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Resumen de Tesis 

Brucella abortus S19 es una c epa vacunal intracelular contra brucelosis bovina. La r abia 

es una enfermedad mortal en ganado bovino. Los plásmidos que codifican la glicoproteína 

G (gpG) del virus rábico inducen una respuesta inmune protectora en diferentes especies 

animales. Se construyó un vector llamado pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, útil para transformar 

la c epa v acunal B. abortus S19 y que c odifica el  g en G  r egulado por  el  pr omotor de 

Citomegalovirus para la expresión en células eucariotas. Se evaluó la estabilidad in vitro e 

in vivo de la cepa transformante. Para los ensayos in vitro, la cepa B. abortus S19 pBBR4-

CMV-Ggp-SV40+ se hizo crecer durante cinco pasajes seriados y para los ensayos in vivo 

se infectaron ratones hembras BALB/c. Se realizó la identificación del plásmido y el 

conteo de U nidades f ormadoras de c olonia ( UFC) de l a bac teria t ransformada en c ada 

pasaje, y en los bazos a los 7 días post infección (d.p.i. Todas las pruebas se hicieron con 

y s in ant ibiótico par a c omprobar l a es tabilidad del  pl ásmido en  l a bac teria. L a 

concentración bac teriana fue m ás ba ja c on antibiótico q ue s in él , s in em bargo e l 

crecimiento de l a bac teria f ue más hom ogéneo. La c epa B. abortus S19 p BBR4-CMV-

Ggp-SV40+ mostró estabilidad in vitro como in vivo y también la capacidad de expresar el 

ARNm del  g en G . S e i nmunizaron t res g rupos ex perimentales de r atones hem bras 

BALB/c c on B. abortus S19, p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ y B. abortus S19 pB BR4-CMV-

Ggp-SV40+. A los 7, 14, 21, 28, 30, 60 y 90 d.p.i, se tomaron muestras de suero así como 

los bazos; en c ada grupo se determinaron anticuerpos antirrábicos neutralizantes (AAN), 

la serología anti-Brucella y las UFC/bazo. El plásmido construido se transfectó en células 

BHK-21.Se encontró expresión de la gpG en células eucariotas. El plásmido indujo AAN 

por ar riba de 0. 5 UI/mL ( considerado como pr otector por  l a O MS) desde el  d ía 7 en e l 

ratón pero afectó la viabilidad y antigenicidad de la cepa vacunal puesto que B. abortus 

S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ mostró un pe rfil de c recimiento s imilar al de c epas no -

virulentas así como una débil y tardía respuesta ant i-Brucella comparada con B. abortus 

S19. La cepa transfomante indujo AAN en niveles protectores al día 90. Se requieren aún 

más estudios para producir unan vacuna bivalente, sin embrago resulta interesante la idea 

de aprovechar la naturaleza intracelular de B. abortus para usar la cepa S19 como vector 

para entregar un plásmido codificante del principal antígeno del virus rábico directamente 

a l as c élulas pr esentadoras de ant ígeno. E sta es  l a pr imera v ez q ue una es pecie de  

Brucella se transforma con un plásmido de expresión eucariota. 
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Thesis Abstract 

Brucella abortus S19 is an intracellular vaccine strain against bovine brucellosis. Rabies is 

a l ethal disease in cattle. Plasmids encoding t he G glycoprotein (Ggp) from the rabies 

virus induce a protective immune response i n different animal species. A vector called 

pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, which encodes t he G  g ene, r egulated by  t he cytomegalovirus 

eukaryotic expression promoter, and w hich can be used to t ransform the B. abortus S19 

vaccine strain, was constructed. The stability of the transformant strain was tested both in 

vitro and in vivo. In  th e in vitro assays, B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ w as 

grown f or 5 s equential passages, and for t he in vivo assays, f emale BALB/c m ice were 

infected. Colony-forming unit (CFU) counting and plasmid identification were performed in 

each pas sage and i n t he s pleens at  7 day s p ost-infection (d.p.i). T o t est t he plasmid 

stability in the strain, all parameters were tests were made with and without antibiotic. The 

bacterial c oncentration was l ower w ith an tibiotic t han w ithout i t, but  t he bac terial gr owth 

was m ore hom ogeneous. The B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ s train s howed 

stability under both in vitro and in vivo conditions, and showed to express G gene RNAm. 

