proteina quimérica OMP19-RAP (EtowiP19-RAP y
SpompOMP19-RAP, respectivamente) con globomicina Etanol al 2% (como
control). En ningan caso se observo la banda edpa@arrespondiente a la proteina de

fusion sin procesar (precursor) en el analisis \pastern blot de extractos totales de

70



Resultados: Capituloll

estas recombinantes. De esta manera no fue paosifiemar la naturaleza lipoproteica

de la quimera.

2. Ensayos en ratones de las cepas recombinantesBtecella para RAP1

La siguiente pregunta fue si RAP1 expresadB.abortus era capaz de generar una
respuesta inmune en el curso de una infeccion emeetral en el modelo de ratén y si
existian diferencias entre las construcciones otdsniA su vez, el primer paso es la
evaluacion de la estabilidad de las construccignies caracteristicas de infeccion de
las cepas recombinantes.

Se inocularon intraperitonealmente (i. p.) grupossdmtones BALB/c con 1Xf0
unidades formadoras de colonias (UFC) de S19 pRIRAP), S19 pompl9-RAP
(SpompOMP19-RAP), 0 S19 pBB1MRC2 (Sp) en |20fe solucién salina (PBS). Se
incluyé un grupo inoculado solo con la proteinaomebinante como control (35g/ml
en adyuvante de Freund). A distintos tiempos pasilacion (semanas 3 y 4), se
tomaron muestras de sangre de cinco animales ppogr se separé el suero para
analizar por Western blot su reactividad contrariateina RAP1 purificada (rRAP1).
Los bazos fueron extraidos, pesados y una mitazhdie uno fue homogeneizada en 5
ml de PBS con el objetivo de hacer recuento deebasty analizar la estabilidad de los
plasmidos en las cepas recombinantes. La otra riutadiilizada para el andlisis de
liberacion de IFNy ante la estimulacién especifica contra RAP1 y sasrales.

Otro grupo fue inoculado con 1XA0FC de RB51 (R) o RB51 pRAP (RpRAP) en

200pl de solucién salina (PBS). Se realizaron los misprosedimientos.

2.1. Virulencia residual de las cepas recombinantes S19 estabilidad de los
plasmidos en el modelo murino de infeccion parBrucella

Se evalud la estabilidad de los vectores compardasoUFCs de cada cepa
recuperadas de los bazos. Se determin6 el nUmdractierias en el bazo por diluciones
seriadas de los homogenatos y plaqueo por duplieadagar triptosa (TA) y en agar
triptosa con el antibidtico de seleccion correspentgdi (TA A): kanamicina (2ag/ml)
o ampicilina (1Qug/ml) (Figuras 11.4 y 11.5).

Si bien en los bazos de los ratones inoculadosSpstAP hubo una disminucién en
el numero de bacterias resistentes a antibiétidas euatro semanas posinoculacion, las

diferencias no son estadisticamente significatiflgigura 1l.4a). Sin embrago, es
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interesante mencionar que se encontré que SpRARmieemayor pérdida del plasmido
gue Spompl9-RAP, como lo indica el menor nimertJBEs de SpRAP en el medio
sélido suplementado con antibiotico (TA A) comparatisin antibidtico (TA).

Queda por investigar si alguna caracteristica dgpfp®aRAP le confiere al plasmido
mayor estabilidad durante la replicacion de la dyéctin vivo. NO se observaron
diferencias estadisticamente significativas enktredenero de UFCs de Sp, SpRAP y
Spomp9-RAP recuperadas de los bazos de los ratoaeslo se compararon los grupos
entre si, lo que indica que las tres cepas mamtieaeacteristicas de colonizacion
similar. Tampoco se detectaron diferencias en elemarde bacterias recuperadas en
presencia o no del antibiético de seleccion enelacRpRAP (Figura Il.5 a). Esto
indicaria que el plasmido pRAP es estable durantegdlicacion dé. abortus RB51 en
el raton. El tamafio del bazo se correlaciona compicacion de las bacterias en el
mismo y con la atraccion de células del sistemauimen Concordantemente con los
resultados de las UFCs, no se encontraron difererem el tamafio del bazo de los
ratones inoculados con Sp y con SpRAP o Spompl9-&Afara 1.4 b); ni entre los
bazos de los inoculados con RpRAP y Rp (Figuradl).Estos resultados sugieren que
la expresion de RAP1 en S19 y RB51 no alteran dmacteristicas de infeccion de
Brucella en el modelo murino empleado.

La expresion de RAP1 en las cepas recombinanteg Idel pasajan vivo se
confirmo6 por SDS- PAGE seguido por Western blotliaaado extractos totales de
bacterias tomadas al azar recuperadas de los Hazlos ratones inmunizados (Figura
11.6).
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Figura 11.4. Estabilidad de los plasmidos y coloniacion de los bazos en ratones Balb/c
inmunizados con las cepas recombinantes de S13e inocularon intraperitonealmente
ratones BALB/c con cada una de las cepas indicddss.bazos fueron procesados y se
plaguearon diluciones seriadas en placas con ardihiéticos, con el fin de determinar la
estabilidad de los plasmidosimero de bacterias en bazo (a) y peso del bazo @)as
semanas 3 y 4 posinoculacion. Las siglas TA y TA#rasponden a agar triptosa y agar
triptosa suplementado con 10 6 R&/ml de ampicilina o kanamicina, respectivamentss L
resultados estan expresados como las medias dertesa el desvio estandar (de). En el
panel, los grupos con un asterisco mostraron diéeie significativas con respecto al grupo
inoculado con PBS. (P<0.001). p.i.: posinoculacion.
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Figura 11.5. Estabilidad de los plasmidos y coloniacion de los bazos en ratones Balb/c
inmunizados con las cepas recombinantes de RB5%e inocularon intraperitonealmente
ratones BALB/c con cada una de las cepas indicddas.bazos fueron procesados y se
plaguearon diluciones seriadas en placas con ardibioticos, con el fin de determinar la
estabilidad de los plasmidoslimero de bacterias en bazo (a) y peso del bazo (b)las
semanas 3 y 4 posinoculacion. Las siglas TA y TAAasponden a agar triptosa y agar triptosa
suplementado con 3®/ml de kanamicina. Los resultados estan expresemio® las medias
de 5 ratoneg el desvio estandar (de). En el panel, los gruposun asterisco mostraron
diferencias significativas con respecto al grupocutado con PBS. (P<0.001). p.i.

posinoculacior

Semana 4

74



Resultados: Capituloll

Pgal-RAP

——
[ — —
OMP19-RAP

Figura 11.6. Expresion de 3gal-RAP y OMP19-RAP de bacterias recuperada de los
bazos de ratones inoculadosiestern blot realizado en membranas de nitrocedulos
con extractos proteicos totales de bacterias régeleon anticuerpos anti-RAP1
(anticuerpo monoclonal MoBAB75A4). Las calles cependen a bacterias recuperadas
de los bazos de ratones inoculados con: 1. SpoRAED-1; 2: Spompl9-RAP 2; 3:
SpRAP; 4. Sp

2.2. Respuesta celular de las rS19 y rRB51 en el modelarmo de infeccion

Con el objeto de determinar la produccion especiie IFNy inducida por las cepas
recombinantes dBrucella expresando RAP1, se sometieron los esplenocit@niolois
de los bazos de los distintos grupos de ratonesversois estimulos. Entre estos
estimulos se incluyo a la proteina RAP expresgularificada a partir d&. coli (rRAP)
pretratada con polimixina B para reducir posiblexzds de LPS (Figura 11.7). Los
esplenocitos de los ratones infectados con SpRAPoyMp19-RAP produjeron niveles
de IFN«y significativamente mayores a los de los infectados Sp cuando fueron
estimulados con fig de RAP1 recombinante (P<0,05 y P<0,01, respeutunie). Con
menores concentraciones de RAP1, solamente el gnigctado con Spompl9-RAP
mostrd diferencias significativas comparado corcaitrol (P<0,01). A pesar de que
parece haber una produccion mayor por parte desjgienocitos estimulados con rRAP
en el grupo de ratones inoculados con Spompl9-R#ARparado con los del grupo
inoculado con SpRAP, la diferencia no es estadistente significativa. Se obtuvieron
resultados similares en otro experimento indepanbeli@éo se muestran los resultados).
Como controles, el nivel de produccion de l-groducido por la estimulacion de los
esplenocitos con concanavalina o S19 inactivadagdor fue alto en todos los casos. A
su vez, no se detectd respuesta celular especdiaa rRAP en animales inoculados
con PBS (no se muestra).

Como se observa en la figura 11.8 los esplenoaitedos ratones inoculados con
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RpRAP producen mayores niveles de Hlitente al estimulo con rRAP que los de los
ratones inoculados con Rp. Sin embargo, estasedifiexs no fueron estadisticamente
significativas para ninguna de las concentraciaméizadas. Esto podria deberse a
bajos niveles de expresion de RAP1 en RB51. En dastos resultados, se realizd una

Gnica experiencia en el caso de RB51 y se decathitirwmar sélo con S19.

B Sp HSpRAP H Spompl19-RAP

2000

IFNy pg/ml
g

500

Medio rRAP1 rRAPS S19i ConA
Estimulo

Figura I.7. Produccion de IFN-y a la semana 3 posinfeccion con rS18e realizo un
ELISA cuantitativo de IFN¢secretado por esplenocitos ante la estimulacidhstietos
antigenos durante 72 h. Las células (4 %/a0) de los bazos de ratones inoculados con
Sp, SpRAP, Spomp19-RAP o PBS (no se muestra) fuestimuladas con 1 oy de
rRAP (rRAP.1 y RAP.5, respectivamente), concanasaah (Con A), extractos totales
de B. abortus inactivadas por calor (S19 i) o medio de cultivBNR 1640 (medio)
como control negativo. Los resultados estan exgossaomo (pg/ml) y representan las

medias de 5 ratonesel error estandar.
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Figura 11.8. Produccion de IFN-y a la semana 3 posinfeccion con rRB58e realizo

un ELISA cuantitativo de IFN-secretado por esplenocitos ante la estimulacién de
distintos antigenos durante 72 h. Las células (#0%/ml) de los bazos de ratones
inoculados con Rp, RpRAP o PBS fueron estimuladaslco 5ug de rRAP (rRAP.1y
RAP.5, respectivamente), concanavalina A (Con Ajraetos totales d®&. abortus
inactivadas por calor (S19 i) o medio de cultivoMRPL640 (medio) como control
negativo. Los resultados estan expresados commljpg/representan las medias de 5
ratonest el error estand:

2.3. Respuesta humoral contra RAP

Para determinar si la inmunizacién con las cepammbinantes genera una respuesta
de anticuerpos contra RAP, se examino la respinestoral por Western blot (Figura
[1.8). En todos los tiempos evaluados se detecgtiredad seroldgica contra RAP1
(Figura 11.9 a y b) o extractos d& bovis (Figura 11.8 c) en los sueros de los animales
inoculados con SpRAP (Figura 1.8 a 'y ¢) y SpompI&P (Figura 1.9 b y ¢). En
ninguno de los controles negativos (sueros de ratoraeulados con PBS o S19) se

detectaron anticuerpos especificos contra rRAP.
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Figura 11.9. Respuesta humoral especifica contra rRP1 en los ratones inoculados
con las distintas rS19.(a): antigeno rRAP; suero de ratones inmunizados SWRAP:
Referencias: 1. PBS, 2. Sp semana 3; 3. Sp sema#ha3pRAP semana 3, 5. SpRAP
semana 5. 6. Peso molecular Kaleidoscope Biorad incibacion con el anticuerpo
monoclonal anti-RAP1 (MoBAB75A4)b): antigeno rRAP; suero de ratones inmunizados
con Spompl19-RAP Referencias: 1. PBS; 2. Spompl9; 3. Spompl9-R&Rasa 3; 4.
Spompl9-RAP semana 5; 5. rRARA): extracto proteico total deBabesia bovis; suero de
ratones inoculados cd@pRAP y Somp19-RAP 1. Peso molecular Broad range, Biorad. 2.
anticuerpo monoclonal MoBAB75A4 (control) 3. PBSmsma 3; 4. PBS semana 5; 5.
SpRAP semana 3; 6. SpRAP semana 5; 7. Sp sema&h&Sp; semana 5; 9 Spompl9-Rap
semana 3; 10. Spompl9-Rap semana 5; 11. rRAPInd8=mm los pesos moleculares (en

kDa). La banda esperada se sefiala con una flecha.

Estos resultados indican que al utilizar S19 coractar de expresién se genera
respuesta de anticuerpos contra la proteina rRR&&Lsubclases de anticuerpos fueron
estudiadas por ELISA indirecto. Se observdé una mayesencia de IgG2a (Figura
[1.10) en los sueros de ratones inoculados con $pirBpompl9-RAP comparado a los
de los inoculados con Sp, sin embargo, no se a@etectiferencias significativas entre
los dos primeros grupos mencionados. Estos ressltsuagieren que con este sistema se
desarrolla una respuesta de tipo Thl. En conjuestos resultados confirman la
inducciéon de una respuesta celular y de anticuezppscifica contra rRAP1 al udar
abortus S19 como un vector de expresidnvivo. Los resultados preliminares en RB51
sugieren que no se generaria una respuesta hufdatas no mostrados) y habria una
respuesta celular especifica contra rRAP1 aungualifarencias estadisticas con las

cepas que llevan el plasmido vacio (pBBR1MCS) mwdn significativas con respecto
al control (Figura 11.9).
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Figura 11.10. Deteccion de anticuerpos especific@ontra rRAP en suero de ratones
inoculados con las distintas cepas dBrucella abortus S19 y controles inoculados
con PBS. Se recolectd el suero de los ratones de cada dgiulps 3 y 4 semanas
posinoculacion. Cada barra corresponde a la media absorbancia a 450 nm del color
desarrollado (n= 5 ratones); las barras de erracandel error estandar. Grupos: PBS
(barra amarilla),B. abortus Sp (barras verdeB. abortus SpRAP (barra roja) @.
abortus Spomp19-RAP (barra azul). En todos los casos ebsseprobd contra rRAP1
(5 pg/ml). Los grupos marcados con un asterisco mastrdiferencias significativas
con respecto a ambos grupos control (PBS y Sp),0Bx0Los grupos con 2 asteriscos
mostraron diferencias significativas de acuerdsudtipo de anticuerpo IgG, siendo
IlgG2a significativamente mayor a IgG1 (P<0,01).

2.4. Capacidad protectiva frente al desafio con la cepaatogena 2308 deB.
abortus.

Con el objetivo de determinar si la capacidad ptote deB. abortus S19 se ve
afectada por la expresion del antigeno heterélog® IR se comparé el nivel de
proteccion conferido por Spompl9-RAP con respelotie £19. Se eligid Spom19-RAP
por ser la cepa que presenté mejores resultadlms emsayos anteriores. Cinco ratones
por grupo fueron inoculados i.p. con 0,2 ml de P@8go control) o con 0,2 ml de PBS
conteniendo 1I0UFC de Sp o Spomp19-RAP. Todos los grupos fueesafihdos a las
10 semanas posinoculacién con 5XWEFC deB. abortus S2308 por ratén. Los ratones

fueron sacrificados, se les extrajo el bazo y sam@x6 la replicacion d®&rucella a
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distintos tiempos posdesafio. Con el objetivo decddar que las bacterias presentes en
el bazo fueran producto de reactivacion de las <ep&unales, el recuento de las
bacterias obtenidas después del desafio se reg@0 duplicado en placas
suplementadas y no suplementadas con eritritarititol es un hidrato de carbono que
puede ser utilizado como fuente de carbono pocdpsas salvajes dgrucella pero que
resulta téxico para S19 (Sangari y c&P94). Se obtuvieron recuentos del mismo orden
en ambos casos, demostrando que las bacteriaslasrsan efectivamente S2308.

Los ratones vacunados con la cepa recombinante E@RAP presenta menor
namero de S2308 esplénicas que los ratones coptndleles similares a los del grupo
inoculado con Sp (Figura I1.11). No se observaerdificias significativas entre ambos
grupos, Sp y Spomp19-RAP. Estos resultados indicayiie la capacidad protectiva de
S19 no se ve afectada por la expresion de RAPXk\ajuepa de S19 recombinante es

capaz de despertar una respuesta anti-brucelleadepie a la generada por S19.

OPBS ®ESp BESpompi2-RAP

Log UFC 2308/g de bazo

Semana 1 Semana 3 Semana 6
Tiempo p.d.
Figura 11.11. Proteccion de ratones vacunados conp®mpl19-RAP y Sp contra el
desafio con la cepa patdogena S230Bas barras corresponden al promedio de 5

ratones y su desvio estandar. *(P<0.01) grupofsigtivamente distinto de los demas
por prueba de ANOVA seguido de comparaciones niétip
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Resumen de resultados:

« El antigeno RAP1 deéB. bovis fue expresado como fusion a los primeros
aminoacidos de3galactosidasa d&. coli (Bgal-RAP) y como fusion a los
primeros aminoacidos de OMP19 Beabortus (OMP19-RAP) enB. abortus
S19.

* No pudo clonarse el gegapl como fusion dp26 deB. abortus

 Ambas quimeraspgal-RAP y OMP19-RAP, se localizaron en la fraccdm
membrana de S19.

e Los plasmidos utilizados pRAP y pompl19-RAP resahaestablesn vivo sin
presion de seleccion; y las secuencias promot@lasconadas expresaron las
distintas quimeras de RAP activamente durantepkceeion deBrucella en el
raton.

» La expresion de RAP1 en los contextos ensayada#terd las caracteristicas de
infeccion de S19 y RB51 en el modelo murino empead

e Los ratones inmunizados con SpRAP o Spompl9-RARiradsron una
respuesta inmune celular y de anticuerpos espadcifiotra RAP1, siendo 1gG2a
el isotipo predominante.

» La capacidad protectiva de S19 no se vio afectaddapexpresion de OMP19-
RAP1 y las cepas de S19 recombinantes fueron capdeedespertar una

respuesta anti-brucella equivalente a la generad&ith

Se necesitan mas datos para sacar conclusionesa despuesta inmunoldgica
generada por los ratones inoculados con RpRAP u&uiog datos preliminares sugieren

gue la respuesta celular generada seria menor.

En conjunto, estos resultados confirman la posdiide utilizar a S19 como vector
de expresion de RAP1 d& bovis con una induccion de respuesta inmune tanto de
anticuerpos como celular especifica contra RAP1ltide Thl en el modelo de
experimentacion utilizado y manteniendo la capatiolatectiva equivalente a la cepa

vacunal S19.
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Tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina (TBb), causada pycobacterium bovis, es una zoonosis
con distribucién mundial. El ganado es el hospedadamrservorio principal de esta
infeccidn cronica, pero puede infectar a otras @epede mamiferos, entre ellos el
humano (Chambers y col., 2009). bovis generalmente se transmite via aérea y las
principales vias de contagio al hombre son el cbmtaon animales enfermos y el

consumo de productos lacteos no pasteurizados.

MPB83

MPB83 es un antigeno de funcion desconocida seror@dmte en el ganado
infectado conM. bovis (Wiker y col., 1996). Es una lipoproteina glicoddaque se
localiza en membrana (Hewinson y col., 1996), desilente a través de la interaccién
de su residuo lipidico ubicado en el N-terminal membrana de la micobacteria y
gue es procesada por la peptidasa de sefial lixtEacts totales de micobacterias se
detectan por Western blot dos bandas una de 26ykDa 23 kDa que se postula
corresponderian a diferentes formas glicosiladda desma (Wiker y col., 1996).

Debido a su capacidad de inducir respuesta hungorelular contra micobacterias
tanto en infecciones experimentales en varios nesdahimales y en infecciones
naturales en humanos (Harboe y col., 1995; Wikeply, 1996), se lo considera un
importante candidato para el desarrollo de vac@y@aambers y col., 2010; Delogu y
col., 2009). Sin embargo, en ensayos de vacund3Nadesnudo en bovinos utilizando
ADN que codifica para este antigeno y para MPBI9résultados de proteccién contra
el desafio con una cepa virulenta resultaron bé@jgedlock y col, 2003), aunque
mejoraron al inocular simultdneamente DNA que c¢cdipara los antigenos MPT64 y
AG85B (Cai y col., 2004). Por estas razones, an INH°B83 no es en si mismo un
antigeno suficiente para conferir proteccion, tasuh modelo atractivo para estudiar la
respuesta a antigenos humorales y celulares a lgueepodria formar parte de un grupo

de antigenos protectivos.
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1. Obtencion de cepas recombinantes dd&rucella que expresen MPB83 de
Mycobacterium bovis.

1.1. Clonado del gen heterdlogo y expresion de las prétas quiméricas 3gal-
MPB83, BP26-MPB83 y OMP19-MPB83.

Con la finalidad de expresar MPB83 en diversos exdns de presentacion
antigénica, este antigeno se expres6 como fusitms @rimeros aminoacidos de la
enzimap-galactosidasa de. coli y de BP26 y OMP19, d8. abortus.

Se amplificbmpb83 a partir de ADN déVl. bovis AN5. El producto de amplificaciéon
fue clonado bajo el promotdacZ como fusidn a la secuencia que codifica para los
primeros 36 aminoacidos d&galactosidasa en el vector replicativo pBBR1MCS-2
(Kovach y col., 1995) (Figura 1.1, capitulo I) y gerificd la orientacion correcta del
clonado por PCR de colonia (no se muetran los teetos). Se analizé la expresion de
MPB83 en la cepa dE. coli por medio de Western bloévelado con un anticuerpo
monoclonal anti-MPB83. Posteriormente, se selecciandclon que expresaba la
proteina de fusion, se extrajo el plasmido recoartimy se confirmé la construccion
por secuenciacion. A este plasmido se lo denom@®ypcon él se transformaron por
electroporacion bacterias de la cepa S1B.dabortus obteniéndose la cepa Sp83. La
expresion fue confirmada por Western blot (Figlira ).

Con el objetivo de expresar la proteina en un sbtmt@sociado a membrana a traves
de un residuo lipidico, lo que podria llegar a ganie mayor inmunogenicidad al
antigeno heterdlogo, MPB83 se expreso como fusids arimeros aminoacidos de la
proteina de membrana externa OMP1®Bdabortus, incluyendo el péptido sefal y la
sefal de lipidacion. Para esto, se clondy@83 en el vector replicativo pomp19 (Sabio
y Garcia y col., 2008; y esta tesis) como fusidnsaprimeros 38 aminoacidos de la
proteina de membrana externa OMP19 (Figura l.2fudapl). Se detectd la expresion
de la proteina quimérica dn coli. La construccion fue confirmada por secuencia del
plasmido recombinante obtenido. Con este plasmadrasnformaron bacteriaB.
abortus S19 por electroporacion y se confirmé por Westdot ka expresion de la
proteina de fusion en las bacterias obtenidas (&itgut b). Se seleccion6 una de las
colonias y se la denominé Spomp19-83.

Para la expresion en el periplasma bacterianopsstrtiyd una fusién del antigeno

MPB83 al péptido sefial y primeros aminoacidos gedéeina periplasmica d&ucella
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BP26 (Arese y col., 1999) en un plasmido integrati@on este fin, el producto de
amplificacion fue clonado en el vector no replicatpKS26 (Campos y col., 2002)
como fusion al péptido sefial de la proteina pesipléa BP26 dd. abortus, dando
origen al plasmido p26-83 (Figura 1.3 del capitljo Se transformaron bacterias
competentes de la cejia abortus S19 por electroporacion con el vector p26-83. Las
bacterias transformadas fueron seleccionadas paqued en medio sélido
suplementado con kanamicina (resistencia portadelgdasmido). Como se trata de un
plasmido suicida parBrucella, con la seleccion con kanamicina, las coloniasratas
corresponden a bacterias en las que el plasmidudesgd al cromosoma por un Unico
evento de recombinacion homéloga (por homologitaslesecuencidp26). Por medio
de Western blot se corroboro la expresion de leepra BP26-MPB83 (Figura lll.1 b).

De estas colonias se selecciond una y se la den@p2®-83.

a . 4
KDa o . 2 : 4 b I ~ 1 1 H é

45.7- - S ' - ‘? kD

12_5_ N N

Bgal-MPES3 7

S =
BP26-MPBS3 42
— | . -
184 —— 2
OMP19-MPBS83
78 .

Figura lIl.1: Analisis de expresion de MPB83 como mteina de fusion enB.
abortus S19 Deteccion de proteinas quiméricas por Western hbalizado en
membranas de nitrocelulosa con extractos totale®.dabortus S19 revelado con
anticuerpo monoclonal anti-MPB83 (dilucion 1/208). 3gal-MPB83 1: marcador de
peso molecular (Kaleidoscope, BioRad); 2: contralsifivo: sobrenadante de
Mycobacterium bovis AN5; 3: Sp83; 4: Sp(b). OMP 19-MPB83 y 26-MPB831:
Sp26-83; 2: Sp26; 3: Sompl9-83, 4: Sompl9; 5 cbpbsitivo: extracto proteico total
de Mycobacterium bovis AN5; 6 marcador de peso molecular (All Blue, BiolRad
Bgal-MPB83, OMP19-MPB83 y BP26-MPB83 se encuentefimkdas con una flecha
discontinua negra, continua negra o continua azshectivamente.
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1.2. Localizacion subcelular de las proteinas quiméricas

Con el objetivo de analizar la localizacion subautle MPB83 en las cepas
recombinantes generadas (rS19), se realizé unidramniento subcelular de Sp83,
Sp26-83 y Spompl9-83. La proteina quimérica consiofua-galactosidasapgal-
MPB83) se encontrd en la fraccion citomplasmatiEmura 1.2 a) y la proteina
quimérica como fusion a OMP19 (OMP19-MPB83) se adétgrincipalmente en la
fraccion de membrana (Figura 1ll.2 b), como era esp® Debido a la dificultad para
aislar periplasma d8rucella, no pudimos confirmar la localizacién periplasmaz
BP26-MPB83. Sin embargo, BP26-MPB83 se encontrdaeinaccion soluble (no se
muestran los resultados), apoyando el hecho da gesar de la fusion al péptido sefial
de BP26, la proteina MPB83 fusionada a BP26 nameeesmtra anclada a la membrana.
Estos resultados sugieren, si bien no confirmalockaizacion peripasmica de la fusion.
Como control de fraccionamiento se utilizaron amrss policlonales de conejo contra
OMP19 y BP26. Se muestran los resultados con &itmaamineto de Spomp19-83. La
deteccion de OMP19 coinidié con la fraccion de meméa y la de BP26 con la fraccidon

soluble (Figura lll.2 b y c).
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Figura I11.2: Analisis de la localizacion subcelula de MPB83 como proteina de
fusion expresada erB. abortus S19.Deteccion de proteinas quimeéricas en fracciones
subcelulares d8. abortus S19 por medio de Western biavelados con anticuerpo
anti-MPB83 (dilucion 1/200). Las fracciones subtaies se sometieron a SDS-PAGE
(15%) y se transfirieron a una membrana de nitubash.Panel (a): Sp83.Panel (b):
Spompl9-83. 1: extracto total de bacterias, 2:cféerc citoplasmatica, S150000, 3:
fraccion de membrana, precipitado de ultracentadign P150000(c) y (d) Control

de fraccionamiento de Spomp19-83Deteccion de OMP19 y BP26 en fracciones
subcelulares d8. abortus S19 por medio de Western biavelados con anticuerpo
anti-OMP19 (dilucion 1/200jc) o anti-BP26 (dilucion 1/20Q)d) segun se indica en
las figuras Referencias: 1. Peso molecular Kalewmlps Biorad, 2. Spompl19-83
P150000 (fraccion proteica de membrapatet de ultracentrifugacion); 3. Spomp19-
83 S150000 (fraccion citoplasmica, sobrenadanteulttacentrifugacion; 4 Lisado
total de Spompl19-83. La flecha sdlida marron inddé226, y la punteada marron
muestra a OMP19.

1.3. Ensayo de lipidacion de OMP19-MPB83 en S19

Dado que OMP19 es una lipoproteina y que se maéuragion de lipidacion en la
construccion quimeérica, se analizo la posible lipidia de OMP19-MPB83 erB.
abortus. Para esto, se realizdé un tratamiento con globomiB, o etanol al 2% como
control, en las cepas &e coli (no se muestran los resultadgsje B. abortus (Fig 111.3

a) que expresan la proteina quimérica OMP19-MPHEg®hp19-83 y Spompl9-83,
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respectivamente). En el analisis por Western blet extractos totales de estas
recombinantes se observdé que en ambos casos stadeteaparicion de una nueva
banda correspondiente a la proteina de fusionrsicepar, corresondiente al precursor.
En las tratadas con etanol al 2% (control), séldetect6 la proteina quimérica madura.
La inhibicion del procesamiento por medio del uso giebomicina confirma la
naturaleza lipoproteica de la proteina quiméricam@ controles, también fueron
tratadas de igual manera las recombinantes Sp2ZBi@da I1.3 b) y Sp83 (Figura 111.3
C) y en ningln caso se observo el precursor SICegas.

d
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Figura 111.3: Ensayo de lipidacion de OMP19-MPB83 pr tratamiento con globomicina:
Western blot de extractos totalesBleabortus S19 revelado con anticuerpo policlonal anti-
MPB83.B. abortus S19 fueron tratadas con globomicina 50 ng/ml sbhdusla en etanol 2%
por 12 hs(a) Lipidacion de OMP19-MPB83.Referencias: 1. pesuoolecularKaleidoscope
(BioRad); 2: Spomp19-83 sin tratar; 3: Spompl9+&Ratlas con etanol; 4. Spomp19-83
tratado con globomicina diluida en etanol 5. Spattas con globomicina. La elipse roja
indica el precursor no procesado, y la flecha aahiestra a OMP19-MPB8®) Sp26-83
tratada con globomicina. Referencias: 1. pesmolecular Kaleidoscope (BioRad); 2 Sp
tratadas con globomicina; 3: Sp26-83 tratadas taogicina diluida en etanol; 4: Sp26-83
tratadas con etanolc) Sp83 tratada con globomicina.Referencias: 1ltratadas con
globomicina diluida en etanol, 2. tratadas conafah control positivo: sobrenadante de la
cepa de referencidycobacterium bovis AN5 (se detecta la forma secretada de MPB83 de 23
kDa). Las flechas soélidas negra y azul muestraprateinas quiméricac®MP19-MPB83 y
BP26-MPB83, respectivamente, y la punteada negradicta La proteina 3gal-MPB83.
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2. Ensayos en ratones de las cepas recombinantesBiecella para MPB83

Con el objetivo de evaluar si la expresion de MPB&&®ta el patrén de infeccion de
B. abortus, y la estabilidad de los vectores replicativos paganmpb83, se realizaron
ensayos de cinética de infeccion en el modelo mud@anfeccion paraBrucella.
Grupos de 5 ratones BALB/c con fueron inoculaddsaperitonealmente (i. p.) con
1x10° UFCs de las distintas cepas en 200de solucién salina (PBS). También se
incluyeron grupos controles inoculados sélo copréeina recombinante (rMPB83 (25
pug/ml) en adyuvante incompleto de Freund’'s Adyu&hGMA)) y otro PBS solo. A la
tercera y cuarta semana posinoculacién, se exirajes bazos. Se midio la cinética de
la replicacion bacteriana en bazo asi como la esplegalia inducida por el
microorganismo. Para determinar el nUmero de hastse homogeinizé la mitad de
cada bazo en 5 ml de PBS y se hicieron plaqueddwtgones seriadas en medio con o
sin el antibiotico de seleccion.

Por otro lado, parte de los bazos fueron utilizagdas determinar la respuesta
celular inducida por la proteina heteréloga. Latigslad humoral se analizé por medio
de Western blot con el suero obtenido de los rat@amgrados via retroplexoocular

previo a ser eutanizados.

2.1. Virulencia residual de las cepas recombinantes delS expresando MPB83 y
estabilidad de los plasmidos en el modelo murino defeccion paraBrcuella

La estabilidad de los vectores heterdlogos se évamparando el nimero de UFCs
de cada cepa recuperadas de los bazos por dilsgenadas de los homogenatos de los
bazos y plaqueo por duplicado en agar triptosa (&) agar triptosa suplementada con
el antibiotico correspondiente (TA A). Aunque hay menor numero UFCs en los
medios con los antibidticos de seleccion para Eas que portan los plasmidos
replicativos (Sp, Sp83 y Spompl19-83), las difer@mcho fueron estadisticamente
significativas para ninguno de los tiempos estumigérigura 11l.4 a). Esto indicaria que
los vectores replicativos p83 y pompl9-83 son é=tdh vivo. El vector p26-83 es
integrativo y como se esperaba, no se observarfamedcias entre el niumero de
bacterias sembradas en placas con o sin antibioAcesnas, cuando estas cepas fueron
crecidas en medios liquidos con o sin antibiéticosse observaron diferencias en los

patrones de crecimiento en las cepas.
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Con respecto al patron de infeccion, las cepasl®a&ombinantes presentaron los
mismos niveles de colonizacion del bazo que S1%tm@éasmido vacio pPBBRMCS-2
(Sp). Ademas, este nivel de colonizacion correlacioon el esperado para este tipo de
infeccién experimental coB. abortus S19 (Campos y col., 2002 y Boschiroli y col.,
1997). El tamafio del bazo se correlaciona con picexion de las bacterias en el
mismo, y con la atraccion de células del sistemauime. Concordantemente, se observo
esplenomegalia en todos los grupos de ratonesespecto a los controles no infectados
(PBS y rMPB83), dentro de los valores esperadoa |sar infecciones de S19. No se
observaron diferencias en el peso de los bazos kstgrupos de ratones infectados en
ninguno de los tiempos (Figura 1.4 b). Estos heslos sugieren que la expresion de
MPB83 en S19 no altera las caracteristicas deditfealeBrucella en el modelo de
infeccibn murino. La expresion de MPB83 luego dasgjein vivo se confirmd por
SDS- PAGE seguido por Western blot analizando eixisatotales de bacterias tomadas

al azar recuperadas de los bazos de los ratonesizaalos (Figura Ill.4 c).
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Figura lll.4: Estabilidad de los plasmidos y colonizacién de ldsazos en ratones
Balb/c inmunizados con las cepas recombinanteSe inocularon intraperitonealmente
ratones BALB/c con cada una de las cepas indicagmsbazos fueron procesados y se
plaguearon diluciones seriadas en placas con angibiéticos, con el fin de determinar
la estabilidad de los plasmidd$umero de bacterias detectadas en los baz(@ y peso

del bazo (b) Los datos son de 5 ratones infectados por gropbizados a las semanas 3
y 4 posinfeccion y estan representados por la nmemhiasus respectivos desvios estandar.
El asterisco indica diferencias significativas gespecto a todos los otros grupos (p <
0.05) analizados por el test no paramétrico de k&lesWallis. TA: Agar triptosa, TA A:
agar triptosa suplementado con 2§/ml de kanamicina. Los datos presentados
corresponden a la media, con sus respectivos dessiasdar (CExpresion de BP26-
MPB83 y OMP19-MPB83 de bacterias recuperada de lodazos de ratones
inoculados Western blot realizado en membranas de nitraagdulcon extractos
proteicos totales de bacterias revelado con ampose anti-MPB83. Las calles
corresponden a bacterias recuperadas de los bazasodes inoculados con: 1 Sp, 2.
Sompl19-83, 3. Sp26-83. Los datos presentados pomden a la media, con sus
respectivos desvios estandar
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2.2. Respuesta celular de las rS19 en el modelo murine dhfeccion

La siguiente pregunta que surgio fue si las prateimeterdlogas expresadas por las
cepas recombinanteB. abortus serian capaces de generar una respuesta inmune
especifica contra el antigeno heterélogo en ebatdesuna infeccion experimental en el
modelo murino de infeccidn, y si habia diferenease las construcciones evaluadas.

Con el objetivo de evaluar la estimulacion de uespuesta celular especifica, se
midid la induccién de la produccion de INFeontra rMPB83 en esplenocitos aislados
de ratones inmunizados con las cepas recombinantes.

El antigeno recombinante utilizado para la detecdidfm MPB83 expresada y
purificada dekE. coli (rMPB83) y pretratada con polimixina B, para redle potencial
contaminacion con LPS. Se inmunizaron ratones asrcépas Sp83, Sp26-83, Spomp-
83 y con las cepas controles y a las 3 semanasfposidon se extrajeron y procesaron
los bazos. Se obtuvieron los esplenocitos correBpotes a los bazos de los ratones
inoculados con las distintas cepas. Los esplendtiezen estimulados durante 72 h con
distintas concentraciones de rMPB83 (1 qudipocillo), medio RPMI solo (control
negativo), extracto dB. abortus S19 inactivado por calor o concanavalina A (Con A)
(control positivo). Posteriormente, se evalué teedacion de IFNr por ELISA en los
sobrenadantes de cultivo (Figura III.5).

Los resultados obtenidos mostraron que cuando rfuestimulados con pg de
rMPB83, los esplenocitos de los ratones inocul@agdosSp83 y Spomp19-83 produjeron
mayor cantidad de IFN-que los ratones inoculados con Sp o con PBS. % laie
secrecion de IFN-es significativamente mayor en los esplenocitosloderatones
inoculados con Sp26-83 con respecto a los ratonesulados con Sp, esta es
estadisticamente menor que la respuesta de losgrtipss correspondientes a Sp83 y
Spompl19-83. Ademas, a concentraciones menongg/fbcillo) de rMPB83, solamente
los esplenocitos de los grupos inoculados con $p8pompl9-83 muestran niveles
mayores de IFN estadisticamente significativos con respecto actostroles (p <
0,001). Como era de esperar, los esplenocitos @siilms con extractos d& abortus
S19 o con concanavalina A secretaron altos nivided-Ny, en todos los casos y los
esplenocitos del grupo de ratones inoculados cqmdieina recombinante rMPB83 o

PBS no secretaron IFial ser estimulados con rMPB83.
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Figura IIl.5: Producciéon de IFN-yde esplenocitos de ratones a la semana 3
posinfeccion con rS19.Se realizé un ELISA cuantitativo de IRNsecretado por
esplenocitos ante la estimulacion de distintoggantis durante 72 hs. Las células (4 x
10° /ml) de los bazos de ratones inoculados con Sp, Sp@8;& Spomp19-83 o PBS
(no se muestra) fueron estimuladas con 1pg %le rMPB83 (rMPB83.1 y MPB83.5,
respectivamente), concanavalina A, extractos t®i@é. abortus inactivadas por calor
(S19 i) o medio de cultivo RPMI 1640 (medio) comunitol negativo. Cada barra
representa a la mediana con su correspondientgatdede confianza de las respuestas
de las células de los bazos de 5 ratones indivadudt! doble asterisco representa
diferencias significativas con respecto al grupqs®,001). Un dnico asterisco indica
diferencias significativas con respecto a Sp (50,0 indica diferencias significativas
con respecto a Sp26-83 (p<0.05). El andlisis estiadise hizo por analisis de varianzas
y con el test de Tukey.

Estos datos confirman la induccidon de una respuediiéar especifica contra MPB83

al usarB. abortus como vector de expresiéon vivo.
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Resultados: Capitulo III

2.3 Respuesta humoral contra MPB83

Dado que MPB83 es un antigeno que despierta fuesterion de anticuerpos, se
busco determinar si al inmunizar con las cepaB.daortus que expresan MPB83 se
genera una respuesta humoral especifica contraotaipa heteréloga. Para ello, los
sueros obtenidos mediante la inmunizaciéon de légnes con las distintas cepas
recombinantes dB. abortus S19 fueron enfrentados a rMPB83 expresad&.esoli.
Contrariamente a lo esperado, no fue posible detaciticuerpos especificos contra el
antigeno en ninguno de los grupos de ratones iadoslcon las cepas recombinantes.
Se produjo reconocimiento especifico en el gruparobinoculado con rMPB 83

Unicamente (Figura lIl.6).
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Figura 111.6: Respuesta humoral especifica contra MPB83 en los ratones inoculados con
las distintas rS19.Cada calle corresponde a la inmunodeteccion de 83R&n dilucion
1/200 del grupo de sueros de ratones inmunizadodasodiferentes cepas (0 sin inmunizar,
inoculados con PBS). Referencias: sueros de raiopeslados con: 1. PBS; 2. Sp semana 3.
Sp83 semana 3; 4. Sp83 semana 4; 5. Spompl9-8daemé. Sp26-83 semana 4; 7. IMPB83
semana 3; 8. rIMPB83 semana 4. Se indica con uha fadanda de MPB 83.