Three experimental groups of female BALB/c mice were immunized with B. abortus S19, 

pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ and B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Sera samples as 

well as spleen were taken at 7, 14, 21, 28, 30, 60 and 90 d.p.i; rabies neutralizing 

antibodies ( RNAb), ant i-Brucella s erology and C FU/spleen w ere det ermined for eac h 

group. The plasmid construct was also transfected into BHK-21 cells, Ggp expression was 

found in eukaryotic cells, plasmid induced RNAb up to 0.5 UI/mL (considered as protective 

by WHO) s ince day  7 i n m ice, but  i t a ffected v iability and ant igenicity of vaccine s train 

since B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ s howed a g rowth pr ofile similar t o n o-

virulent strains, and a weak and late anti-Brucella response compared with B. abortus S19. 

Transformant s train w as abl e t o i nduced R NAb at  p rotective l evels at  day  90.  Further 

studies are required to produce a bivalent vaccine; however, the idea of ex ploiting the 

intracellular nature of B. abortus by using the S19 strain to act as a vector that delivers a 

plasmid encoding the main ant igen o f t he rabies v irus di rectly t o APCs i s i n i tself worth 

pursuing. This is the first time that a Brucella species has been transformed with a 

eukaryotic expression plasmid. 

 
 

 



1 
 

Capítulo 1 
El Género Brucella 

1.1 Generalidades 
Este  género incluye bacterias en forma de c ocobacilos  gram-negativos de 0.5-0.7 µ de 

diámetro por 0.6-1.5 µ de largo,  pequeños e inmóviles,  que carecen de cápsula, flagelos 

o pl ásmidos y no g eneran es poras. Son microorganismos i ntracelulares obl igados, 

pueden r eplicar dent ro de macrófagos y  de ot ras c élulas f agocíticas no-profesionales 

(Pizarro-Cerdá et al., 1998a). Se enc uentra d entro de l a s ubdivisión al pha-2 de l as 

Proteobacteria orden Rhizobiales, f amilia Brucellaceae que  t iene una c ercana relación 

filogenética con Agrobacterium, Rickettsia, Rhizobium y Rhodobacter  (Moreno et al., 

1990).  
Diez especies forman al  género Brucella y se clasifican s egún los hospederos que 

infectan; ocho de el las a fectan ani males t errestres y  s on: B. melitensis (cabras), B. 

abortus (bovinos), B. suis (cerdos), B. ovis, (ovejas) B. canis (perros), B. neotomae, B. 

microti (roedores) y B. inopinata (hombre),  más dos nuevas especies, B. pinnipedialis y B. 

ceti que se h an ai slado de hospederos marinos, focas y  bal lenas respectivamente; 

pueden a fectar t ambién es pecies ani males di stintas a s u hués ped pr incipal. Las 

características q ue permiten i dentificar a l as especies del  g énero Brucella se presentan  

en la Tabla 1. (Pappas et. al., 2005, Scholz et. al., 2008, Scholz et. al., 2010). Las tres 

primeras especies se reconocen como clásicas y se dividen en b iotipos, en l as restantes 

solo se presenta un biotipo dentro del g énero. Estudios de hibridación de ADN han 

mostrado una homología mayor al 95% entre cepas de todas las especies, por lo que se 

propuso que el  g énero s olo es tá f ormado por  l a es pecie melitensis y las dem ás s on 

biovares de és ta (Verger et. al., 1985), sin em bargo debi do a l as diferencias d e 

reservorios, a la severidad en la enfermedad clínica provocada, y a las altas diferencias 

entre los proteomas de las especies (DelVecchio et al., 2002b), esta propuesta no ha sido 

bien aceptada. En el 2003, la subcomisión en Taxonomía de Brucella del Comité 

Internacional en S istemática de P rocariotas ( International C ommittee o n S ystematics of 

Prokaryotes (ICSP)) acordó unánimemente establecer la clasificación taxonómica utilizada 

previa al  año 1986,  c on l a apr obación de  l as s eis es pecies de Brucella y s us biovares 

(Osterman y Moriyón, 2006).  