2.4 Capacidad protectiva frente al desafio con la cepaatdgena 2308 deB.
abortus.

Con el objetivo de determinar si la capacidadqutbta deB. abortus S19 se ve
afectada por la expresion del antigeno heterologRB88, se compard el nivel de
proteccion conferido por Sp83 con respecto al d& $les grupos de 5 ratones fueron
inoculados i.p. con 0,2 ml de PBS (grupo contratpn 0,2 ml de PBS conteniendo®10
UFC de Sp o Sp83. Todos los grupos fueron desafiaddas 10 semanas post
inoculaciéon con 5x1D UFC de B. abortus S2308 por ratén. Los ratones fueron
sacrificados, se les extrajo el bazo y se examandplicacion deéBrucella a las dos
semanas posdesafio. Con el objetivo de descartalaglbacterias presentes en el bazo
sean producto de reactivacion de las cepas vaginalerecuento de las bacterias
obtenidas después del desafio se realizdé por ddplien placas suplementadas y no

suplementadas con eritritol (Sangari y cb994).
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Log UFC2308/g de bazo

PBS Sp Sps3

Figura 111.7: Proteccion de ratones vacunados con 83 contra el desafio con la
cepa patogena S2308.as barras corresponden al promedio de 5 ratorsesdesvio

estandar a las dos semanas posdesafio *(P<0.0d9 grgnificativamente distinto de
los demas p« prueba de ANOVA sequido de comparaciones mult

Se obtuvieron recuentos del mismo orden en ambssscalemostrando que las
bacterias contadas son efectivamente S2308. Lamewmtvacunados con la cepa
recombinante Sp83 presentan menor nimero de S28fl8neEas que los ratones
control (PBS), y niveles similares a los del grupaculado con Sp (Figura 111.7). No se
observan diferencias significativas entre ambos agu®p y Sp83. Estos resultados
indicarian que la capacidad protectiva de S19 nwesafectada por la expresién de
MPB83 y que las cepas de S19 recombinantes somesp@ despertar una respuesta
anti-brucella equivalente a la generada por S18ual que lo que se describe para el

antigeno heterologo RAP1 (capitulo Il de esta t&abio y Garcia y col., 2010).
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Resultados: Capitulo III

Resumen de resultados:

El antigeno MPB83 dM. bovis se expresé tanto como fusion a los primeros
aminoacidos d@galactosidasa de. coli (Bgal-MPB83) como en fusion a los
primeros aminoacidos de OMP19 y BP26Riaabortus (OMP19-MPB83 vy
BP26-MPB83) erB. abortus S19.

* Las quimeraggal-MPB83 y BP26-MPB83 se localizaron en la francid
correspondiente a la fraccion soluble de S19, masrgue OMP19-MPB83 se
localiz6 en la fraccién que corresponde a membrana.

* Los resultados sugieren que OMP19-MPB83 se enaudigidada. Su
ubicacién en la fraccion de membrana y la aparicittn una banda
correspondiente al precursor de la proteina akratgda con globomicina,
apoyan esta conclusion.

e Los plasmidos utilizados p83 y pompl9-83 fueroraldssin vivo sin la
presion de seleccion; y las secuencias promot@iascionadas expresaron
las distintas quimeras de MPB83 activamente durdeteeplicacion de
Brucella en el raton.

« ElI plasmido integrativo p26-83 expresé la quimerd?28-BMP83
activamente durante la replicacionBleicella en el raton.

« La expresion de MPB83 en los contextos empleados alero las
caracteristicas de infeccion de S19 en el modelinmempleado.

* Los ratones inmunizados con Sp83, Sp26-83 0 Spof@pesarrollaron una
respuesta inmune celular especifica contra rMPB83.

* Los ratones inmunizados con Sp83, Sp26-83 0 Spoi@P I desarrollaron
una respuesta humoral especifica contra rMPB83 ctdie con la
metodologia utilizada.

» La capacidad protectiva de S19 no se vio afectaddapexpresion dggal-

MPB83 y las cepas de S19 recombinantes fueron espde despertar una

respuesta antibacteriana equivalente a la genpadal 9

En conjunto, estos resultados confirman la posdiide utilizar a S19 como vector
de expresion de MPB83 dd. bovis con una induccion de respuesta inmune celular

especifica contra MPB83.
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En Argentina, el sector agropecuario cumple urprotagonico en la economia del
pais, conformando alrededor del 50 % del montcadeskportaciones. Dentro de este
sector, el complejo ganadero consta de una poblécigina aproximada de 48 millones
de cabezas de ganado, de las cuales el 78 % senwacea la region pampeana
(SENASA, 2010)Las enfermedades que afectan al ganado bovinorspdailos tantos
factores que limitan el desarrollo de la producgid@le la comercializacién de productos
de origen animal y de los mismos animales entrgepaiA su vez, estas enfermedades
en muchos casos también son un problema paraud bamana. Por esto, mejorar la
salud animal genera aumento de las divisas prodigctste area y genera alimentos de
mejor calidad para el consumo de la poblacion.

La brucelosis, la tuberculosis y la babesiosis t@@on enfermedades que afectan al
ganado de nuestro pais. La brucelosis bovina tiere prevalencia en el pais de
aproximadamente el 4,5% en el ganado bovino deed@amartino, 2007). Se estima
que la prevalencia de la tuberculosis bovina sarila actualidad del 0,9 % (Dubarry y
col., 2005) y la de la babesiosis (junto con lgptasamnosis) seria del 19% (Spéath y col.,
1994). En los ultimos afios se ha observado unalempiento de las garrapatas hacia el
sur aumentando el riesgo de infeccién de enfermsdaalesmitidas por este insecto en
la region pampeana (babesiosis y anaplasmosis) siisacion podria incrementarse por
el calentamiento global, o que podria empeorasitaacion en el futuro. En la
actualidad, existen vacunas contra la babesiosissqueutilizadas en las regiones
endémicas del pais que son relativamente eficigntesecen razonables niveles de
proteccion de largo plazo (Pérez de Leon, 2010). édnbargo, estas vacunas, que
contienen cepas atenuadasBldovis y B. bigemina, presentan varios inconvenientes:
no son muy seguras, ya que son derivados de c&a@giineas bovinas lo que podria
provocar la dispersion de otras enfermedades;eegigieligro de reversion a las formas
patogenas (Timms y col., 1990); requieren caden&idepara su conservacion, y el
periodo de vencimiento es muy corto (7 dias desdelaboracion) (De Vos y Bock,
2002).

En cuanto a la tuberculosis bovina, hay una regisea la utilizaciéon de la BCG
como vacuna por las dudas existentes sobre siiefiddcNair y col., 2007) y porque
podria interferir con la deteccion de animalesdta#dos corM. bovis, comprometiendo

asi los programas de erradicacion de tuberculosés ganado bovino. Con respecto a la
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brucelosis, las dos cepas vacunales actualmenteutii@aadas en el mundo sda.
abortus S19 yB. abortus RB51. En nuestro pais, se utiliza la cepa S19watainacion

es obligatoria. Se sabe que aplicada correctansenfesre un 70% de proteccion contra
el aborto y un 55% contra la infeccion. Aunque emstro pais la cepa RB51 fue
autorizada provisoriamente (en 1998) en hembrasoresyde 10 meses, su uso fue
prohibido en 2003, dado que en la actualidad s®leesomienda su uso en paises que
tienen baja prevalencia de la enfermedad (Samag0@y,).

B. abortus es un importante inductor de la respuesta inmun®hal y celular siendo
la respuesta celular la requerida para controlarféecion (Baldwin y Goenka, 2006),
lo que la convierte en una importante candidata @hruso comccarrier vivo de
antigenos heterologos. En este trabajo evaluamasceldeBrucella abortus como
vector de expresibn de antigenos heterélogos dégeabds responsables de
enfermedades de importancia en la ganaderia dempass como son la babesiosis y la
tuberculosis bovina. En el desarrollo de bactedaso sistemas de expresion es
importante conocer la fisiologia de la bacterisayrdspuesta del hospedador a dicha
bacteria; la existencia de cepas atenuadas; efrdésale herramientas de expresion
gue no solo modulen la produccion de antigeno tsimbién el contexto y la topologia
con las que se expresan; etc. En este enfoque afjcise deben optimizar los
parametros de la vacunacion segun la respuestariggypara el control de la infeccion,
siendo de suma importancia el tipo de respuestasqueduce. Por ejemplo, para el
control de la mayoria de los nematodos intestinsdeprecisa de una respuesta de tipo
Th2 (Drabner y Guzméan, 2001), mientras que el obnde muchos patégenos
intracelulares com®. abortus y Mycobacterium bovis necesitan de la estimulacion de
una respuesta de tipo Thl. La via de inoculacidasypropiedades intrinsecas del
antigeno también influyen en la respuesta que rserge.

Otro factor importante en la modulacion de la respa tiene que ver con la
topologia y el nivel de expresion del antigeno espdo. Hay estudios que demuestran
gue la secrecién de antigenos y su exposicion sadarficie de la membrana son mas
eficientes en la promocion de una respuesta predecomparado con las proteinas
retenidas en el citoplasma Samonella (Hess y col., 1996). Asimismo, la acumulacién
de proteinas heterdlogas podrian comprometéitness de la bacteria utilizada como
vector de expresion (Drabner y Guzman, 2001). lecs®n del promotor bajo el cual

se expresa la proteina heteréloga también podtiarieh la respuesta inmune contra el
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antigeno recombinante (Medina y Guzman., 2000),emdd entonces optimizar la
expresion del antigeno con una adecuada selecdinoaeotor.

Se han expresado satisfactoriamente antigen@s aportus de Trypanosoma cruzi
en el espacio peripldsmico de la cepa vacBnabortus S19, obteniéndose una buena
respuesta de anticuerpos en ratones (Comerci y1&88). También se ha demostrado
la estimulacion de respuesta celular con antigees comd3-galactosidasa, HSP65 y
ESAT-6 deM. bovis (Vemulapalli y col., 2000c) y antigenos dieospora caninum
(Ramamoorthy y col., 2007 a y b) expresadasBerabortus RB51. En nuestro
laboratorio, se ha expresado el gen de la lucédag el control del promotor y en fase
con el péptido sefal de la proteina periplasmicaeB#B. abortus S19 (Campos y col.,
2002).

En base a estos antecedentes nos plantearipetasisde queB. abortus S19 es un
candidato atractivo para la utilizacion como vecttg expresion de antigenos
heter6logos con el fin de generar una respuestauriamespecifica contra estos
antigenos, sin verse afectadas las caracteristeasfeccion y proteccion de la cepa
vacunal en el modelo murino.

Para probar esta hipoétesis se seleccionaron ansiganminodominantes de otros
patbgenos que requieren para su control la inteidvende una via inmunoldgica
equivalente a la que desencad@nacella y que generan enfermedades de importancia
para nuestro pais. Se propuso trabajar bbnbovis como ejemplo de bacteria
intracelular yBabesia bovis como protozoario. Ademas, se expresaron los amfge
elegidos en diversos contextos como en citoplaperdlasma y asociado a membrana
formando quimeras con una proteina lipidada. Skié\a las distintas localizaciones y
la lipidacion del antigeno podrian llegar a inftuemn la respuesta inmune generada y
también en la estabilidad del antigeno.

En esta tesis se han expresado los antigenos M&kB@3bovisy RAP1 deB. bovis
enB. abortus S19. La cepa S19 ha sido utilizada por mas ddi66 an varios paises de
América Latina, y la respuesta inmune que geneemeseentra muy bien descripta tanto
en ratones como en su hospedador natural, el holkinmontrol y el diagndstico de la
brucelosis en los paises donde la vacuna de eteesid519 se realiza por medio de
ensayos serologicos clasicos que incluyen agluGnay Rosa Bengala (Acha y
Szyfres., 1986; Fiorentino y col., 2008). Esto emtdmpafado por un protocolo de

vacunacion apropiado que involucra la vacunaciorptana de terneras. En este trabajo
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se eligio trabajar con S19 dado que el LPS es emef@ntigeno humoral y podria servir
como un adyuvante natural.

Por otro lado, RB51 es una cepa rugosa utilizadmechos paises que permite la
vacunacion de animales adultos Se ensayaron algonasrucciones en esta cepa para

evaluar la viabilidad de desarrollar vacunas mukivies para revacunacion.

Construccion de vectores de expresion pararucella abortus

El desarrollo de vectores para la transformacion Biacella derivados del
pBBR1MCS-1, con resistencia a diferentes antibadtiqkanamicina, tetraciclina,
ampicilina y gentamicina) (Kovach y col., 1994),rmpé&ié un gran avance en las
estrategias de expresién de antigenos en estaribacfedos estos plasmidos son
establesn vitro e in vivo en Brucella spp. (Kovach y col., 1995). Cabe destacar que el
pBBR1MCS-3 con resistencia a tetraciclina es wdilapsu utilizacion en una amplia
variedad de Gram negativas, pero su uso se veatimienBrucella spp. debido a que
este es uno de los antibiéticos usados para ahtranto con la brucelosis.

Como se detallé en el capitulo |, para llevar a dakoclonados de los genes que
expresan los diversos antigenos de interés vetieriseleccionados, se contaba con una
variedad de plasmidos replicativos y no replicatien. abortus (Kovach y col., 1994
y 1995; Campos, 2003) y ademas en esta tesis seralks un nuevo plasmido
denominado pompl9, de manera de expresar las qastbeterodlogas bajo el control
del promotoromp19 y como fusién a los primeros aminoacidos de OMR&Serie de
vectores de expresion utilizados para esta tesadigieron con el fin de expresar los
antigenos heterdlogos seleccionados en diversoextostde presentacién antigénica, y
asi analizar cual despertaria la mejor respuestarinlogica. Para la expresion en el
citoplasma bacteriano se utilizé el plasmido pBBRI3A2 (Kovach y col., 1995) de
amplio rango de hospedador y replicativoBembortus para la expresion en fusiorfa
galactosidasa dE. coli y bajo el control del promotor del gen que codiffgara esta
proteina.

Para la expresion en el periplasma, se eligio taeseia sefial del gdmp26. En
trabajos anteriores de nuestro laboratorio se habisefiado varios plasmidos no
replicativos erB. abortus conteniendo el gebp26 de B. abortus delecionado en 555 pb

en su region codificante. Todos los plasmidos coikis mantienen la region

101



Discusion

codificante para su péptido sefial e incluyen suonegromotora. En este caso, la
decision de utilizar un plasmido no replicativouest dada en base a experiencias
previas de nuestro laboratorio con BP26, las cualestraron una posible toxicidad de
esta proteina en caso de ser sobreexpresada enidulasde alto nimero de copias
(Campos y col., 2002; Boschiroli y col., 1997).

Para la expresion asociada a membrana, en estgotrsdadesarrollé6 un nuevo
plasmido replicativo denominado pomp19, derivadgoBBR1MCS-2. Este plasmido
fue disefiado con el fin de expresar los antigentsdiegos en fusion a los primeros
aminoacidos de la lipoproteina OMP19 Bleabortus. OMP19 es una lipoproteina de
membrana externa, que también ha sido descripBa a&bortus 544 (Tibor y col.,1996)

y como Bal8 erB. abortus 2308 (Kovach y c0J.1997). De esta manera, no sélo se
presenta al antigeno en un contexto en el que @geerma mas accesible al sistema
inmune comparandolo a las proteinas localizadasiteplasma (Dieye y col., 2003),
sino que ademas, al encontrarse potencialmentiadpila quimera podria llegar a tener
sus propiedades inmunogénicas aumentadas (Akiols, 1893).

En este pladsmido se pudieron clonar los ganas83 y rapl y se expresaron las
quimeras OMP19-MPB83 y OMP19-RAP Bnabortus. Los resultados de este trabajo
demuestran que es posible expresar proteinasdgmda partir de este vector, como es
el caso de OMP19-MPB83. En el caso de OMP19-RAMayoresultados suficientes
gue avalen que se encuentra asociada a un regiéhliod.

Actualmente, ademas de los vectores descriptostariesis (especialmente pomp19,
que permite expresar los antigenos heterdlogos embnana y a su vez tiene la
potencialidad de expresar quimeras lipidadas) (SgbGarcia y col., 2008 y 2010)
existe una gran variedad de vectores replicativespgdrian usarse para la expresion de
antigenos heterélogos. Entre ellos, pBBSODpro ygBB (Vemulapalli y col., 2000c),
gue contienen las secuencias promotora®dE€ y groE deB. abortus, respectivamente
y pPNSGroE (Seleem y col., 2004) que ademas de mentt promotor con parte de la
secuencia codificante dgoE y disponer Unicamente de los genes esencialeslgpara
replicacion erB. abortus (lo cual hace que sea sustancialmente mas pequaeén)a
con untag de histidina para la detecciéon de la proteina bletga. A este Ultimo vector
posteriormente se le agregd semloop de RNA que mejora la iniciacion de la
traduccién, generando pNSGroE2His (Seleem y c6072 aumentando los niveles de

expresion y permitiendo la expresion de otros gemes previamente no podian
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expresarse. El mecanismo seria a través de lassiiprde una interaccion prolongada
entre el dominio de inicio de la traduccion y lasugencias de ARNm gen especificas, lo
que permite la formacion de estructuras de iniérade la traduccion accesibles (Paulus
y col., 2004).

Todos estos plasmidos contienen promotores natled ucella spp., a excepcion
de pBBR1MCS que contiene un promotoredeoli. En un estudio reciente, se comparo
la actividad de algunos promotores nativos y scastenBrucella. Se clonaron los
promotores de los genelpB, dnak, htrA, lon y virB de B. suis usando como base los
plasmidos pNSGroE (Seleem y col., 2008). Al misrempo se estudio la actividad de
otros promotores de genes de resistencia a amtisdtde bacteridfagos y sintéticos
(kan, Ch, Amp, T5trc) clonados previamente en pNS (Seleem y col., 300®)7). Los
promotores sintéticogc que tienen una region rica en A hacia el 5’ resoiftaener
mayor actividadin vitro e in vivo en B. suis. Seria interesante poder comparar los
vectores desarrollados en esta tesis con los esciderivados de pNSGroE en la
expresion de los antigenos seleccionados en es@dr A su vez podria considerarse
qgue el vector pomp19 podria mejorarse agregandiatera-loop de ARN. Esto podria
servir para aumentar los niveles de expresion darldgenos, especialmente en RB51;
aungue hay que tener en cuenta que tal vez nivedgsres de expresion podrian ser

toxicos, sobre todo al expresar los antigenos enbrana o en periplasma.

Expresion de Rapl deBabesia bovis en Brucella abortus S19

El medio mas conveniente y practico para contrtdababesiosis bovina es la
vacunacién. El uso potencial de bacterias recomb@savivas como una plataforma
para el desarrollo de las vacunas es altamenigiatraEsta estrategia ha sido eficaz en
inducir una respuesta inmune robusta contra antsg@edalistintos parasitos en distintos
vectores de expresion heterdloga (para una reviadmetmer y Glenting, 2006). Por
ejemplo, se expresd un epitope de la proteina LAEKeishmania major en una cepa
atenuada dd.isteria monocytogenes (Soussi y col.,, 2002) y el antigeno MSA2 de
Plasmodium falciparum en BCG (Zheng y col., 2002). En el caso particularB.
abortus, se expresaron varios antigenos protectivobl.d@ninum en la cepa vacunal
RB51 (Ramamoorthy y col., 2007 a y b) y en S19xq®esé un antigeno de cruz

(Comerci y col., 1998) detectandose, en este Ulttaso, una fuerte respuesta de
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anticuerpos.

En este trabajo, el geapl fue amplificado con su secuencia completa y clorsaado
pBBR1MCS-2 como fusién a los primeros aminoacidesBdyjalactosidasa. Para la
fusion a BP26 y OMP19 se amplificé el gen sin lkeusacia correspondiente al péptido
sefal. Este producto de amplificacion fue clonade@leplasmido replicativo pomp19.
No se pudo lograr el clonado del gen bajo el promdébp26, encontrandose en todos
los casos el gen en la orientacion inversa. Satimtdonar el gemapl bajo el promotor
lacZ, con la secuencia Shine Delgarno (SD) del log6 y la secuencia codificante al
péptido sefial de BP26, pero todos los clones eegek teniamapl en la orientacion
inversa. Esto nos hace suponer que, o bien larflBiR26-RAP1 es tdxica pakacoli o
la secuencia SD incluida es la responsable dieidad. Se transformaron bacterias de
la cepa S19 dB. abortus con los otros dos vectores disefiados y se obs&préston
de RAP1 demostrandose que la expresion de esgeaotheterdlogo no es toxica en la
cepa S19 d8. abortus en estos contextos. Con respecto a la localizatiboelular, es
interesante destacar que, contrario a lo que ss¥asn RAP1 se localiza asociada a la
fraccion de membrana, independientemente del vetitrado. Al ser expresada como
fusion a OMP19, la localizacion de la proteina ti@tga fue en la membrana de S19,
como era esperado, dada la secuencia sefal detédanar OMP 19 (Tibor y col., 1999).
Sin embargo, al ser expresada como fusifrgalactosidasa se esperaba que la quimera
se encontrara en la fraccion del citosol. Recieatds) se han reportado resultados
similares en BCG (Santangelo y col.,, 2007). Teroereth cuenta que RAP1 esta
asociada con la membrana del parasito (Goff y @910) y que posee regiones
hidrofobicas en su secuencia es posible que lacmaléecombinante de RAP1 tenga
una afinidad intrinseca por la membrana celulatoEsesultados podrian ser una
evidencia de que la proteina se estaria plegandu darma nativa en este contexto.
Asi, los vectores pPBBRMCS-2 y pom19 permitirian @xgresion de RAP1 con un
posible plegamiento correcto en su forma nativée Bspecto se vuelve mas relevante,
dado que recientemente se ha demostrado que la iramiém con la proteina
recombinante RAP1 usando adyuvantes que inducemegpaesta inmune fuerte tipo
Thl y con produccién de anticuerpos IgG no sorcmiftes para proveer proteccidon en
el ganado bovino contra un desafio con la cepaeritaldeB. bovis (Norimine y col.,
2003). Los autores sugieren que a pesar de ques iuna respuesta con produccién

de anticuerpos IgG ante el desafio, las diferenestsucturales entre la proteina
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recombinante y la nativa podrian generar una respu@mune contra la proteina
recombinante incapaz de neutralizar la infectividatl parasito. Aun deben realizarse
estudios para determinar si RAP1 se expresa enamiarmacion adecuada en S19.