El g enoma es s imilar ent re l as diferentes es pecies del  g énero Brucella, el  t amaño 

promedio es  de 3 .29 M b y  es tá c onformado po r dos  cromosomas c irculares, s iendo e l  
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cromosoma I de aproximadamente 2.11 Mb con un contenido de G+C de 57.2 %, mientras 

el  cromosoma II es de 1.18 Mb, con un porcentaje de G+C de 57.3 (DelVecchio et al., 

2002a; Halling et al., 2005; Paulsen et al., 2002, Crasta et al., 2008).  

Los m iembros del  género Brucella spp poseen sistemas de s ecreción t ipo IV, q ue está 

tipificado por  el  oper ón virB, el  c ual c odifica para un complejo multiprotéico de  12  

proteínas que son responsables de la secreción de macromoléculas bacterianas a t ravés 

de la envoltura y se ha sugerido que Brucella lo utiliza para la translocación de factores de 

virulencia hac ia las c élulas de m amífero, este s istema de s ecreción t ipo I V es  

indispensable par a q ue Brucella adquiera membranas del  RE, como un paso necesario 

para su sobrevivencia dentro del macrófago (Celli et al., 2003)  
1.2 Antígenos de Brucella 
 Brucella spp contiene dos tipos de componentes con importancia antigénica, el 

Lipopolisacárido (LPS) y las proteínas que se ubican en su membrana externa (OMP).  

El LPS se encuentra en la membrana externa (Fig. 1), la composición de esta estructura 

influye di rectamente en l a m orfología de l as cepas, en par ticular s e as ocia c on l a 

presencia o ausencia de la cadena O en el lipopolisacárido (LPS), las cepas denominadas 

como lisas (S), del inglés smooth poseen cadena O, mientras las llamadas rugosas (R) de 

rough, carecen de di cha c adena. El L PS d e Brucella spp es muy di ferente al  de  ot ras 

bacterias gram-negativas. El LPS clásico de Escherichia coli se compone de un l ípido A 

formado por una estructura básica de glucosamina que contiene grupos acilo de 12 a 14  

carbonos ligado a l core por enl aces de t ipo és ter y  am ida. E n c ontraste l a es tructura 

básica del Lípido A en Brucella spp, es de diaminoglucosa con grupos acilo más largos de 

18, 19 y 28 carbonos unidos solamente por enlaces tipo amida (Lapaque et al., 2005).   
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Tabla 1. Características de Identificación entre las diferentes especies de Brucella 

 

Especie 
Descrita 
por Reservorio 

Virulencia  
para el  
hombre Biotipo 

Pruebas de identificación 

Crecimiento en 
colorantes 

Ureasa 
Requerimiento 

de CO2 
Producción 

de H2S 
Lisis por fagos 

Tionina Fuscina Tiblisi Weybridge 
B. melitensis Bruce 1887 Cabras, ovejas, 

camellos, 
bovinos 

++++ 1-3 + + + 
 

- - - - 

B. abortus Bang 1897 Bovinos, cabras 
(donde no hay 
B. melitensis) 
camellos, 
búfalos 

+++++ 1 - + + + + + + 

2 - - + + + + + 
3 + + + + + + + 
4 - + + + + + + 
5 + + + - - + + 
6 + + + - + + + 
9 + + + +/- + + + 

B. suis Traum 
1914 

Cerdo, liebre, 
caribú, reno, 
roedores 
silvestres 

+ 1-5 + -  (3) + - + 
(solo  

biotipo 1) 

- + 

B. canis Carmicael 
y Bruner 
1968 

Cánidos + ---- + -/+ + - - - - 

B. ovis Van 
Drimmelen 
1953 

Ovejas  - ---- + -/+ - + - - - 

B. neotomae Stoenner y 
Lackman 
1957 

Roedores - ---- - - + 
(15 min) 

- + +/- + 

B. 
pinnipedialis  
y 
B. ceti 

Ewalt y 
Ross 1994 

Focas,  
elefantes 
marinos y 
morsas. 
Ballenas, 
delfines, y 
marsopas. 