Un prerrequisito para cualquier vacuna recombinanta es su estabilidad en el
hospedador vacunado. A pesar de que no hubierereddias significativas entre las
UFCs de las cepas recombinantes de S19 (rS19) radasede los bazos de los ratones
en medio soélido con el antibidtico selectivo adieido o no, se encontré6 que el
plasmido que codificaba para RAP1 fusionada al riiteal de -galactosidasa se
perdia de S19 mas rapidamente que el plasmido waelgplasmido con el gerapl
fusionado a la secuencia sefial @gpl9. Este resultado sugeriria que la fusion a
OMP19 de alguna manera conlleva a una mayor dasfadbitlel plasmido. Es importante
destacar que las colonias recuperadas del ambientgcelular mantuvieron su
capacidad de expresar el antigeno en todos los.c8sono perspectivas futuras, se
podrian disefiar plasmidos integrativos que exprBgghl como fusiéon a OMP19 para
evitar una potencial pérdida del vector recombimant

El desarrollo de vacunas alternativas para el obdé la infeccién de ganado bovino
con B. bovis se ha visto limitado por la ausencia de un modgfmerimental adecuado
que reproduzca la infeccion producida @abesia en el ganado. A pesar de este
inconveniente, decidimos estudiar en ratones BALBIs cepas recombinantes
disefiadas como un primer paso de analisis de pateacuna. Con el fin de evaluar la
capacidad de S19 y RB51 para expresar el antigeterotogo y la potencialidad de
generar una respuesta inmune especifica contraaestgeno, se inmunizaron ratones
BALB/c con las distintas cepas rS19 y rRB51. Poardlisis por Western blot de los
sueros de los ratones inoculados con SpRAP o SEpRAP, se demostrdé que ambas
cepas recombinantes fueron capaces de generaegmaesta de anticuerpos especifica
contra rRAP. Ademas de inducir anticuerpos anti-RAdmbas construcciones fueron
capaces de estimular la secrecion de yAdbr parte de los esplenocitos de los ratones
inmunizados con las rS19s al ser estimulados gande la proteina recombinante. Con
concentraciones menores del antigenpg)l sélo los esplenocitos de los ratones
inoculados con S19pompl9-RAP1 (Spompl9-RAP) fuerapaces de estimular la
secrecion de IFN-(P<0,01). Esto podria deberse a una mayor estathililel antigeno
RAP1 cuando es expresado en fusion OMP19, a kadalt péptido sefial de RAP1 o0 a

la posible asociacion de RAP a un residuo lipidiado que OMP19 es una lipoproteina
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(Tibor y col., 1999), aunque no pudo verificarsdipgdacion de la quimera OMP19-
RAP. Los resultados preliminares con los espleascde ratones inoculados con
RpRAP sugieren que se produce liberacion de J@Nenfrentarse a rRAP pero los
niveles de produccion no fueron significativos.

Con respecto a la respuesta de anticuerpos, losssde ratones inoculados con
RB51pRAP (RpRAP) no reconocieron el antigeno rRABextractos d&. bovis por
Western blot, lo que sugeriria que no genera uspuesta de anticuerpos detectable, o
al menos, no se puede detectar por esta metodologia

La presencia de anticuerpos especificos contra RifdPisotipo 1gG2a, y menores
niveles de IgG1, en el suero de los ratones indoglaon las recombinantes sugieren el
desarrollo de una respuesta inmune tipo Thl. Edédss sugieren que luego de la
inmunizacién con ambas cepas, SpRAP y Spompl9-RAd¢hizarian al hospedador
murino y serian capaces de expresar RAPivo, induciendo una respuesta inmune
dirigida hacia un perfil de tipo Th1.

S19 promueve una buena respuesta celular y hundetziia a los LPS en la
superficie. La respuesta de anticuerpos contrdR& hace que no sea adecuada para
una re-vacunacion de adultos bovinos, ya que @btiie los anticuerpos inducidos
interfiere con la prueba serolégica usada pareetacdion de ganado infectado. En el
caso de la babesiosis, tal vez sea necesaria lma@ion o re-vacunacion del ganado
adulto. En este caso, seria mas apropiado el ustB8& como sistema de expresion
heteréloga. Sin embargo, los resultados de eab@jtr sugieren que con el uso de esta
cepa para la expresion de RAP no se obtienen adssliadecuados de respuesta inmune
celular y humoral especifica contra RAP.

En otros trabajos se ha reportado la expresiomtigesos protozoarios como es el
caso de un antigeno de cruzi (Comerci y col., 1998) y los antigenos MIC1, MIC3,
GRA2, GRA6 y SRS2 d&l. caninum (Ramamoorthy y col., 2007 a y b). El primero
expresado en S19 y todo el resto en RB51. En el dalstrabajo en S19 se analizé la
respuesta humoral y se observé que la recombimgmeraba una fuerte respuesta de
anticuerpos especifica contra el antigenoTderuzi. Los antigenos dé&l. caninum
generaron tanto una respuesta de anticuerpos celolarc Contrariamente, en nuestros
estudios, la respuesta a RAP expresada en RB3dafaelLos ratones inmunizados con
la cepa Spompl9-RAP mostraron una mayor respuektkaiccontra RAP, aunque las

diferencias no fueron estadisticamente signifieatikespecto de SpRAP. A su vez, los
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resultados de proteccion contra la cepa viruldhtabortus 2308, muestran que la
expresion de RAP1 en fusion a OMP19 no afectagaadad protectiva de S19. Queda
por analizar si esa tendencia a una mayor respoestar al usar pompl19-RAP en S19,

es extrapolable al bovino, que es el hospedadaralat

Expresion de MPB83 deMycobacterium bovis enBrucella abortus S19

BCG es la vacuna mas ampliamente utilizada, auagua actualidad no se usa para
la tuberculosis bovina (TBb). Esto se debe en pamee la vacunacion con BCG no
induce proteccion contra la infeccion natural emiayor parte de los experimentos a
campo (revision en Hope y Villarreal-Ramos, 2008)»su vez, uno de los principales
obstaculos para la introduccion de BCG como vaqara el control de la TBb en el
ganado bovino es que sensibiliza a los animales ry missitivo a la prueba de
tuberculina, no pudiéndose entonces distinguir eeréistos y los verdaderamente
infectados. Por lo tanto, el potencial uso de bEs@ecombinantes vivas que expresen
antigenos de micobacteria como una plataforma erdbllo de vacunas es altamente
atractivo.

MPB83 es una lipoproteina glicosilada procesada lpgpeptidasa sefal 1l y se
localiza en la superficie de las micobacterias (iHsan y col., 1996). En este trabajo se
cloné el genmpb83 en tres pladsmidos diferentesn el objetivo de generar cepas de
Brucella recombinantesque expresen las proteinas quiméricas en locadizesi
subcelulares diversas. El antigeno MPB83 fue eadmesxitosamente como una fusion
a -galactosidasa, localizandose en la fraccion ataphtica, y como una fusiéon a los
primeros aminoacidos de la lipoproteina Be abortus OMP19, asocidndose a la
fraccion de membrana. Con respecto a la proteiiaégica BP26-MPB83, esta fue
detectada en la fraccién soluble. Estos resultaglggeren que los primeros 28
aminoacidos de la region aminoterminal de BP26 dimados como se esperaba, y el
polipéptido resultante no estaria asociado a lalmama. Sin embargo, no fue posible la
purificacion de la fraccion periplasmica drucella, no pudiéndose confirmar la
localizacion de esta quimera.

Es sabido que las lipoproteinas son antigenos @avia inmunidad para muchas
enfermedades bacterianas (Gerlach, y col., 1998n&y col., 2000). También se ha

encontrado que antigenos no lipoproteicos del parfsishmania major en fusion a
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lipoproteinas bacterianas pueden aumentar la irdadn(Cote-Sierra y col., 2002). Las
lipoproteinas son sintetizadas con un péptido dafiedbfébico en la regién N-terminal,
el cual es clivado del polipéptido maduro por laPL@poprotein signal peptidase:
peptidasa sefial de lipoproteinas) antes de pradueir enlace covalente de un acido
graso (Cote-Sierra y col., 2002). La presencia detlio lipidico permitiria que la
proteina tome la correcta topologia de membrangadtay Wu, 1990) y le conferiria
propiedades inmunoestimulatorias (Radolf y col95tAkins y col., 1993). El analisis
molecular de patégenos bacterianos filogenéticaeneditversos ha demostrado
divergencia del sitio de reconocimiento de LSP. dexuencia de reconocimiento
micobacterial pareceria haber sufrido un distaneata genético (Lysnyansky y col.,
1999). La expresion heteréloga de lipoproteinas Eencoli con secuencias de
reconocimiento de LSP divergentasmenudo dan como resultado la expresion de
proteinas recombinantes con modificaciones lipgditewompletas o completamente
inexistentes (Hansson y col., 1995; Madurawe y &000; Shang y col., 1996).
Especificamente, MPB83 no se encuentra lipidadandmas expresada dn coli
(Cullen y col., 2003), lo cual correlaciona con stues resultados dB abortus, donde
también la lipidacion de este antigeno micobacteresta ausente. Este inconveniente
puede ser superado incluyendo una secuencia deomooento de LSP que sea
procesado eficientemente por las bacterias Granativag al expresar antigenos
micobacterianos (Cullen y col., 2003; Legrain y.ctP95). Se expres6 MPB83 como
una fusion a la lipoproteina OMP19, de tal maneraa®erir una sefial valida de
lipidacién que seria reconocida pBrucella. Esto tendria dos potenciales efectos,
permitiria que las lipoproteinas heterélogas (¢e easo MPB83) tomen su correcta
topologia de membrana y podria otorgarle propiesl@mi®unoestimulatorias mayores
(Akins y col., 1993), y en el caso de los antigemp® no sean naturalmente
lipoproteicos, con la lipidacién podria llegar aseeaumentada su capacidad antigénica
(Cote-Sierra y col., 2002). Cuando la cepa Spon§8lfise tratada con globomicina, un
inhibidor especifico de la peptidasa de reconocitoiade la sefial lipoproteica que
induce la acumulacion del precursor lipoproteicab{8 y Garcia y col., 2010;
Harrington y col., 2000), se detectd6 por Westemt bina banda correspondiente al
precursor no procesado, lo que sugiere que estipaaguimeérica seria lipidada (Sabio

y Garcia y col., 2010 y capitulo Il de este trabd¢ tesis). Estos resultados sugieren
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que el plasmido pompl9 al menos en algunos casostpi la correcta lipidacion de
las quimeras que expresa.

Se evaluo la estabilidad de los plasmidos y laddpd de generar inmunidad de las
cepas recombinantes d& abortus (rS19) en ratones BALB/c. No se observaron
diferencias entre el nimero de UFCs de las rSifperadas de los bazos de los ratones
en medio sélido en presencia 0 ausencia de ldsiétitds de seleccion. Esto indica que
las bacterias no perdieron los plasmidos que partabdemas, las colonias de rS19
recuperadas del ambiente intracelular mantuvienocapacidad de expresar MPB83 en
todos los casos. En este trabajo también se desquib cuando RAP1 d& bovis fue
expresada como una fusion de OMP19, el plasmidombmante mostraria una
tendencia a ser mas estable que las otras corstrascen estudio (Sabio y Garcia y
col., 2008 y este trabajo). Datos similares se abtam con MSP1 expresada en fusion
a OMP19 en S19 (datos no publicados). En el casbRB83, por otro lado, estas
diferencias no se observan y todas las construciongstran niveles similares de
estabilidad. Entonces, la estabilidad de los pldssmgue codifican para los antigenos
recombinantes podria estar altamente influenciaddapoaturaleza del antigeno que
esta siendo expresado.

Con el fin de evaluar la inmunogenicidad de la girat heterdloga expresada en
Brucella, se inmunizaron grupos de ratones BALB/c con SB®26-83 0 Spompl19-83.
Se evalud la capacidad de secretar YRdor parte de los esplenocitos obtenidos de los
ratones de los distintos grupos en respuesta atilawtacion con rMPB83. Cuando
fueron estimulados con g de rMPB83, los esplenocitos de los ratones dgragos
inmunizados con las cepas recombinantes, que explas tres diferentes proteinas de
fusion, mostraron mayores niveles de secreciér-Neylcon respecto al grupo control.
Sin embargo, hubo una estimulacibn menor estadistote significativa con los
esplenocitos del grupo inmunizado con Sp26-83. pstisia explicarse debido al hecho
de que la construccion se llevo a cabo en un ptisintegrativo, dando como resultado
una unica copia en el cromosoma bacteriano. Erciclgincia con estos resultados, con
menores concentraciones del antigeno estimularn®BB8d, solo los esplenocitos de los
ratones inmunizados con Sp83 y Spomp19-83 fuerpaces de estimular la secrecion
de IFNy. Es sabido que una de las principales desvendajdss vectores integrativos
es la reduccion de los niveles de expresion hetgad(Mederle y col., 2002), lo que

contrabalancea su mayor estabilidad. Para la exprate MPB83 en los vectores
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estudiados, dado que los vectores replicativos tegsul estables, no se obtuvo esta
ventaja al usar el vector integrativo, mientras,qee@mo se menciona arriba, si se
observé una importante disminucion de la capacidadinogénica, sugiriendo que el
uso de vectores replicativos seria mas apropiadiateros estudios con este antigeno.

Aunque se sabe que el antigeno MPB83 induce upaess humoral y celular en
infecciones experimentales en varios modelos aesnglen infecciones naturales en
humanos (Harboe y col., 1995; Wiker y col., 1998) fue posible detectar respuesta de
anticuerpos con la metodologia utilizada en esteajo al ser expresado Bnabortus
en ninguna de sus formas (OMP19-83, BPP2688a-83). La pérdida de esta funcion
inmunoldgica podria deberse a que MPB83 no est&dsi@xpuesta en membrana
cuando es expresada @&nucella tal como sucede en las micobacterias. Cuando la
proteina es expresada a partir de los plasmidos8®236p83, donde se espera que se
localice en citoplasma y periplasma, la falta déuation de respuesta humoral es
esperable. Sin embrago, al encontrarse fusionddMRB19, a pesar de su localizacién
en membrana, MPB83 podria no encontrarse accesidi superficie de membrana de
Brucella lo que impediria que se desarrolle la respuestantieuerpos esperada. Otra
alternativa seria que los aminoacidos de OMP19eptes en la zona aminoterminal
interfieran con el reconocimiento de epitopes inngdémicos de MPB83. La posibilidad
de que la ausencia de glicosilacion (MPB83 se eniage glicosilada en las
micobacterias) en las quimeras disminuya la respuesnoral la descartamos debido a
que se observé que MPB83 no glicosiladaMerbovis también genera una respuesta
humoral(Chambers y col., 2010).

Cuando los patrones moleculares de patdégenos seauhes receptores tipo Toll
(TLRs) de mamiferos estimulan una respuesta innmuraa de forma tal que se pueda
generar una respuesta inmune adaptativa. El LPB. @dbortus y las lipoproteinas
micobacterianas, tanto como las Beucella abortus (Zwerdling y col., 2008), son
ejemplos muy bien estudiados de activacion inmwtelar a través de la interaccion
con TLR4 y TLR2, respectivamente (Campos y colQ42®006; Arko-Mensah y col.,
2007). En particular, se ha demostrado el rol deB&8%en la estimulacion de la
produccion de IL-12 y TN+ por medio de la unién a TLR2 en células dendstia
bovinos (Hope y col., 2003). En este sentido, laresion de MPB83 como una
lipoproteina en una bacteria Gram negativa, talacBnabortus, es prometedora para el

disefio de nuevas vacunas. Sin embargo, no se abseriferencias en la produccién
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especifica de INR-en los ratones inmunizados con las brucellas gpeesan MPB83
como lipoproteina de aquellos que fueron inmunizacms la cepa que expresa la
proteina sin lipidar, lo que sugiere que la as@@mal medio lipidico no daria como
resultado una ventaja significativa en términosntleunogenicidad para este antigeno,
al menos en las condiciones estudiadas en estgdrab pesar de que MPB83 es un
antigeno candidato valido como modelo, la vacumadié ganado coBrucela que
exprese MPB83 podria comprometer la especificidddedsayo de tuberculina, ya que
la PPD contiene a este antigeno. Entonces, el eisma vacuna candidata que exprese
MPB83 para el control de la tuberculosis bovinaetrganado deberia deba estar
acompafiado de un diagnéstico basado en un PPDodietprde MPB83 o cualquier
otro antigeno presente en la formulacion de la vacun

Los resultados de proteccién contra la cepa vitalBnabortus 2308, muestran que
la expresion de MPB83 en fusiorfigalactosidasa no afecta la capacidad protectiva de
S19.

Otros antigenos

Paralelamente a los antigenos presentados en rabi@ot se estudiaron otros
antigenos de interés veterinario, los cuales nodayeron en esta tesis debido a que
los resultados son preliminares o0 a que se encontdificultades técnicas importantes
en la deteccion de la expresion de las quimerasei®@bargo, es interesante mencionar
algunos de los resultados.

Uno de los antigenos seleccionados fue MSP1 Ateplasma marginale
(Rickettsiales: Anaplasmataceaapente causal de la anaplasmosis, otra de las
enfermedades transmitidas por garrapatas que emtehgrupo de las enfermedades de
Tristeza bovina. Las MSRde A. marginale estan involucradas en la interaccion del
parasito tanto con los huéspedes vertebrados coweotébrados (de la Fuente y col.,
2004 y 2008). El ganado inmunizado ¢armarginale derivado de eritrocitos desarrolla
principalmente anticuerpos contra MSPla (Kocan ly, @)01; de la Fuente y col.,
2002). La inmunizacion del ganado con el complef@P induce inmunidad protectiva
parcial (Garcia Garcia y col., 2004).

En el caso de este antigeno, al igual que lo quedgucon RAP1 deB. bovis,

tampoco fue posible obtener la proteina quimerie2@MSP1. Tanto MSP1 como
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RAP1 tienen un tamafio considerablemente mayor a 8@8PB cual podria estar
influyendo en la toxicidad al acumularse estasginais en el periplasma bacteriano.
Este inconveniente podria resolverse clonando eggtopnunogénicos tanto de RAP1
como de MSP1. Por ejemplo la regién N-terminal ddPR es altamente conservada
entre especies del génddabesia (Dalrymple, 1993; Dalrymple y col., 1993; Suarez y
col., 1994), lo que sugiere que es funcionalmemigortante y probablemente sea Uutil
como blanco inmunogénico (Suarez y col., 1994).

Por otro lado, las quimerddgal-MSP1st y OMP19-MSP1st se expresaron y se
localizaron en las fracciones subcelulares espgsradéoplasma y membrana,
respectivamente. Ademas, MSP1 expresada como fasidMP19 fue mas estable que
expresada en fusion [@gal, lo que indicaria que el contexto provisto @MP19 es
ventajoso para la expresion de las proteinas bgaél no sélo en términos de
inmunogenicidad sino también de estabilidad. Queedalemostrar si este contexto es o
no favorable debido a la lipidacion en la protehieserdloga ya que al igual que para
RAP-1 no fue posible demostrar la naturaleza liptgica de MSP-1 fusionada a
OMP19 por la técnica de inhibicién por globomicina.

Otros antigenos estudiados fueron ESAT6 y CFP1Mdéovis. Los antigenos
ESAT-6 Early Secreted Antigenic Target 6-kDa: blanco antigénico secretado
tempranamente) (Sorensen y col., 1995) y CFP€lLtyre Filtrate Protein 10-kDa:
proteina de filtrado de cultivo) (Berthet y col99B) se encuentran codificados por los
genesesxA y esxB, respectivamente, presentes en la region R¥agdi¢n of Difference:
Regidén de diferenciacion 1) dé. bovis. Esta regién se encuentra ausente en todas las
cepas vacunales de BCG (Mahairas y col.,, 1996) tg esesente en todas los
aislamientos virulentos (Brosch y col., 2002). Leceion de estos antigenos se baso en
la probada capacidad protectiva de ESAT6 (Kamatbly 1999; Li y col., 1999, Maue
y col., 2004 y 2007) y su ausencia en la vacuna BCesar de que se ha descripto en
trabajos anteriores que ESAT6 resultdé inmunogéaicaatones BALB/c al expresarse
en RB51 utilizando el vector pBBSODpro (Vemulapgltol., 2000c) (un derivado del
vector pPBBR1MCS que contiene el promotor y la secizeque codifica para el péptido
sefial de SOD dB. bovis), en nuestros estudios no fue posible detectamesEon de
esta proteina en S19. Lo mismo ocurrié con CFPi®.eSbargo, si se detectaron
transcriptos deestab en S19 por medio de la técnica de RT-PCR a pdtirla

construccion pESAT6 lo que indicaria que la exjresno esta afectada a nivel
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transcripcional. Es probable que el uso de nuevasnptos tales como pNSGroE

(Seleem y col., 2004) mejore la expresion de esttigenos en S19.

La eficacia en la induccién de una respuesta inmamecuada, ademas de las
ventajas que presenBiucella, tales como alta estabilidad, bajo costo de pradagy
las herramientas para la expresion de los antigamasstintos contextos y con distintas
topologias del antigeno, hacen de esta bacterieandidato interesante para el uso
como vector de expresion heterdloga. Tiene la degjee ya mencionada de la
imposibilidad de vacunacion de ganado adulto yade4vacunacion por la interferencia
en las pruebas diagndsticas de la infeccion. Exiblgma podria resolverse con el
desarrollo de RB51 recombinantes para aquellosgemis de enfermedades que
requieren vacunacion o re-vacunacion de ganaddoaduinque deberan desarrollarse
estrategias para mejorar la inmunogenicidad darntigenos heterélogos en esta cepa.

En el caso de RAP1, se observo la induccién tantonderespuesta de anticuerpos
como celular especifica; en cambio, para MPB83 fid@osible detectar una respuesta
celular. Estos resultados, junto con los datosdiechlizacion subcelular de las distintas
quimeras, indicaria que RAP1 se encuentra en maalyraccesible en la superficie de
la Brucella, posiblemente por caracteristicas intrinsecas wetopologia, lo que
permitiria el acceso a anticuerpos con la consigeigeneracion de una respuesta de
anticuerpos. En cambio, MPB83 aun cuando se asotiambrana posiblemente no se
encuentra expuesta y por esta razon no se gerlaraespuesta de anticuerpos. Los
resultados no son conclusivos con respecto a eué@ & mejor presentacion de los
antigenos. Aunque se esperaba que el plasmido oriygta mas eficiente en la
generacién de una respuesta inmunogénica, al expgesmeras que presentan el
antigeno en un contexto de membrana y ademasda fgidada, los resultados fueron
variables. Por un lado, los resultados de la eijmete las quimeras de MPB83 indican
que se encuentra lipidada al encontrarse fusiomad@MP19, pero esta forma de
presentacion no muestra diferencias en la genera@duna respuesta inmunogénica
(celular o humoral) con respecto a la quim@gal-MPB83 (citoplasmatica). Por otro
lado, con la estrategia experimental aqui empleaalaue posible demostrar que
OMP19-RAP se encuentre lipidada, pero a diferedeido que ocurrio con MPB83, la
respuesta inmune contra RAP1 en el contexto de QPMMA potenciada, aunque las

diferencias no fueron estadisticamente significati#ste incremento en la respuesta no
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parece deberse a la localizacion celular de la gqanya que tanto OMP19-RAP como
Bgal-RAP se expresan en la membrana de S19. Panto, fla lipidacion de RAP-1 no
detectada aqui por las metodologias empleadas @n atgro factor por ahora
desconocido seria responsable de este leve aumedorespuesta cuando el antigeno
es expresado en el contexto de OPM19.

Otro punto interesante a destacar es que ningutes decombinantes estudiadas en
los analisis de proteccién perdid su capacidadeptive contra la cepa virulen
abortus 2308. Estos resultados indicarian que la capagdatgctiva de S19 no se ve
afectada por la expresion de OMP19-RAP1 gal-MPB83. Las otras cepas
recombinantes no fueron analizadas en su capaguatéctiva. Los resultados
presentados sugieren qBe abortus S19 seria un vector de expresion adecuado para
expresar antigenos @ bovis y M. bovis y podria ser una base para la generacion de
futuras vacunas heterologas para la brucelosisidulosis y babesiosis bovina.

Las futuras vacunas contra la tuberculosis probadi¢e se basen en estrategias de
induccion y refuerzopfime-boost strategies) (Hanekom y col., 2010). La induccion
tenderia a ser con una cepa de BCG modificadajmmasmogénica y mas segura u otra
cepa atenuada déycobacterium (Martin y col., 2006; Dao y col., 2008), seguidoute
refuerzo boost) que amplifigue los componentes criticos de lgpuesta inmune
generados por las vacunas de induccion. Estas v@aamaefuerzo son en general
basadas en vectores virales no infectivos (0 nbcedyos) que expresan proteinas
importantes en la proteccion de la tuberculosisa @ttrategia alternativa es emplear
como vector vacunal de refuerzo una vacuna vivauat#a contra otra enfermedad.
Como debe cumplirse para cualquier vacuna bivalehfgerfil de respuesta inmune que
se induce deber ser comun a ambas enfermedades pyesencia de antigenos
(inmunogenos contra) de un patégeno no debe dismiaucapacidad de inducir
inmunidad protectiva hacia el otro patégeno. Er &rsbajo de tesis hemos demostrado
gue ambas condiciones se cumplen para las cepaslegariolladas y por lo tanto las
proponemos como potenciales refuerzos para el aodé& la tuberculosis animal.
Debido a que la cepa RB51 es la mas adecuada peawaar ganado adulto contra la
brucelosis, seria necesario adaptar los sistensasrddados a esta cepa vacunal. Habria
que tener en consideracion como perspectiva furgtair en esta estrategia vacunal al
antigeno Ag85 que es, junto con ESAT6, uno de liscipales candidatos como

posible antigeno protectivo (Delogu y Fadda, 2009).
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Discusion

En resumen, este trabajo demuestra que es posidbleii simultaneamente una
respuesta inmune contrd. abortus y contra antigenos especificos de patdgenos
heterélogos basandose en la expresion de estgem@odien la cepa vacunal S19Ble
abortus. Hasta el momento, la mayoria de los estudios xgeesion heterdloga en
Brucella con fines vacunales fueron realizados en la cdg&lB/ un Unico estudio fue
realizado en S19. Asi, los resultados de estejtratmatesis contribuyen a la obtencion
de una vacuna polivalente, basandose en la vacare lp brucelosis y haciendo
hincapié en dos enfermedades (tuberculosis y hatgside sumo interés en la
ganaderia argentina, debido a las pérdidas ecoaémee resultan de la mortandad y
morbilidad del ganado bovino causadas por las nasiyarovechando la utilizacion de
la cepa vacunal S19 de uso obligatorio en nuesti® pe podria generar una respuesta
inmunoldgica especifica contra antigenos clavesoslepatdgenos causantes de estas
enfermedades. Este trabajo es una base para eioegti desarrollo de vacunas
multivalentes que deberan presentar una diversiadantigenos, o epitopes de
antigenos de los patdgenos heterologos, ya queugddificil que un Unico antigeno
permita producir un efecto protectivo, mas allaafetto adyuvante que pueda producir
la Brucella.

Los vectores aqui desarrollados podran ser emmeado s6lo para expresar
antigenos heterologas vivo sino también para potenciar el nivel de expresién

proteinas antigénicas enddgenas.

115



Conclusiones



Conclusiones

Todos los plasmidos replicativos desarrollados sstables y funcionales
durante el crecimiento d&rucella en el ratén, independientemente del antigeno

que expresen.

El plasmido pompl9, desarrollado en esta tesismiperla expresion de
proteinas heterdlogas en la membranBrdieella que pueden o no ser lipidadas,
dependiendo de las caracteristicas de la protaiteadioga. Esta modificacion
postraduccional se da por la presencia de la seieuda lipidacion presente en
OMP19 deB. abortus.

Este es el primer trabajo con una cepa vacunddrdeella como sistema de
expresion heteréloga en el que se utiliza un céotesociado a un residuo

lipidico como presentacién del antigeno heterélogo.

La integracion del plasmido p26-83 en el genom&1@ es estable y permite la
expresion de la proteina recombinante durantepiceeion deBrucella en el

ratén, indicando que la estrategia empleada fueata la expresion de genes
bajo promotor fuerte e integrado en Unica copiaramosoma bacteriano. Sin
embrago, el empleo de este plasmido esta restrirrgaigunas proteinas, como

pudo evidenciarse por la imposibilidad de expré&&P1 como fusion a BP26.

Este es el primer trabajo en el que se utilizalasrpido integrativo eBrucella

en estudios de sistemas de expresion heterdloga.

Rapl deB. bovis y MBP83 deM. bovis pueden ser expresadas Bnabortus

S19. Rapl se localiza en la fraccion de membramependientemente de la
secuencia sefal utilizada. MBP83 se localiza en lonena al ser asociada a
OMP19 y en la fraccién soluble al estar como fusidos primeros aminoacidos

de-galactosidasa o de BP26.
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* La expresion de estas proteinas heterdlogas erdotextos estudiados no
alteran las caracteristicas de infecciorBdabortus S19 en el modelo murino de

infeccion estudiado.

» Las cepas recombinantes Beucella obtenidas que expresan ambas proteinas
heterélogas son capaces de inducir una respuésiarcespecifica contra el

antigeno heterdlogo que expresan, a través dgkca@on en el raton.

e Las inmunizaciones con SpRAP y Spompl9-RAP dispéaaproduccién de
anticuerpos predominantemente IgG2a, isotipo catigtico de respuestas de
perfil Th1.

» La falta de respuesta humoral especifica detectabiea MPB83 frente a las
inmunizaciones con las cepasBleicella que la expresan podria deberse a que

MBP83 no queda expuesta en la cara externa deteriza

» Las cepas recombinantes Bliaicella que expresan MBP83 o RAP1 inducen un
perfil de respuestammune compatible con proteccién, indicando queckgsas
desarrolladas son potenciales inmunogenos que mpadraconsiderados en el

desarrollo de estrategias de vacunacion para etotate la tuberculosis y la

babesiosis.
Lic. Julerdnica Sabio y Garcia
Doctod®
Dra. Fabiana Bigi Dra. Eleonora Campos
Directora Directora asistente
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1. Secuencias de genes y proteinas Beabortus:

1.1. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de los ggompl9y bp26y de las
proteinas OMP19 y BP26

Las secuencias de los germespl9 y bp26 se encuentran depositadas en el banco de datos
GenBank del sitio NCBI_(www.ncbi.nlm.nih.gigvcon los niameros de acceso Z54148 para
bp26 y BAU29211 parampl9. A continuacién se transcriben las secuenciasntidicas para
simplificar el analisis de los resultados. En regosefialan las secuencias correspondientes a los
péptidos sefal, en azul el resto de la secuendificante y en negro las regiones adyacentes
secuenciadas a partir de los insertos de los fagosnbinantes de la biblioteca genémicdde
abortus S19. Ademas, en la secuencia del bg26 se sefiala en naranja la regién del gen que
se encuentra deletada en el plasmido pK26L. Secetreun sefialados, por subrayado, los sitios
de restriccion que luego seran utilizados parabterncion de las cepas recombinantes y, por
subrayado doble, los sitios de pegado de los aligentidos.

En la secuencia dampl9, se resalta en negrita la secuencia codificanteggondiente al
consenso de precursores de lipoproteinas bacteriano

Las secuencias aminoacidicas estan indicadas mismos patrones de color: rojo
corresponde al péptido sefial. Subrayado en rojodsea el tetrapéptido que muestra una gran
similitud con estas secuencias consenso de ligidacbe recuadra la cisteina (C) que
corresponde al sitio de acilacién. La secuencianaatidica subrayada en azul corresponde a
los primeros aminoacidos para la fusion con MPB&AP L.

1.1.1. Secuencia demp 19:

1 gatctggttg ccgagcccgt tcatcctggc gaaggctgecc tttgtggcca taactaacgt

61 oggttccattc ttcctgecgge tttggtcatc aagcctgaca atgagggtct atatggcgga
pomp19f

121 aaagcccgca aattgccagt acccgcgcgc gattgcaaaa cttgcagtgc agtcatgcge

181 ccagaacaaa cgccaatatc ggggaaactg tggccttgct gtgccagttt cagaattatc

241 aggtggtttc aagcattctt gaagggcttt ggaggcagaa atgaaaggtg ctggtgttgce

301 ttttttaacc atatagccat tttatcggtc caatAtatca tattgcatgg cttcggcatg

M
361 ggaatttcaa aagcaagtct gctcagcctc gcggcggcetg gcattgtchmgggggggggg
G I S K A S L L S L A A A G I V L G [d

421 cagagctccc ggcttggtaa tctcgataat gtttcgcctc cgccgecgcec tgcaccggtc
Q S SR LGN L DN VSPP P PP APV
481 aatgctgttc cggcaggcac ggtgcagaaa ggcaatcttg attctcccac caattcccca
pompl19r
NAVP A GT V QK GNULUD S PT QF P
541 atgcgccctc cacggatatg agcgcgcaat ccggcacaca ggtcgcaagc ctgccgectg
NAPS TDM S AQ S GTQ V AS L
601 catccgcacc ggacctgacg cccggcgecg tggctggcgt ctggaacgcc tcgcttggtg
G

A S AP D L T P G A A \Y N A S L
661 gtcagagctg caagatcgcg acgccgcaga ccaaatatgg ccagggctat cgcgcaggcec
G Q S C K 1 A T P Q T K Y G Q GY R A G
721 cgctgcgctg ccccggtgaa ctggctaatc ttgectcctg ggecgtcaat ggcaagcaac
P L P G E L A N L A S W AV N G K Q
781 tcgtccttta cgat gcgaac ggcggtacgg ttgcctcget ctattcttca ggacagggcc
L VvV L Y D A N T V A S L Y S S G Q G

841 gcttcgatgg ccagaccacc ggcgggcagg ccgtgacgct gtcgcgcetga cagggccgct

901 tcgatggcca gaccaccggc gggcaggccg tgacgtgtcg cgctgatctg acccggaaac

961 gat gaagagg 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 ddp26 (Z54148)

1 atctcaaatc aacaactcct tgcataaaag gagacttaag aacacaatga tttcaagaca
61 aagcccctga cataacccge tttgtccaaa tttttcaact tttcctgtag gagattttat

121 gaacactcgt gctagcaatt ttctcgcagc ctcattttcc acaatcatgc tcgtcggcge

N T R A S N F L A A S F S T I M L vV G A

181 tttcagcctg cccgetttcg cacaggagaa tcagatgacg acgcagcccg
F S L P A F A Q E N Q M T T/Q P i???% I A
vV T G E G N N P T S P DM A I L N L S V
L R Q A KTA R E A M A T N N N E A M T
A N N E A MR K V L D AM K K A G I E D

DL QT GG I DI QP11 Y VYUP
i I_ﬂngg_ggacagttca gaaccat gct agcagccgca ccggacaatt ccgtgccgat

s

841 tgccgcaggc gaaaacagct ataacgtatc ggtcaatgtc gtttttgaaa tcaagtaaat
Y NV S V NV V F E I K

901 agagccgggg tatgacgccc tttgccacct gatacaaaac gccggectgg tttcacaggce

961 gtttttttga ttagaggcgt ttcgatctga ttgaatccga tcggcgectct aatcctttgt

1021 tttgacgcgc atcttttccg aaaaccgttt cacacttttc ggatgcggtc tagcggatga

1081 tcggaaaccg cgcgcaaatg tcacgctcgt cggacgacat ggcggaaccc acgcacggta
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1.2.

En rojo se sefialan las secuencias (aminoacidicascleotidicas) correspondientes al
péptido sefial, en azul el resto de las secuenaassitios de pegado de los oligonucledtidos se

Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del gapl (AAXT01000002
region: 1305362.1307059y de la proteina RAP 1 deBabesia bovis

encuentran sefialados por subrayado doble.

1 atgagaatca ttagcggcgt tgtcggttgec cttttcttgg tgttttcaca ccatgtgtct

prapf

M R I |

gcttttcgcc acaat cagag agtaggaagt ctcgctccag
p26rapstf/ p19rapstf

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

S GV

A F R H

acctccacat
T S T L

act aaggat a

T K D M

tctaatgctc
S N A P
gaaat gt acg
E MY G
cctctatctc
P L S L
gcatccaatc
A S N P
aaccatggtg
N H G D
gaaggaact a
E G T T
tacaagactt
Y K T Y
act acaaaga
T T K |
gttcctgaag
V P E D
gaagattaca
E DY M
at ggt gaaga
M V K K
agat ggat aa
R w1 K
ttcat cgagg
F I E D
act aaaaagt
T K K F
gccgaacct a
A E P T
gagaacattg
E N I G
ttcctagacg
F L D E
act aagcact
T K H F
cct caagtca
P QV T
aaggaggttc
K E V P
gaaat cat ac
E I 1 H
act aagcagt

N Q R

t ggaaacagc
E T A

t gaaacat gt
K H V
ct gaggactc
E D S
gatgctttac
C F T
ttccaaaccc
P N P
ct gct aagaa
A K N
attaccacta
Y H Y
ccgatgttga
D V E
atttgacagt
L T V
tattcagccg
F S R
attttgaaga
F E E
tgttgaccca
L T Q
aggttctgct
V L L
agaaattcag
K F R
at act aacga
T N E
ttat gcagga
M Q D
ctaagacttt
K T F
gccaacccac
Q P T
aaaacat cgg
N I G
tcttagacga
L D E
ccaagaaggt
K K V
ctcatactac
H T T
at gagtttgg
E F G
tcttaaacga

vV G C L

vV G S

tgatactttg
D T L

tttgagcaat
L S N
caact gt cgt
N C R
gatt gacaat
I D N
ttaccagttg
Y QL
cagcgt aaaa
S V K
cttcgtcact
F v T
atatcttgtc
Y L V
aaacagtatg
N S M

tcgt attagg
R I R
aaggagcat c

gattccaact
I P T
cggtagcettg
G S L
agactttttc
D F F
agttaccaaa
vV T K
cact cacgaa
T H E
tttcaaggag
F K E
caaggagttt
K E F
t caaccaacc
Q P T
gaat att gct
N | A
t at aact gag
I T E
cat gaaagt c
M K V
tact ggcgcc
T G A
aact gttggc

F L V

L AP A

at gactctcc
M T L R
ggccgt gage
G R E Q
gaggt agtta
E V V N
gt caaatatc
vV K Y P
gat gct gcgt
D A A F
cgcgaat ggt
R E WL
ggtctgttga
G L L N
aacaaggt ac
N K V L
aacgccaagt
N A K F
caaacattga
Q T L S
gaacgt at ca
E R I T
ctttccaagt
L S K F
acct cgt acg
T S Y V
t ct aaaaacg
S K N V
aact atctga
N Y L K
aaaaccaaag
K T K G
gct cct caag
AP Q V
tt cagggaag
F R E A
aaggagtt ct
K E F F
caacctacta
Q P T K
aacattgctc
NI A Q
tt gaat gaaa
L N E N
aagaatttca
K N F |
caacct acaa

F S H
ct gaagt ggt

E V V

gt gaccacat
D H M

agat t gt aaa
I V. N
acaattat gc
N Y A
cgttgtatca
LY Q
tcagattgtt
R L F
tgcgtttcag
R F R

acaacaat gt
N N V
tctat at ggc
Y M A
ttttcaacag
F N R
gt gat at cat
D I 1
ctcaacttac
QL T
ttgcacgtcg
A R R
tt gaagct cc
E A P
ttacccaacc
T Q P
aagccaat gt
A N V
gctat ct gaa
Y L K
t caccaaaca
T K H
ct ccccaagc
P Q A
t cagggaggc
R E A

aagaattttt
E F F
aaccaact aa
P T K
acattgctca
I A Q
tttccgcagce
S A A
aggaat t cct