+ ---- + + + - + - + (p) 
-  (c) 

B. microti Scholz 
2008 

Ratón de 
campo 

¿? ---- + + + - - + - 

B. inopinata Scholz 
2010 

Hombre +  ---- + + 
 

+ - + +/- ND 
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Figura 1. Representación esquemática del LPS de Brucella spp., modificado de Gomes 
Cardoso et al., 2006 
 

La cadena O  del  LPS e s l a es tructura ant igénica m ás expuesta de es ta bac teria, en e l 

extremo terminal del LPS de Brucella (cepa lisa) se presentan moléculas de manosa que 

favorecen la adherencia a los fagocitos mononucleares del huésped, ya que éstos tienen 

los r eceptores de m anosa. A demás de l os fagocitos mononucleares, l as c élulas de l a 

placenta contienen gran cantidad de receptores de manosa, lo que sumado al tropismo de 

estas bac terias por  el  eritritol placentario de  bovino, aum enta l as pr obabilidades de 

abortos, debido a la presencia de la bacteria en ese tejido (Pontow et al., 1992). 

Las proteínas relevantes en Brucella spp se han descrito como proteínas de membrana 

externa, proteínas de ubicación citoplasmática y proteínas de choque térmico. 

Las pr oteínas de m embrana ex terna s e c lasifican en t res grupos: Grupo I, es tán 

relacionadas con la biosíntesis de la envoltura y t ienen un peso molecular entre 88 a  94 

KDa; Grupo II, equivalentes a l as por inas de ot ras bacterias, con un pe so entre 35 a 40 
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kDa  y las del Grupo III, que interaccionan fuertemente con el LPS y tienen un peso entre 

25 a 30 kDa. (Rivers et. al., 2006) 
Entre l as pr oteínas c itoplasmáticas se enc uentran la p roteína s uperóxido 

dismutasa Cu/Zn (SOD) y la catalasa. La SOD Cu/Zn forma parte del sistema de defensa 

antioxidante de Brucella spp, para protegerla  de los intermediarios reactivos del oxígeno, 

ya q ue t ransforma l os r adicales s uperóxido ( O2-) en per óxido de  hi drógeno ( H2O2) y 

oxígeno gaseoso (O2-); la enzima catalasa ayuda a la proteína SOD Cu/Zn a detoxificar el 

ambiente bacteriano, actuando sobre el peróxido de hidrógeno (H2O2) generado al interior 

del m acrófago des pués de l a f agocitosis de l a bac teria, t ransformándolo en  agua y  

oxígeno (Ko y Splitter 2003). La expresión de estas enzimas favorecería la permanencia 

de Brucella en el interior del fagocito.  

El r ol de l as p roteínas de c hoque térmico en l a patogénesis de  Brucella spp es 

incierto, entre estas se encuentran GroEL, GroES y HtrA; las proteínas GroEL y GroES 

son chaperonas relacionadas con el plegamiento correcto de proteínas, mientras HtrA; es 

una pr oteasa que de grada p roteínas dañadas  ox idativamente, por lo que aumenta  la 

resistencia de Brucella spp a la destrucción por los fagocitos causada por  el daño 

oxidativo (Bae y col 2002).  

1.3 Brucelosis 
Es la enfermedad causada por miembros del género Brucella, afecta a diferentes  

especies incluyendo al hombre, por lo que se le considera una zoonosis, de m anera que 

representa un problema de salud pública animal y humana.  

El hom bre adq uiere l a i nfección pr incipalmente por  l a i ngesta de pr oductos 

contaminados, es pecialmente l ácteos no pas teurizados o debi do a l c ontacto c on 

secreciones o tejidos de animales infectados, se considera una en fermedad ocupacional 

en pastores, trabajadores de rastros, veterinarios y personal de laboratorio. Las especies 

de Brucella que pueden infectar al hombre son; B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. canis, 

B. ceti y B. pinnipedialis, la mayoría de casos de brucelosis humana a nivel mundial se 

deben a B. melitensis seguido por B. abortus por lo que ambas especies se consideran 

virulentas para el  hom bre, aun que no existen di ferencias entre las manifestaciones 

clínicas causadas por  ambas (Pappas et al., 2005). Dado que l a brucelosis hum ana es 

una enfermedad zoonótica, la prevención y control de br ucelosis animal es esencial para 

erradicar l a br ucelosis en el  hom bre. L a en fermedad s e pr esenta en  t odo el  m undo, 

excepto en los países donde se ha erradicado la BB causada por B. abortus. Esta 
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enfermedad es de notificación obligatoria en muchos países, sin embargo, las estadísticas 

oficiales no reflejan el número real de personas infectadas, y son diversos los factores que 

influyen en el lo, l a apl icación de pr ogramas zoosanitarios, i ntereses s ocioeconómicos y  

políticos e i ncluso l a c reciente m igración i nternacional de l a pobl ación (Pappas et al., 

2006). La incidencia anual de brucelosis humana por cada 100,000 habitantes se calcula 

desde menos de 0.03 en países como Canadá, Inglaterra y el norte de Estados Unidos, 

hasta más de 160 en Irán, Iraq y Mongolia entre otros (Seleem et. al., 2010, Pappas et al., 

2006). 