H V S

aggtgattta

G D L

gcacaacat t
H N |
tgatgtttge
D v C
tgaccgtt gt
D R C
agagt accaa
E Y Q
caaagagagt
K E S
aaat ggagcg
N G A
t gt gcacgag
V H G
t accat gaac
T M N
attcagcttc
F S F

caggt ggaat
R W N

t agcagct ac
S S Y
ttatgctgac
Y A D
ttggt acaaa
W'Y K
t acaaagaag
T K K
t gct gagecc
A E P
agagaat gt a
E N V
cttcttcgat
F F D
cact aaacat
T K H
tccccaagt ¢
P Q V
cagggatgtc
R D V

ggaattcctt
E F L
acct gccaag
P A K
ccat gaaggt
H E G
gaacggagct
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T K QF L NE T VG QFPTIK EFL NGA
1561 ctagaaacta ctaaagacgc attacaccat ctgggtaaat catcagacga agccaacatt
L E T T KDA L HH L GK S S EE A NI
1621 tatgatgcct cggaaaatac cactcagtct aacgactcaa ctacttccaa cggt gaagac
Y DA S ENT T QS NDJST TSN GE D
1681 accgccggat acctctgatg agatgcgttt ataatggca
prapr/p26rapstr/pl9rapstr
T A G Y L
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1.3. Secuencias nucleotidicalENA|D64165|D64165y aminoacidicas del gen
mpb83 de Mycobacterium bovis MPB83 (LIPOPROTEIN P23)

En rojo se sefialan las secuencias (aminoacidicascleotidicas) correspondientes al
péptido sefal, en azul el resto de las secuenciaa yegro las secuencias nucleotidicas
adyacentes al gen. Los sitios de pegado de losmledtidos se encuentran sefialados por
subrayado doble. En la secuencia aminoacidicadézaien un recuadro el sitio de glicosilacion
putativo “TT” (Michell y col., 2003)

1 cgcggcaccc gcagccatgc gacttcggec tggcgagcge cactggatgg cctttcggea
61 gttagcgtcc gatgttgatg cgaacggcaa cgacattgcg gacgcgcacc tggccgecta
121 cgcgct agag aacaacgcaa cctggttgag cgccgaccgc ggctttgecc gtttccgtcg
181 actgcgctgg cgtcatccgt tggacggtca gacccatcta taaccggccc cactccgaat
241 cactggtgtc cacccaggag gacggcgttc aacgccgccc gcagaagcaa aggaat cgaa
301 gcgatgatca acgttcaggc caaaccggcc

p1983f/ p2683

M I N V Q A K P A
gcgttcttag cgggttgttc gagcaccaaa
A F L A G C s S T K
gcgaccagcc cggcggecgcec cgttaccacg
A T S P A A P vV |IT T
attggtcgtg ggtgcgcgca atacgcggeg
I G R G CA Q Y A A
ggaat ggcgc aagacccggt cgctaccgceg
G MA Q DPV A TA
acctcggctc tgtcgggcaa gctgaacccg
T S AL S G K L NP
ggcgagt aca ccgttttcgc ccccaccaac
G E YT V FA P TN A A F D KL P A AT
at cgat caac 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
gccggccagg cgagt ccgag caggat cgac ggcacccatc agaccct gca aggt gccgac
S P S R I D

gcagcagcga gcctcgcage catcgcgatt
A | A |
cccgaaaccg
P K P
agcggacct g
A D L
at cggt ggcc
S V A
cagtaccctg

A A A S L A
cccgt gt cgc aagacaccag
PV SQ DT S
gcggcaat gg ctgaccccgce
A A MA D P A
caaaat ccca ccggtcccgg
QNPT G P G
gcttccaaca acccgat gct
A°S NN P ML S T L
gat gt gaat ¢ tggt cgacac cctcaacggc
DV NL V DT L NG
gccgcattcg acaagct gcc ggcggccact

361

421

481

521

601

661

721

781
G A D

821

901

961

A G Q A
ct gacggt ga taggcgcccg cgacgacctc
L T vI GAR D DL
ggagttcaca ccgccaacgc gacggt gt ac
GV HT A NA T VY
cagtaacgtt cggcgcggtc aaggcgaggce
Q

G THQ T L OQ
at ggt caaca acgccggttt ggtatgtggce
MV N N A G L vV C G

at gatcgata cggt gctgat gcccccggea
M I D T v L M P P A

agccc gtgta ggcggtttge ctca
p2683r/ pl983r
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Abstract

Brucella abortus strain 19 (live vaccine) induces a strong humoral and cellular immune response and therefore. it is an attractive vector for
the delivery of heterologous antigens. The objective of the present study was to express the rhoptry-associated protein (RAP1) of Babesia bovis
in B. abortus 819, as a model for heterologous expression of immunostimulatory antigens from veterinary pathogens. A plasmid for the expres-
sion of recombinant proteins fused to the aminoterminal of the outer membrane lipoprotein OMP19 was created. pursuing the objective of
increasing the immunogenicity of the recombinant antigen being expressed by its association to a lipid moeiety. Recombinant strains of B. abormus
519 expressing RAP1 as a fusion protein either with the first aminoacids of B-galactosidase (S19pBB-RAP1) or B. abortus OMP19 (S19pBB19-
RAP1) were generated. Plasmid stability and the immunogenicity of the heterologous proteins were analyzed. Mice immunized with S19pBB-
RAPI or S19pBB 19-RAP1 developed specific humoral immune response to RAP1, IgG2a being the predominant antibody isotype. Furthermore,
a specific cellular immune response to recombinant RAP1 was elicited in vitro by lymphocytes from mice immunized with both strains. There-
fore, we concluded that B. abortius S19 expressing RAP1 is immunostimulatory and may provide the basis for combined heterologous vaccines
for babesiosis and brucellosis.
© 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Kevwords: Brucella abortus 819; Babesia bovis; RAPI1

1. Introduction population live in Babesia enzootic regions, subtropical and

tropical areas, where the disease causes significant economic

Babesia species are intra-erythrocylic, tick-transmitted api-
complexan parasites that infect a wide variety of vertebrate
hosts and cause severe diseases in wild and domestic animals.
Bovine babesiosis is commonly caused by Babesia bovis or
Babesia bigemina. Three-quarters of the world’s cattle
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E-mail addresses: ecampos@tecpar.br, eleonoracampos@ yahoo.com (E.
Campos).
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Prof. Algacyr Munhoz Maeder 3775 (Tecpar), CIC, 81350-010 Curitiba, PR,
Brazil.
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losses. Babesiosis is characterized by fever. hemolytic anemia
and anorexia. Particularly. B. bovis causes the most severe
cases of bovine babesiosis, and due to the sequestration of
infected red blood cells in the microvasculature of the brain.
neurological signs also result. The animals that survive the
acute phase become persistently infected and are resistant to
developing clinical disease upon reinfection with a homolo-
cous strain [1]. Among the few B. bovis antigens that have
been characterized. the rhoptry-associated protein. RAPIL, is
considered a good candidate for vaccine development. RAPI
of B, bovis is a 60-kDa protein localized to the apical sur-
face and within the rhoptries of merozoites [2]. RAPL has
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T-helper-lymphocyte epitopes in the aminoterminal region
and B-cell epitopes in both the amino and carboxyterminal
regions. Immunization of cattle with recombinant RAPI
was shown to significantly reduce parasitemia upon subse-
quent infection [3]. Recently, this antigen was expressed in
the BCG strain of mycobacteria and the recombinant strain
elicited both humoral and cellular responses against RAPI
in mice. demonstrating the promising aspect of this antigen
[4]. Nevertheless, although BCG serves as a good model
to study the immunogenicity of the antigen. this strain
cannot be used to vaccinate bovines because the immune
response it elicits interferes with diagnostic testing,

Brucella abortus is a facultative intracellular pathogen
which causes brucellosis, a major zoonosis, in several coun-
tries. Brucellosis causes abortion and infertility in cattle and
a clinical manifestation known as undulant fever in humans
[5]. The vaccines used for control for bovine brucellosis are
attenuated B. abortus S19 (smooth strain) and RB51 (rough
strain) [6]. Both strains induce a strong Thl response and
generate cell-mediated immunity (CMI), while S19 also
induces a strong humoral response against surface antigens.
particularly O antigen [7]. S19 vaccine has been widely used
for more than 50 years and the immune response it elicits,
both in animal models as well as in the natural host, has
been extensively studied.

Expression of antigens from diverse pathogens has been

evaluated in B. aborfus RB51 rough strain, with the aim of

increasing its immunogenicity [8.9]. Also. a repetitive antigen
of Trypanosoma cruzi was expressed in the periplasm of B.
abortus S19 aiming to tag the vaccine strain and therefore
provide an additional means to differentiate vaccinated
animals from infected animals [10], Taken together. these
features form a strong basis for using B. abortus as a vaccine
carrier to induce a Thl biased immune response against
specific antigens, The mechanism of protective immunity to
B. bovis is thought to involve both CD4-T-helper!l lympho-
cytes and antibody responses [11]. Thus. B. abortus 519 could
be an attractive alternative as a live carrier of Babesia immu-
noprotective antigens.

We developed a vector for expressing heterologous antigens
in B. abortus associated to OMP19, an outer membrane lipo-
protein [12,13], expecting the heterologous antigen to be asso-
ciated to a lipid moiety in the Brucella membrane. In this way
we generated recombinant B. abortus S19 strains expressing
RAPI antigen from B. bovis. This study highlights the use
of B. abortus S19 as a vehicle for the expression and presen-
tation of B. bovis antigens and supports further investigation
on this strategy for the development of heterologous vaccines
for the control of bovine babesiosis,

2. Materials and methods
2.1. Bacterial culture conditions
B. aborms strain 19 was used from our strain collection.

Escherichia coli DH5a and Top 10 were purchased from
Invitrogen. E. coli was grown in either liquid or solid

Luria—Bertani (LB) medium containing appropriate antibi-
otics at the following concentrations: ampicillin (100 pg/
ml): kanamyecin (50 pg/ml). Bruecellae were grown at 37 °C
in trypticase soy broth (TSB) or tryptose agar (TA) (DIFCO).
supplemented with antibiotics (kanamycin, 25 pg/ml), when
appropriate,

2.2. Plasmids

For the construction of pBBI19, primers 5'paallccattctic
ctecggetttd and 5'accggtecgaaacattatcgagattaccad’ were used
to amplify a region corresponding to part of ompl9, from the
genomic DNA of B. abortus 519 (NCOO7618). Amplification
conditions were 95 °C. 2 min. followed by 35 cycles of 95 °C,
I min; 58 °C. 1 min and 72 °C. The amplified gene fragment
was cloned into the pGEM-T Easy vector. Subsequently, the
EcoRI insert was subcloned into pBBRIMCS2 [14] to obtain
pBB19. In order to construct veciors for RAP| expression in
B. abortus. the rapl gene was amplified by PCR from the genomic
DNA of B. bovis RIA extracted with a Puregene kit (Gentra,
USA) from B, bovis R1A (AF030062), kindly provided by Dr,
Ignacio Echaide (INTA-Rafaela, Argentina) [15]. Primers
5'aagcttagaatcattageeee3’ and §'lctagagagetatccgeceetd’ were
used. with HindlII restriction site incorporated into the forward
primer and Xbal restriction site in the reverse primer to allow
the directional cloning of the full length rap/ into PBBRIMCS2,
In orderto subclone rap! without the sequence that encodes for its
signal peptide into pBB 19, primers: forward 5'ctgcaggciitcgecac
aatcagagagt’d’ and reverse 5'clgeagletagagagglalcegeegetd’ were
used. Pstl sites (underlined) were incorporated into both primers.
Amplification was performed at 95 °C, 2 min, followed by 35
cycles of 95°C. 1 min: 58 °C. | min and 72 °C. 1.5 min. The
amplified gene fragments were cloned into the pGEM-T Easy
vector (Promega) and then subcloned into HindII-Xbal of
pBBRIMCS2, or Pstl of pBBI1Y9 to generate pBB-RAPI or
pBBI9-RAPI. respectively. The recombinant plasmids were
transformed into E. coli DH5a cells and analyzed by sequencing
to check for correct framing and orientation. Subsequently, the
purified plasmids were used to electroporate B. aborius S19,

2.3. Transformation of B. abortus S19

Recombinant plasmids were electroporated into B. abortus
519 according to methods previously described [16]. Trans-
formant colonies were confirmed by colony PCR using rapl
specific oligonucleotides. Finally, total proteins from the
kanamycin-resistant B. abortus S19 colonies (rS19) were
analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis followed by immunoblotting with monoclonal an-
tibodies (Mab) specific for B. bovis RAP1 protein (Mab
BABB75A4 kindly provided by Dr. Carlos Suarez. Animal
Disease Research Unit, USDA Agricultural Research Service,
Pullman, Washington). B. abortus S19 strains containing
plasmids pBBRIMCS, pBBI19., pBB-RAPl. pBBI9-RAPI
were designated SI19pBB. S19pBB1Y., SI19pBB-RAPI.
S19pBB 19-RAPI. respectively.
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2.4. Subcellular fractioning of S19pBB-RAP1 and
S19pBBI19-RAPI

Subcellular fractioning was performed as previously
described [4]. The fractions were analvzed by Western blot
using Mab BABB75A4.

2.5. Mice immunization, obtaining of sera
and splenocytes

Female BALB/c mice of 12 weeks of age were used. They
were raised in the animal house of the Instituto de Biotecnolo-
gia (INTA), under appropriate conditions of temperature,
water and feeding. Animals were inoculated intraperitoneally
(i.p.) with 1 % 10° colony forming units (CFUs) of the indi-
cated strains or with purified recombinant RAPl (rRAPI)
(25 pg/ml in Freund's adjuvant, Sigma). Negative control
mice were treated with saline alone (PBS). Mice were eutha-
nized by cervical dislocation. bled by cardiac puncture
(when requiring sera) and their spleens removed. For deter-
mining bacterial infection, spleens were weighed, homoge-
nized in 5 ml of PBS and used for Brucella colony counting
by serial dilution and plating on TA with or without the corre-
sponding antibiotics. Colonies were examined after 3 days at
377

2.6. Humoral immune response

Antibody responses were monitored by ELISA and Western
blot (WB). The presence of serum immunoglobulin G (TeG).
[eGl, and Ig(G2a isotypes with specificity for RAP1 was deter-
mined by indirect ELISA as previously described [17].
Recombinant RAP1 (rRAP1) was obtained as detailed else-
where [4] and used in a concentration of 5 pg/ml in carbonate
buffer, pH 9.6, to coat the wells of polystvrene plates (100 pl/
well; Nune-Immuno plate, MaxiSorp surface). For Western
blot (WB). membranes were probed with anti-RAP1 monoclo-
nal antibody in a [:200 dilution or mice sera in a 1:100
dilution. Alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse immu-
noglobulin G (Sigma) was used at a dilution of 1:2000. For
detection. BCIP/NBT Color Development (Promega) was
used.

2.7. Cellular immune response

Splenocytes were obtained by a previously described
method [4]. The cells were incubated at 37 °C in 5% CO, in
the presence of different antigens indicated in the text (1 or
5 pg of recombinant RAPL. 5 ng of B. aborius S19 crude
extract, 0.5 pg of concanavalin A, or RPMI alone). After
72 h, the supernatant was collected and IFN-y production
was determined by ELISA using 0.1 pg of capture-purified
anti-mouse IFN-y (clone R4-6A2) (BD Pharmingen, San
Diego, CA) and 0.05 pg of detection-biotinylated anti-mouse
I[FN-y (BD Pharmingen) per well according to the manufac-
turer's instructions. The assays were performed in triplicate.

2.8. Statistical analysis

Spleen weight and counts of bacteria in the spleen were an-
alyzed, due to the dispersion observed. by the non-parametric
test of Kruskal—Wallis after which a multiple comparisons test
was undertaken. The data for ELISA and IFN-v production
were subjected to analysis of variance. and the means were
compared using Tukey’s test.

3. Results
3.1. RAPI localizes in the membrane of B. abortus §19

Expression vectors pPBBRMCS2 [14] and pBB 19 [this study]
were used for expression of the B. bovis rapl gene in B, abortus
S19 strain. Plasmid pBBRMCS2 (pBB) is a replicative vector
that allowed cytoplasmic expression of the fusion protein to
the aminoterminal portion of B-galactosidase. Based on pBB
we developed plasmid pBB 19 which is also a replicative vector
containing both the promoter and the region that encodes for the
aminoterminal portion of B. abortus OMP19, a membrane-
associated lipoprotein. In this plasmid. a foreign gene can be
cloned in frame with the signal peptide-coding nucleotide
sequence of ompl9 to obtain a lipidated fusion protein that
can be directed to the outer membrane. RAP1 was successfully
expressed in S19 both as full length fusion to the first 36 amino-
acids of B-galactosidase and as a truncated fusion, without its
signal peptide, to the first 21 aminoacids of OMP1Y. Western
blot analysis using anti-rRAP1 antibodies revealed reactive bands
with apparent molecular masses of 66 kDa (p-galactosidase-
RAPI) and 62.5 kDa (19-RAP1) in whole extracts of recombi-
nant S19 strains (Fig. 1). In both cases, some degradation of
RAPI was observed. As a control. recombinant purified RAPI
(rRAP), expressed and purified from E. coli, was used, Although
the expected molecular weight of rRAP is expected to be
66 kDa, it suffers extended degradation (Fig. 1, lane 4),

Subcellular fractioning of rS19 revealed that RAP1 was
localized in association Lo the membrane fraction not only
when expressed as a fusion protein to OMP19 (Fig, 2a) but

Sp Spla SpRap iRap Spl9Rap

KDa

Fig. 1. Expression of RAP] in B. abortus S19. Western blot of B. abortus $19
extracts using anti-RAP1 monoclonal antibody Mab BABB735A4 (diluton
1:200). Lanes: Sp: S19pBB, Spl9: S19pBB19, SpRAP: S19pBB-RAFPI,
rRAP: recombinant RAP expressed in E. coli and Spl9RAP: S19pBB19-
RAPL. Molecular weight markers (in kDa) are shown on the right. RAP1 is
indicated with an arrow. Note: tRAP (66 kDa) purified from E. coli presents
a characteristic degradation pattern (lane 4).
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a S19pBE19-Rap
WE MF CF SI19pWE KDa
— 83
k" ""’ - ‘| 4— Rrari
i !%-'-, — &0
b S19pBB-Rap
WE MF CF S19pWE
KDa
F — B
— RAPI
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Fig. 2. Subcellular localization of rRAPI expressed in $19. Subcellular frac-
tions were separated by SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose mem-
brane. Western blotting was performed using Mab BAB73A4 at a dilution of
1:200. Panel (a); S19pBB19-RAP1. Panel (b): S19pBB-RAP1. References:
WE: whole extract, MF: membrane [raction, ultracentrifugation pellet
P150000, CF: cytoplasmic fraction, S150000 and S19pWE: S19pBB whole
extract. Molecular weight markers (in kDa) are shown on the right. The ex-
pected bands are indicated with solid arrows.

also as a fusion protein to f-galactosidase (Fig. 2b). possibly
due to RAPI intrinsic properties and/or its own signal peptide.
Similar results were recently reported for the expression of
truncated RAPL in Mycobacterium bovis 4], suggesting that
RAPI1 may have other signals that direct it to membrane local-
ization. The purity of the membrane fractions was confirmed
by the detection of OMPI19 using anti-ompl9 antisera and
the absence of any bands using anti-L7/LL12 antisera in addi-
tional Western blot assays (data not shown).

3.2. RAPI does not affect infection characteristics of
B. abortus S79 in the mice model

In order to evaluate the stability of the replicative vectors
carrying sapl gene constructs, groups of five mice were
infected with each strain and. at different time points, spleens
were collected and bacteria recovered.

Vector stability was assessed by comparing the number of
colony forming units (CFUs) recovered from mice spleen on
solid media, supplemented or not supplemented with the selec-
tive antibiotic at 3 and 4 weeks post-infection (Fig. 3a). Al-
though CFUs were lower in the presence of the antibiotic for
the three strains, these differences were not statistically signifi-
cant, indicating plasmid stability. Nevertheless it is noteworthy
that we have found that pBB-RAP| presented higher plasmid
loss than pBBI9-RAP. as indicated by fewer CFU counts of
S19pBB-RAPI1 on the solid medium supplemented with the

corresponding antibiotic (TAK) than without the antibiotic
(TA). Whether this could be an indication that pBB19-RAP
may be a more stable candidate under different assay conditions
needs to be further investigated. When these strains were grown
in liquid culture, no difference was observed (data not shown).

There were also no statistically significant differences in
the CFUs of S19pBB. S19pBB-RAPI1 or S19pBB 19-RAPI
recovered from mice spleen when the three groups were
compared to each other, indicating that the three strains retain
equal colonization characteristics. Accordingly, no differences
in the spleen weight of infected mice were observed in any
group at each time point (Fig. 3b), suggesting that the expres-
sion of RAP1 in S19 did not alter the infection characteristics
of 819 in the mouse model of infection,

Expression of RAPI following passage in vivo was con-
firmed by PAGE followed by Western blot of whole protein
extracts of rS19 colonies recovered from the spleen of immu-
nized mice at all time points (data not shown).

3.3. B. abortus /9 strains expressing RAPI induce
a specific cellular and humoral immune response to
RAPI in BALB/c mice

The next guestion was whether the heterologous protein
expressed by the transformed B. aborfus was able to generate
an immune response in the course of an experimental infection
in the mouse model. Groups of five mice were intraperitoneally
infected with S19pBB, S19pBB-RAP| and S19pBB 19-RAPI.
Ascontrol, another group of mice was injected with saline solu-
tion (PBS). In order to study specific cellular immune response
stimulation, IFN-y production was measured. Splenocytes were
collected from animals at 3 weeks post-inoculation and were
stimulated for 72h with purified RAPI pretreated with
polymyxyn B, to reduce potential LPS contamination (Fig, 4).
Splenocytes from mice infected with SI9pBB-RAP1 and
S19pBB19-RAPI produced significantly higher levels of IFN-
v compared to splenocyles from mice infected with SI9pBB
when stimulated with 5 pg of rRAPL (P < 0.05 and P < 0.01,
respectively). Although there is an apparent higher production
of IFN-y by splenocytes stimulated with rRAPl in the
S19pBBI19-RAPI group compared to the S19pBB-RAPI. this
difference is not statistically significant. With lower concentra-
tions of rRAP | as antigen (1 pg), only splenocytes from mice in-
fected with S19pBB 19-RAP | showed a statistically significant
difference compared to the control (P < 0.01). Similar results
were obtained in another independent experiment (data not
shown). The level of IFN-vy produced by ConA or heat-killed
S19 stimulated splenocytes was high in all cases. No rRAPI
specific cellular immune responses were detected in the animals
inoculated with PBS (data not shown).

Humoral immune response was examined by Western blot
(Fig. 5) and indirect ELISA (Fig. 6). Sera from mice inocu-
lated either with SI19pBB-RAPI or with S19pBB19-RAPI
recognized RAP1 when either rRAP1 (Fig. 5a, b) or B. bovis
extract (Fig. 5¢) was used as an antigen (extensive degradation
was observed for rRAPI). Neither S19 nor PBS immunized
mice produced a detectable level of antibodies. at least by
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Fig. 3. Persistence ol bacteria in spleen and spleen weights in inoculated mice. Numbers of bacteria in the spleen (a) and spleen weight (b) were measured at

3 and 4 weeks after vaccination. TA: tryptose agar, TaKn: tryptose agar supplemented with 25 pg/ml of kanamycin. Results are expressed as the means of five
mice = standard deviation (sd). In (b), groups with one asterisk were significantly different from the saline group (P < 0.001).

Western blot analysis, against either source of RAP1. The sub-
class of antibodies that was being generated was determined by
indirect ELISA, and showed a bias towards IgG2a (Fig. 06),
suggesting the development of Thl biased immune response.
Altogether, these data confirm the induction of a specific hu-
moral and cellular immune response against RAPL, using B.
abortus S19 as a live carrier.

4. Discussion
The most convenient and practical means to control bovine

babesiosis is vaccination. The potential use of live recombi-
nant bacteria as a platform for vaccine development is highly
O S19pBB

ES519pBB-RAPI W S19pBB19-RAP]

3000 4

2500

2000

1500 4

INF v (pg/ml)

1000 A

500 4

Q m. T
Media rRAP 1

rRAP 5  Heat-killed S19  ConA
Antigen

Fig. 4. Mice splenocytes [FN-y production at 3 weeks post-infection. Bars rep-
resent groups of mice inoculated with: S19pBB (white bars), SI9pBB-RAP1
(gray bars), S19pBB19-RAPI (black bars). Antigens used: rRAP1 and
rRAPS stand for rRAPI at a concentration of 1 and 5 pg/ml, respectively;
Con A: concanavalin A; media: culture media; heat-killed S19: inactivated
whole cell extract of B. abortus S19. Results are expressed as (pg/ml) and rep-
resent the means of five mice = standard deviation (sd).

attractive. This strategy has been successful in inducing a ro-
bust immune response to antigens from different parasites
[18.19]. In this work, we designed two different expression
vectors carrying B. bovis antigen RAP1. We transformed strain
S19 of B. abortus with these vectors and the RAPI antigen
was successfully expressed in both cases.

Regarding subcellular localization, RAP1 was localized
associated to the membrane fraction, independently of the vec-
tor used. Taking into account that RAP1 is associated with the
parasite membrane [20], it is possible that recombinant RAPI
molecule shows an intrinsic affinity for the cellular membrane.
Having found RAP1 in the membrane fraction. even as a fusion
to B-galactosidase without export signal, might constitute an
evidence of protein native conformation, meaning that the
intracellular expression driven by both vectors would allow
proper folding of this protein. This aspect becomes more
relevant since it has been recently demonstrated that immuni-
zation with recombinant RAPI protein using adjuvants that
induced strong IgG and Thl responses in cattle was not suffi-
cient to provide protection against challenge with a virulent
strain of B. bovis [21]. The authors hypothesized that even
though IgG responses were restimulated by challenge, struc-
tural differences in recombinant and native proteins may result
in antibody responses against recombinant RAP1 incapable of
neutralizing parasite infectivity. Whether RAP1 expressed in
S19 presents adequate protein conformation remains to be
further analyzed.

Stability of recombinant bacteria within the vaccinated host
is a prerequisite for any potential live recombinant vaccine.
There were no statistically significant differences between
the CFUs of rS19 recovered from the spleen of mice on solid
medium either with or without the selective antibiotic. How-
ever, we found that pBB-RAP, encoding RAPI as a fusion
to the aminoterminal of B-galactosidase. was lost more rapidly
than pBB (base plasmid) or pBB19-RAP (plasmid encoding
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Fig. 5. Mice humoral immune response against rRAP1. Papel (a): detection of rRAP with sera from mice immunized with S19pBB-RAPL. Panel (b): detection of
rRAP with sera from mice immunized with S19pBB 19-RAP1. Panel (c): detection of RAP1 from 8. bovis whole cell extract. References: pB: sera from mice
immunized with S19pBB, PBS: sera from mice immunized with saline solution, pR3 and pR3: sera rom mice immunized with S19pBB-RAPI, weeks 3 and
3 post-inoculation respectively, pl9R3 and pl9R35: sera from mice immunized with S19pBB 19-RAP1, weeks 3 and 5 post-inoculation respectively, MA: anti-
RAP1 monoclonal annibody MoBAB75A4 (antigen detection control), rR: sera from mice immunized with tRAP purified from £. coli. Molecular weight markers

(in kDa) are shown on the right. The expected band is indicated with an arrow.

RAPI as fusion to the aminoterminal of OMP19), suggesting
that the fusion to OMP19 may result in a more stable plasmid.
Importantly, rS19 colonies recovered from the intracellular
environments were found to have maintained their ability to
express RAPI in all cases. We are now developing integrative
plasmids expressing the fusion OMP19-RAPI to avoid poten-
tial loss of recombinant vector in future in vive assays.

The development of alternative vaccines for the control of
bovine infections with B. bovis has been hampered by the ab-
sence of a convenient experimental animal model capable of
reproducing Babesia infection in cattle. However, we decided
to test our constructions in BALB/c mice as a first stage in
rS19 based vaccine evaluation, In order to evaluate the ability
of the recombinant bacteria to express the heterologous anti-
gen and the immunogenicity of the heterologous protein
expressed in Brucellae. immunization of BALB/c mice with
S19pBB-RAPI or S19pBB19-RAPI was performed. Western

055 [CIPBS
@ S19pBB-RAPI

[ S19pBE
B S19pBB19-RAPI

50

O at

IgG IgGl IeG2a

Fig. 6. ELISA detection of rRAP specific antibodies in mice serum and anti-
body subtype. Sera were collected [rom the mice of each group at 3 weeks
post-inoculation (dilution 1:100). Each bar corresponds to the mean of absor-
bance at 450 nm of the color developed (n =35 mice); error bars indicate stan-
dard deviations. Groups: PBS (dotted), B. abortus S19pBB (white), B. abortus
S19pBB-RAP (gray) or B. aborms S19pBB-19RAP (black). In all cases, the
sera were tested against rRAP1. Groups with one asterisk were significantly
different from the saline and S19pBB group (£ < 0.05). Groups with two as-
terisks were significantly different according to the subtype of 1gG: [gG2a sig-
nificantly higher than [gG1 (P < (0.01).

blot analysis of sera demonstrated that both rS19 constructs
were able to induce specific humeral immune responses
towards rRAPI, In addition to inducing anti-RAP1 antibodies,
both constructs expressing RAP1 were also able to stimulate
mice splenocytes secretion of IFN-y., when stimulated with
5 pg of recombinant protein. With a lower concentration of
the antigen (1 pg), only splenocytes of mice inoculated with
S19pBB19-RAP| were able to stimulate the secretion of
IFN-v (P < 0.01). This may be due to the higher stability of
RAPI1 antigen when expressed as a fusion to OMP19, or to
association to a lipid moiety, as OMPI19 is a lipoprotein
[12]. This issue still remains to be clarified.

The presence of 1gG2a, but not [gG1. antibodies specific for
RAPI and B. abortus S19 antigens in the serum of inoculated
mice suggests a preferential development of a Thl biased 1m-
mune response. However. it has been documented that
immunization of calves with RAPI and adjuvants that elicit
strong Thl cell and IgG responses was insufficient to protect
calves against virulent B. bovis challenge [21]. On the other
hand, it has been suggested that innate immune response may
explain the age-related cattle resistance to 8. bovis that prevents
the pathological consequences of infection [22]. When patho-
gen-molecular patterns bind to mammalian Toll-like receptors
(TLRs). they stimulate an innate immune response so that an
adaptive immune response can arise. B, abortus LPS and its
interaction with TLR4 are a well studied example of this kind
of immune response activation [23.24]. It is therefore interest-
ing to point out that both rS19 strains were able to colonize
the murine host and to express recombinant RAPI in vivo
upon immunization. Whether this active colonization would
lead to a difference respect of RAPI subunit immunization in
immune response or protection in calves, needs to be further
mmvestigated.

B. abortus S19 elicits both strong cellular and humoral
immune responses, the LPS in its surface being the main anti-
gen responsible for antibody secretion [25]. This antibody
response against LPS makes it not suitable for re-vaccination
of adult bovines as the titers of induced antibodies interfere
with the serology tests used for the detection of infected cattle,
In the case of babesiosis, it may be necessary 1o vaccinate or
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re-vaccinate adult cattle. Therefore we have also expressed
RAPI in B. abortus rough strain RB51, which may be used
for adult cattle vaccination [26]. Preliminary experiments
suggest similar results for this strain, but with a significant
decrease in humoral antigenicity with respect to S19 recombi-
nant strains, Mice inoculated with RB51 carrying pBB-RAPI
developed specific cellular immune response to RAPI, indi-
cated by the secretion of IFN-y by RAPI-stimulated spleno-
cytes (unpublished data). Experiments comparing the
immune response in mice towards RAPI expressed in 519
and RB51 are currently being undertaken in our laboratory.

In summary, this report described a strategy for inducing an
immune response against B. bovis, based on the expression of
RAP! in B. abortus S19. Both, humoral and cellular immune
responsiveness specific to the recombinant antigen were dem-
onstrated. These results indicate that B. abortus is an adequate
vector to express and present antigens of B. bovis. More likely,
to build a protective immune response against Babesia, multi-
ple antigens or immunogenic epitopes of several proteins may
be required [27]. Expressing such antigens in Brucella spp.
seems therefore highly attractive and may provide the basis
for future research in heterologous vaccines for bovine brucel-
losis and babesiosis.
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Abstract

Immunodominant MPB83 antigen [rom Mycobacterium bovis was expressed as a chimerie protein fused (o either B-galacolosidase. outer
membrane lipoprotein OMP 19 or periplasmic protein BP26 in gram-negative Brucella abortus S19, in all cases driven by each gene’s own promoter.
All fusion proteins were successfully expressed and localized in the expected subcellular [raction. Moreover, OMP19-MPB83 was processed as
a lipoprotein when expressed in B. abortus. Splenocytes from BALB/c mice immunized with the recombinant S19 strains carrying the genes coding
for the heterologous antigens in replicative plasmids, showed equally specific INF-y production in response to MPB83 stimulation. Association to
the lipid moiety of OMP19 presented no advantage in terms ol immunogenicity for MPB83. In contrast, fusion to BP26, which was encoded by an
integrative plasmid, resulted in a weaker immune response. None of the constructions alfected the survival rate or the infection pattern of Brucella.
We concluded that B. abornus $19 is an appropriate candidate for the expression of M. bovis antigens both associaled to the membrane or cytosolic

fraction and may provide the basis for a future combined vaccine [or bovine brucellosis and tuberculosis.
© 2010 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Brucella: Heterologous expression: Mycobacteria

1. Introduction

Bovine tuberculosis (bTB) remains an important animal
and zoonotic disease in many countries, causing both signifi-
cant economic losses and acting as a public health hazard.
Mycobacterium bovis, the causative agent of bTB, is closely
related o Mycobacterium tuberculosis, the agent responsible
for human tuberculosis [ 1]. While the main host of M. bovis is
cattle, other animals, including humans, may also be infected
[2]. The presence of bTB undermines the development of the
dairy and meat industry and it is an impediment to interna-
tional trade. At present there is no vaccine available for bovine
tuberculosis that does not interfere with diagnosis. Therefore,

* Corresponding author. Tel.: +54 11 4621 1447x174; fax: +54 11 4621
0199,
E-mail address: ecampos@cnia.inta.gov.ar (E. Campos).

controlling and eventually eradicating this disease is essential.
New vaccine candidates and novel immunization strategies are
strongly needed to improve the control of the global tuber-
culosis epidemic.

Among the many M. bovis antigens that have been char-
acterized, MPB83 has generated good T-cell and B-cell
responses in mice and in cattle when used as nucleic acid
based vaccine [3—5]. Even though in a later study vaccination
of calves with MPB83 DNA vaccine did not induce protection
against bovine tuberculosis [6]. the combined DNA (Ag85B,
MPT64, and MPT-83a)/BCG vaccine increased the protective
efficacy by more than 10—100-fold in calves challenged with
M. bovis compared to the combined DNA and BCG groups
[7]. MPBR3 is a glycosylated lipoprotein processed by signal
peptidase 11 and located at the surface [8], possibly with the
lipid tail coupled to the N-terminal cysteine embedded in the
mycobacterial outer membrane [9]. In SDS-PAGE followed by

1286-4579/% - see front matter © 2010 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Western blot of mycobacteria whole cell protein extracts, two
bands of 25 and 23 kDa that react with monoclonal antibody
MPBS83 have been detected. It has been proposed that they
correspond to different glycosylated forms of MPB83 [10].
These characteristics make MPBE3 an attractive antigen to use
as a model for heterlogous expression.

On the other hand, Brucella abortus is a facultative intra-
cellular pathogen which causes brucellosis, a major zoonosis,
in several countries. Brucellosis causes abortion and infertility
in cattle and a clinical manifestation known as undulant fever
in humans [11]. The vaccines used for control of bovine
brucellosis are attenuated B. abortus S19 (smooth strain) and
RB51 (rough strain) [12]. Both strains induce a strong Thl
response and generate cell-mediated immunity (CMI), while
S19 also induces a strong humoral response against surface
antigens, particularly O antigen [13]. SI19 vaccine has been
widely used for more than 50 years and the immune response
it elicits, both in animal models as well as in the natural host,
has been extensively studied. Animal models for brucellosis
are also well established and characterized.

For these reasons, B. abortus is an attractive vector for the
expression of heterologous antigens of veterinary importance
allowing expression from different promoters [14—18].
Furthermore, we have previously shown that B. abortus S19
can efficiently express RAP1 from Babesia bovis and is
immunostimulatory in the mouse model of infection [19].
Taken together, these features form a strong basis for using B.
abortus as an antigen carrier to induce a Thl biased immune
response.

In this work, we have generated recombinant B. abortus
S19 strains expressing MPB83 antigen from M. bovis in either
the membrane or cytosolic fractions and analyzed their ability
to elicit a specific immune response towards the recombinant
antigen as well as the infection parameters of the recombinant
strains in BALB/c mice.

This study provides a strong basis for expressing protective
antigens of M. bovis in B. aborms S19 and supports further
investigation on this strategy for the development of heterol-
ogous vaccines for the control of bovine tuberculosis.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial culture conditions

B. abortus strain 19 was obtained from our strain collec-
tion. Escherichia coli DH5a were purchased from Invitrogen.
E. coli derived strains were grown in either liquid or solid
Luria Bertani (LB) medium containing appropriate antibiotics
at the following concentrations: ampicillin 100 pg/ml; kana-
mycin 50 pg/ml. Brucella cultures were grown at 37 °C in
trypticase soy broth (TSB) or tryptose agar (TA) (DIFCO),
supplemented with the appropriate antibiotics (kanamycin 25
png/ml, ampicillin 50 pg/ml).

2.2. Plasmids

In order to construct vectors for MPB83 expression in B.
abortus, the mpb83 gene was amplified by PCR from the genomic
DNA of reference strain M. hovis ANS, generously provided by
Dr. Angel Cataldi. Primers 5'ctgcagegatgatcaacgttcagge3’ and
S'ctgeaggaggcaaaccgectacacd’ were used, with Pstl restriction
sites (underlined) incorporated into both primers to allow the
subcloning of the full length mph83 gene into pBBomp 19 [19]. In
order to clone mpb83 into PBBRIMCS2 [20] and pKS26 [21],
primers: forward 5 gcgcgeatgatcaacgticagg3’ and reverse
5'gcgegegaggcaaaccgectacact3’ were used. BssHII sites (under-
lined) were incorporated into both primers. Amplification was
performed at 95 °C, 2 min, followed by 35 cycles 0f 95 °C, 1 min;
58 °C, 1 min and 72 °C, 1.5 min. The amplified gene fragments
were cloned in pGEM-T vector (Promega) and then subcloned
into Pstl of pBBomp19 to generate pomp19-83, in BssHII site of
pKS26 for p26-83 or into EcoRI1 of pPBBRIMCS?2 to make p&3.
Recombinant plasmids were transformed into E. coli DHS5« for
cloning and amplification. Correct framing and orientation were
analyzed by DNA sequencing.

2.3. Generation of recombinant B. abortus S79
expressing MPBS83

Selected purified plasmids were used to electroporate B.
abortus S19 according to methods previously described [22].
Recombinant colonies were confirmed by colony PCR using
mpb&3 specific oligonucleotides. Finally, total proteins from
the kanamycin or ampicillin-resistant B. abortus S19 colonies
(rS19) were analyzed by sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) followed by
Western blot (WB) with a specific monoclonal antibody (Mab)
for MPB83. B. abortus S19 strains harbouring plasmids
pBBRIMCS, pBBompl9, pKS26, p83, p26-83 pompl9-83
were designated Sp, Spompl9, Sp26, Sp83, Sp26-83 and
Spomp19-83, respectively.

2.4. Subcellular localization of recombinant MPBS83 in
B. abortus

Subcellular fractioning of Sp8&3, Sp26-83 and Spompl9-83
was performed as previously described [23]. The fractions were
analyzed by Western blot (WB) using monoclonal antibody
anti-rMPB83 (kindly provided by Dr. H. Wiker).

2.5. Determination of lipid association of OMP19-
MPBS3

Liquid cultures of B. abortus and E. coli recombinant
strains were treated with or without globomycin in order to
assess inhibition of processing by signal peptidase 11 according
to previously described methods [19]. Globomycin was kindly
provided by M. Inukai (Sankyo Co. Tokyo, Japan). It was
dissolved in ethanol and used at 100 pg/ml (final ethanol
concentration of 2%) in the exponential phase of growth of the
bacterial cultures. As a negative control, a culture was treated
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with ethanol 2%. After 12 h (for Brucellae) or 2 h (for E. coli)
of incubation, bacteria were washed in phosphate-buffered
saline (PBS) and suspended in SDS-PAGE sample buffer.
These lysates were analyzed by SDS-PAGE and Western Blot
with the corresponding anti-MPB8&3 monoclonal antibodies to
evaluate accumulation of lipoprotein precursors.