La distribución geográfica de las especies de Brucella se relaciona con las áreas 

donde se produce y comercializa el ganado con el que se asocia. Por ejemplo, B. abortus 

se encuentra en todo el  mundo con excepción de los países donde ha s ido er radicada, 

como; Japón, Canadá, Suecia, Dinamarca, Australia, Nueva Zelanda e Israel (EFSA 

2010), de las siete biovariedades, la biovariedad 1 es la más frecuente en América Latina. 

B. melitensis es par ticularmente c omún en el  Mediterráneo, M edio O riente y  A mérica 

Latina (Samaha et al., 2008), es la especie más virulenta dentro del género. Con respecto 

a B. suis, los biovares 1, 2 y 3 son la causa de brucelosis porcina, 1 y 3 se encuentran en 

la mayoría de las zonas donde s e manejan cerdos en el  mundo y la biovariedad 2 es la 

causa principal de brucelosis porcina en Europa (Godfroid et al. 2011). 

La infección en animales induce a abortos en las hembras y en los machos afecta 

los ór ganos reproductores, c ausa or quitis y  epi didimitis q ue pueden l legar a de rivar e n 

infertilidad. Estas bacterias se multiplican abundantemente en los cotiledones y el corion 

placentarios, donde c ausan l esiones en l a par ed del  ór gano pr ovocando endom etriosis 

ulcerosa en los espacios intercotiledonarios y destrucción de las vellosidades, que causan 

la muerte y la expulsión del feto (Díaz Aparicio 2013). 

1.3.1 Brucelosis bovina (BB). 
Es c ausada principalmente por la bac teria Brucella abortus, el ganado bov ino puede 

infectarse t ransitoriamente por  los biovares 1 y  3 de B. suis y m ás comúnmente por  B. 

melitensis. El principal síntoma en vacas preñadas es el aborto, la producción de leche se 

reduce en un 25 % en l as v acas i nfectadas, la brucelosis pr ovoca q ue nazcan t erneros 

débiles, e i nfertilidad en v acas y  t oros en los q ue causa o rquitis que s e as ocia con 

vesiculitis seminal y epididimitis (Acha y Zsyfres, 2001).  

A ni vel m undial, l a br ucelosis c ausa un i mpacto ec onómico negativo que no s olamente 

afecta la producción animal, también repercute en la salud pública humana, debido al 
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costo del tratamiento y la pérdida de productividad. En Latinoamérica, se estima que las 

pérdidas anual es debi do a BB son de  apr oximadamente 600  m illones y  aunq ue l os 

programas de e rradicación de brucelosis requieren de una fuerte inversión por  par te de 

los g obiernos, el c osto es menor q ue las pér didas económicas causadas por la 

enfermedad; en EUA el programa nacional de erradicación de BB aplicado entre 1934 y  

1997 t uvo un c osto de  3. 5 bi llones de  dól ares, m ientras l os c ostos asociados a l a 

producción reducida de leche y abortos solo en el año 1952 fueron de 400 millones (Acha 

y Zsyfres, 2001, Seleem et al., 2010 ). 
1.3.2 Brucella abortus 

B. abortus infecta a una variedad de ganado de interés comercial como bovino, cerdos, 

ovejas y  cabras o  animales de f auna silvestre como bú falos, alce y  di ferentes t ipos d e 

camélidos (Díaz Aparicio 2013) 

La i nfección i nicia en e l t racto gastrointestinal, pos teriormente l a b acteria al canza l os 

nódulos linfáticos locales donde se replica dentro de macrófagos. Después se produce la 

bacteremia que favorece la colonización del útero grávido, órganos genitales masculinos y 

glándula mamaria (Carvalho et al., 2010) 
B. abortus tiene un al to tropismo hacia el útero durante el último trimestre de gestación y 

esto se debe a la alta concentración de eritritol y hormonas esteroidales, el eritritol es una 

fuente de carbono y  ener gía q ue puede s er m etabolizada por  l a bac teria (Samartino y 

Enright, 1996 ). La multiplicación de Brucella spp induce l a i nfiltración de c élulas 

inflamatorias, necrosis trofoblastica vasculitis y ulceración, estos eventos afectan el 

intercambio m etabólico materno f etal r esultando en abor to (Anderson e t al ., 1986 ). Las 

principales fuentes de i nfección s on; fetos abor tados, m embranas fetales y  s ecreciones 

uterinas, la l eche contaminada también c ontiene bac terias y el semen contaminado e s 

una fuente potencial de infección.  