2.6. Mice assays

Female BALB/c mice of 12 weeks of age were used. They
were raised in the animal house of the Instituto de Biotecnologia
(INTA), under appropriate conditions of temperature, water and
feeding. Animals were inoculated intraperitoneally (i.p.) with
1 % 10° colony forming units (CFUs) of the indicated strains or
with purified recombinant MPB83 (rMPB83) (25 pg/ml in
Freund’s adjuvant, Sigma). Negative control mice were treated
with saline alone (PBS). Mice were euthanized by CO, asphyx-
iation and serum and spleens were collected. For determining
bacterial spleen colonization and plasmid stability, spleens were
weighed, homogenized in 5 ml of PBS and used for colony
forming unit (CFU) determination by serial dilution followed by
plating on TA with or without the corresponding antibiotics.
Colonies were examined after 3 days at 37 °C. Animal experi-
ments were approved by the institute’s bioethics committee.

2.7. IFN-v production determination

For cellular immune response assessment, splenocytes were
obtained by a previously described method [23]. Cells were
incubated at 37 °C in 5% CO, in the presence of different
antigens indicated in the text (I or 5 pg of recombinant
MPB&3. 5 pg of B. abortus S19 crude heat inactivated extract,
0.5 pg of concanavalin A, or culture media RPMI 1640 alone).
After 72 h, the supernatant was collected and IFN-y produc-
tion was determined by ELISA using 0.1 pg of capture-puri-
fied anti-mouse IFN-v (clone R4-6A2) (BD Pharmingen, San
Diego, CA) and 0.05 pg of detection-biotinylated anti-mouse
IFN-v (BD Pharmingen) per well according to the manufac-
turer’s instructions. The assays were performed in triplicate.

2.8. Statistical analysis

Spleen weight and bacterial CFU in the spleen were
analyzed, due to the dispersion observed, by the non-parametric
test of Kruskale Wallis after which a multiple comparisons test
was undertaken. The data for IFN-vy production were subjected
to analysis of variance, and the means were compared using
Tukey’s test.

3. Results

3.1. Expression and cellular localization of MPB&3 in
B. abortus 579

MPB83 antigen from M. bovis was successlully expressed
in B. abortus S19 as a full length fusion to the first 36 ami-
noacids of B-galactosidase (Fig. la), to the first 38 aminoacids

of Brucella lipoprotein OMP19 and to the first 39 aminoacids
of Brucella periplasmic protein BP26 (Fig. 1b) using vectors
pBBRMCS2 [20]. pBBompl9 [19] and pKS26 [21]. respec-
tively. Western blot analysis using monoclonal anti-rMPB83
antibody revealed reactive bands with apparent molecular
masses of 24 kDa for OMP19-MPB83 and BP26-MPBS&3 and
of 27 kDa for B-galactosidase-MPB83 in whole extracts of
recombinant S19 strains, as expected. As a control, superna-
tant of M. bovis ANS was used (reviewed in [24]) (Fig. 1).
Plasmids pBBRMCS?2 and its derivative pBBomp19 are both
replicative vectors while pKS26 is an integrative vector for
Brucella. Based on our previous experience with BP26 which
showed it may be toxic when over-expressed in high copy
number plasmids [21.22], we decided to use an integrative
vector for expression of MPBE&3 as a fusion to BP26.

Subcellular fractioning of the recombinant strains gener-
ated (rS19) revealed that MPB83 was localized in association
to the membrane fraction when expressed as a fusion protein
to OMP19 (Fig. 2b). while it was localized in the cytoplasm
fraction when expressed as a fusion protein to B-galactosidase
(Fig. 2a). Recombinant fusion protein BP26-MPB83 was
detected in the soluble fraction supporting the idea that
MPBS83 as a fusion to BP26 is not anchored to membranes.
The purity of the membrane fractions was confirmed by the
detection of OMPI19 using anti-OMPI19 antiserum and the
absence of any bands using anti-L7/L12 antiserum (data not
shown).

3.2. OMPI19-MPBS3 is partially processed in presence
of globomycin

Globomycin is a potent and specific inhibitor of lipoprotein
signal peptidases. When cells are grown in its presence, there
is an accumulation of pro-lipopeptides [25.26]. To evaluate
whether OMP19-MPBR3 is successfully expressed as a lipo-
protein, both E. e¢oli (data not shown) and B. abormus S19
expressing OMP19-MPBS3 (Epompl9-83 and Spomp19-83,
respectively) were grown with globomycin, and cell extracts
were analyzed by WB (Fig. 3). The appearance of a band
corresponding to the unprocessed precursor was detected in
both cases, indicating the accumulation of a precursor when
treated with globomyecin. In untreated cells, only the mature
chimeric protein was detected. Inhibition of the maturation by
globomycin confirms the lipoprotein nature of this chimeric
protein. As controls, Sp26-83 and Sp83 were also treated with
globomyc¢in, but no differences were detected when treated
with the solvent (ethanol 2%) alone (data not shown).

3.3. Expression of MPBS3 does not affect infection
characteristics of B. abortus S19 in the mouse model of
infection

In order to evaluate whether expression of MPB83 affects
B. abortus pattern of infection as well as the stability of the
replicative vectors carrying mpb83 gene constructs, groups of
five mice were infected with each strain and, at different time
points, spleens were collected, disrupted and serial dilutions

158



IV Sabio v Gareia et al. / Microbes and Infection 12 (2010) 1236—1243
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Fig. 1. Expression of MPB83 fusion proteins in B. abortus S19. Delection of chimeric proleins in B. abortus 519 whole cell extracts by Weslern blol using anti-
MPB83 monoclonal antibody (dilutionl :200). Panel (a) p-gal-MPB&3. Lanes: 1: supernatant of strain M. bovis ANS5; 2: Sp83; 3: Sp (b) OMP 19-MPB#3 and 26-
MPB83. Lanes: 1: Sp26-83: 2: §p26; 3: Sompl19-83; 4: Somp19; 5: supernatant of strain M. hovis ANS.

were plated for bacterial counts. Vector stability was assessed
by comparing the number of colony forming units (CFUs)
from each strain recovered from mice spleen on solid media,
supplemented or not, with the selective antibiotic at 3 and 4
weeks post-infection (Fig. 4a). Although there is a slightly
lower count of CFU in selective antibiotics for strains bearing
replicative plasmids (Sp, Sp83 and Spompl9-83). these
differences were not statistically significant either at 3 or 4
weeks post-infection, indicating a high stability of recombi-
nant plasmids in vivo. No difference in CFU was observed for
Sp26-83 with or without selective antibiotic at any time point
which was expected as pKS26 is an integrative vector for
Brucellae. Furthermore, when these strains were grown in
liquid culture with and without antibiotics, no differences in
growth parameters were observed (data not shown).

Regarding infection pattern, S19 recombinant strains pre-
sented the same levels of spleen colonization as S19 carrying
empty pBB (Sp) which also correlates with expected bacterial
counts for this kind of experimental infection [21,22].
Accordingly, splenomegaly was observed in all mice groups
respect of control uninfected group, and correlates with infec-
tion parameters expected for S19. No differences in the spleen
weight among infected mice groups were observed at any time
point (Fig. 4b). These results suggest that the expression of
MPB83 in S19 does not alter the infection characteristics of S19
in the mouse model of infection. Expression of MPB&3
following passage in vivo was confirmed by PAGE followed by
WB of whole protein extracts of randomly picked rS 19 colonies
recovered from the spleen of immunized mice at all time points
(data not shown).

3.4. B. abortus S19 strains expressing MPBS3 induce
a specific cellular immune response to MPBS3 in BALB/
¢ mice

The next question we addressed was whether the heterolo-
gous proteins expressed by the recombinant B. abortus strains
were able to generate an immune response in the course of an

<= [}-pal-MPBS3

experimental infection in the mouse model. Groups of five mice
were intraperitoneally infected with Sp, Sp83. Sp26-83 and
Spomp19-83. As control, another group of mice was injected
with saline solution (PBS). In order to study specific cellular
immune response stimulation, splenocytes were collected from
animals at 3 weeks post-inoculation and were stimulated for 72
h with purified recombinant MPB83 (rMPB&3) pretreated with
polymyxin B to reduce potential LPS contamination and INF-y
production was measured (Fig. 5). Splenocytes from mice
mmmunized with Sp83 and Spomp 19-83 produced significantly
equally higher levels of IFN-y than splenocytes from mice
infected with Sp, when stimulated with tMPB83 at a concen-
tration of 5 pg/ml. Although splenocytes from mice immunized
with Sp26-83 also produced significantly higher levels of IFN-y
compared to splenocytes from mice infected with Sp, this was
significantly lower than the response of the other groups.
Coincidently, at lower concentrations of stimulating antigen
rMPBS&3 (1 pg/ml) only splenocytes from Sp83 and Spompl9-
83 immunized groups presented statistically significant higher
levels of IEN-y ( p < 0.001) than the control group, Sp. Similar
results were obtained in another independent experiment (data
not shown). The level of IFN-vy produced by ConA or heat-killed
S19 stimulated splenocytes was high in all cases. No rMPB&3
specific cellular immune responses were detected in the animals
inoculated with PBS or rMPB&3 (data not shown).

These data confirm the induction of a specific cellular
immune response against MPB83, using B. abortus S19 as
a live carrier.

4. Discussion

The most convenient and practical means to control bovine
tuberculosis is vaccination. M. bovis BCG is the most well-
known vaccine, though it is not currently used as a bTB vaccine.
Moreover, BCG vaccination failed to induce protection in the
majority of field experiments against natural infection
(reviewed in [27]). One of the biggest obstacles to the intro-
duction of BCG vaccination as a mechanism for bTB control in

b 1 2 3

«— OMP19-MPBE&3

Fig. 2. Subcellular localization of MPB83 fusion proteins expressed in B. abortus S19. Detection of chimeric proteins in B. abortus S19 subceellular fractions by

Western blot using anti-MPB&3 monoclonal antibody (dilution 1:200). Panel (a) Sp83. 1:

whole cell extract, 2: cytoplasmic fraction, S150000, 3: membrane

fraction, ultracentrifugation pellet P150000. Panel (b) Spompl9-83. I: whole cell extracl, 2: cytoplasmic fraction, S150000, 3: membrane fraction, ultracentri-

fugation pellet P150000.
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Spomp19-83  Spomp19-83
etOH glob

PN oy o,
Fig. 3. Lipidation of OMPI19-MPB&3 fusion protein. Western blot of
B. aborms S19 extracts using anti-MPB83 monoclonal antibody. B. abortus
pompl9-83 cells were treated with 100 ng/ml globomycin B in ethanol 2% for
12 h. They were also treated with ethanol 2% as a negative control. The solid
arrow indicates the unprocessed precursor; the dashed arrow shows OMP19-
MPB#3. References: Spompl9-83: Spompl9-83 non-treated: Spompl9-83
elOH, treated with ethanol, Spomp19-83 glob, treated with globomycin diluted
in ethanol.
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cattle has been that BCG vaccination sensitises animals to the
tuberculin skin test, such that vaccinated animals respond
positively to the skin test. The potential use of live recombinant
bacteria expressing selected mycobacterial antigens as a plat-
form for vaccine development is therefore highly attractive. In
this regard, B. abortus has proved to be a useful vector for the
expression of heterologous antigens [ 14—19].

In order to test this hypothesis, we have expressed MPB83
antigen of M. bovis in B. abortus S19. S19 has been used as
a vaccine for bovine brucellosis for more than 50 years now in
many countries of Latin America, and the immune response it
elicits is very well characterized both in mice and in its natural
host. the bovine. This makes it a strong candidate for model
studies of heterologous expression. Surveillance and diagnosis
of brucellosis in countries where S19 is the vaccine of choice
is done by classical serology tests that include agglutination
and Bengal Rose [11,28]. This is accompanied with a proper
vaceine protocol that involves early vaccination of heifers. On
the other hand, RB51 is a rough strain also in use in many
countries. We have chosen to work with S19 because LPS is
a strong humoral antigen and may serve as a natural adjuvant.
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MPB&3 is a glycosylated lipoprotein processed by signal
peptidase 11 and located at the surface in mycobacteria [8]. We
have cloned mpbS83 full length gene in three different vectors
with the objective of generating recombinant Brucella strains
that would express the chimeric protein in different subcellular
localizations. MPB83 antigen was successfully expressed as
a fusion to P-galactosidase. localized in the cytoplasmic
[raction, and as a fusion (o the first aminoacids of B. abortus
OMP19 lipoprotein, associated to the membrane fraction. As
to the chimeric BP26-MPBS83 protein, the band detected by
Western Blot essays coincides with the predicted molecular
weight of the processed polypeptide and was detected in the
soluble fraction. This suggests that the first 28 aminoacids of
the BP26 aminoterminal sequence were cleaved as expected
and the resulting polypeptide is not associated to membranes.
Nevertheless, purification of periplasmic Brucella fraction
could not be achieved and periplasmic localization of
recombinant protein was not confirmed.

Itis well known that lipoproteins are Key antigens in immunity
to many bacterial diseases [29—32]. 1t also has been found that
non-lipoprotein antigens from the parasite Leishmania major in
fusion to bacterial lipoproteins can enhance immunity [33].
Lipoproteins are synthesised with an N-terminal hydrophobic
signal peptide that is cleaved from the mature polypeptide by
lipoprotein signal peptidase (LSP) prior to covalent linkage of
afatty acid [ 33]. The presence of the lipid moiety would allow the
protein to take up the correct membrane topology [34] and would
confer immunostimulatory properties [35,36]. Molecular anal-
ysis of phylogenetically diverse bacterial pathogens has demon-
strated divergence of the LSP recognition site. Mycobacterial
recognition sequences appear to have undergone genetic drift
[37]. Heterologous expression of lipoproteins in E. coli with
divergent LSP recognition sequences often results in expression
of recombinant protein with lipid modification being incomplete
or entirely absent [38—40]. Specifically, MPBR83 is not lipidated
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Fig. 4. Plasmid stability and spleen colonization of recombinant strains in immunized mice. BALB/c mice were inoculated inlraperitoneally with each strain
indicated. Spleens were disrupted and serial dilutions were plated with or without the corresponding antibiotic in order to determine plasmid stability. The data
presented are means and standard deviations of the number of brucellae detected in the spleens (a) and spleen weight (b) of [ive mice infected with each strain at 3
and 4 weeks alfter immunization in a single experiment. * significantly different from the other groups (p < 0.05). TA: wryplose agar. TAA: tryplose agar
supplemented with antibiotics: kanamycin or ampicillin, according to the plasmid used.
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Fig. 5. Mice splenocytes IFN-v production at 3 weeks post-infection. Quan-
titative ELISA analysis of IFN-v secreted by lymphocytes upon stimulation
with different antigens for 72 h. Spleen cells (4 x 10%ml) from mice inocu-
lated with Sp, Sp83. Sp26-83, Spompl9-83 or PBS (negative control) were
stimulated with 1 pg or 5 pg of MPBE3 (rMPB&3.1 and rMPBE3.5, respec-
tively); concanavalin A (Con A); inactivated whole cell extract of B. abortus
519 (heat-killed S19) or RPMI 1640 culture media (media) as negative control.

Each bar represents the geometric mean =+ standard deviation (error bars) of

the responses in spleen cells from five individual mice (each by (riplicate). **,
statistically significant differences compared to Sp group (p < 0.001). *,

statistically significant difference compared to Sp group (p < 0.05), 1 statis-
tically significant differences compared to Sp26-83 (p < 0.05).

or processed when expressed in E. coli [4 1], which correlates with
our results that is not lipidated in B. abornus either. This incon-
venience may be overcome including an LSP recognition
sequence that is efficiently processed by Gram-negative bacteria
when expressing mycobacterial antigens in Gram-negative
bacteria [41—43]. In this work, we have expressed MPB83 as
a fusion to OMP19 lipoprotein [44], therefore conferring a valid
lipidation signal that would be recognized in Brucella. When
Spomp19-83 were treated with globomycin, a potent and specific
inhibitor of lipoprotein signal peptidases that induces accumu-
lation of the lipoprotein precursors [19.26], a band corresponding
to the unprocessed precursor was detected by Western blot,
suggesting the lipidic nature of the chimeric protein.

We tested the immunizing capacity of the recombinant
B. abortus (rS19) strains and the stability of the corresponding
plasmids in BALB/¢ mice. Stability of recombinant bacteria
within the vaccinated host is a prerequisite for any potential
live recombinant vaccine. There were no statistically signifi-
cant differences between the CFUs of any rS19 recovered from
the spleen of mice on solid medium either with or without the
selective antibiotic, indicating that even under no selective
pressure, recombinant bacteria did not lose the plasmids they
were carrying. Importantly, rS19 colonies recovered from the
intracellular environments maintained their ability to express
MPBS83 in all cases. In previous studies. when Rapl form
B. bovis was expressed as a fusion to OMP19, the recombinant
plasmid was more stable than the other constructions under
study [19]. In this work, such difference is not observed as all
constructions show similar levels of stability. probably due to

the small size of the chimeric protein expressed which may
result in lower metabolic burden. Therefore, the stability of
plasmids coding for recombinant antigens may be highly
influenced by the nature of the antigen that is being expressed.

In order to evaluate the specific immunogenicity of the
heterologous protein expressed in Brucella, groups of BALB/c
mice were immunized with Sp83, Sp26-83 or Spompl9-83.
Splenocytes from mice of the different groups were obtained
and evaluated for their capacity to secrete IFN-v in response to
MPBE3 stimulation. When stimulated with 5 pg of tMPBE3,
splenocytes form groups of mice immunized with the
recombinant strains expressing the three different fusion
proteins secreted higher levels of IFN-vy than the control group.
Nevertheless, significantly lower stimulation was achieved with
splenocytes from Sp26-83 immunized mice. This may be
explained by the fact that the heterologous bp26-mpb83 gene
construction was carried by an integrative plasmid, resulting in
only one copy in the chromosome. Whether the gene copy
number resulted in lower protein expression levels remains to be
determined. Coincidently, with lower concentration of the
stimulating T™MPBS83 antigen. only splenocytes from mice
immunized with Sp83 and Spomp19-83 were able (o stimulate
statistically significant secretion of IFN-vy. It is well known that
one major drawback of integrative vectors is the reduced level of
heterologous expression [45], which counter balances their
higher stability. For MPB 83 expression in the vectors tested, the
improvement in stability of the integrative vector was not
significant whilst there was an important loss of immunizing
capacity. suggesting that replicative vectors would be more
suitable for further work with this antigen.

When pathogen-molecular patterns bind to mammalian
Toll-like receptors (TLRs), they stimulate an innate immune
response so that an adaptive immune response can arise.
B. abortus LPS and mycobacterial lipoproteins are well
studied examples of immune cells activation through interac-
tion with TLR4 and TLR2, respectively [46—48]. In particular,
the role of MPB83 in the stimulation of IL-12 and TNFux
production through binding to TLR2 has been demonstrated in
dendritic cell from cattle [49]. In this regard, the expression of
MPBZE3 as lipoprotein in a Gram-negative bacterial species, as
B. abortus, was highly promising towards designing a novel
vaceine. However, no significant differences were observed in
IFN-v production from splenocytes stimulated with tMPBR83
from either Sp83 or Spompl9-83 immunized groups sug-
gesting that association to the lipid moiety did not result in
a significant advantage in terms of immunogenicity for this
antigen, at least under the conditions assayed.

Although MPB83 is a valid model antigen candidate,
vaccination of cattle with Brucella expressing MPB&3 may
compromise the specificity of the tuberculin skin test since
PPD contains this antigen. When assayed in cattle, this issue
should be addressed. MPB83 is considered an antigen that
might be useful for differentiation of vaccinated and infected
animals — DIVA diagnosis — in BCG vaccinated animals [50].
Therefore, the use of a candidate vaccine expressing MPB83
to control the bovine tuberculosis in cattle would most prob-
ably need to be accompanied with a diagnosis based on a PPD
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devoid of MPB83 and any other antigen present in the vaccine
formulations.

In summary, expression of mycobacterial antigen MPB83
in B. abortus S19 was achieved and cellular immune respon-
siveness specific to the recombinant antigen was demon-
strated. These results indicate that B. abortus is an adequate
vector to express and present antigens of M. bovis. Develop-
ment of a B. abortus S19-based multivalent vaccine that could
confer protection against brucellosis and tuberculosis would
be highly beneficial for controlling these two important
diseases in livestock and certain wild animals. Studies pre-
sented in this paper indicate that the development of such
multivalent vaccine is certainly feasible.
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