Un paso crucial en la patogénesis de B. abortus es la capacidad de sobrevivir en células 

fagocíticas y no fagocíticas. La bacteria opsonizada se interna en los fagocitos a través de 

receptores de complemento o Fc, mientras que los organismos no opsonizados invaden 

mediante la interacción con receptores de l ectina y  f ibronectina (Campbell et al., 1994). 
Las bacterias fagocitadas por opsonización usualmente mueren en el macrófago activado 

dentro del fagolisosoma ant es de q ue al cancen s itios de r eplicación i ntracelular, 

contrariamente los organismos no opsonizados tiene más posibilidades de sobrevivir y 

replicar (Gorvel y Moreno 2002). Las cepas atenuadas se adhieren e i nvaden las células 
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huésped p ero no s obreviven intracelularmente (Pizarro-Cerdá et al., 2000, Gorvel y 

Moreno 2002). Más adelante se presenta un esquema comparativo del tráfico intracelular 

entre cepas virulentas y atenuadas de B. abortus. 

1.4 Respuesta inmune contra Brucella 
Las bacterias del g énero Brucella se reconocen c omo bac terias i ntracelulares, 

para resolver la infección se  necesita la participación de la respuesta inmune inespecífica 

o innata y específica o adaptativa, así como la interacción coordinada entre las respuestas 

celular y humoral específica de antígeno. 

1.4.1 Inmunidad innata 
En las primeras etapas de infección por Brucella spp, la respuesta innata ayuda a 

reducir significativamente el número de bacterias induciendo una respuesta Th1 

específica (Zhan et al., 1993). Los macrófagos, neutrófilos, células Natural Killer (NK) y el 

complemento participan en esta fase. 

1.4.1.1 Células presentadoras de antígeno 
La pr imera línea de def ensa es tá c onstituida por l as c élulas presentadoras de 

antígeno (CPA), que incluyen macrófagos y células dendríticas que se activan después de 

interaccionar con la bacteria. Las CPA reconocen a la bacteria mediante receptores 

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

más estudiados son los receptores de tipo Toll (TLR’s por sus siglas en inglés) (Medzhitov 

y Janeway, 1997) que reconocen patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP’S 

por sus siglas en i nglés), que se encuentran en l a pared celular bacteriana y el LPS. Se 

ha pos tulado que dentro de l os TLR’s, el TLR9 es el  r eceptor c on l a participación m ás 

importante dur ante l a i nfección por  Brucella spp (Gomes et al ., 2012). Después del  

reconocimiento la bac teria es  i nternalizada y las C PA s e ac tivan por  t ransducción de  

señales q ue i nduce la producción de c itocinas proinflamatorias TNF-α IL-1β e I L-6 q ue 

activan aún m ás a l as C PA, l a bac teria es  el iminada y  la f unción b actericida de l os 

macrófagos s e c entra en l as es pecies r eactivas de ox ígeno y  n itrógeno (Oliveira et al., 

2002).  

1.4.1.2 Neutrófilos 
Esas c élulas t ambién participan en l as et apas t empranas de i nfección, s in 

embargo después de ingerida, la bacteria es capaz de neutralizar la acción bactericida por 

ello el neutrófilo se considera es de baj a eficiencia contra Brucella spp e incluso propicia 
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la diseminación de la bacteria a otros órganos desarrollando una infección persistente 

(Rivers et al., 2006) 

1.4.1.3 Células Natural Killer 
B. abortus activa a l as células NK mediante la IL-12 producida por las CPA, la IL-

12 i nduce a q ue l as c élulas N K pr oduzcan I NF-γ que ay uda a potenciar s u ac tividad 

bactericida y a que se establezca una respuesta de tipo Th1 (Golding et al., 2001). 

1.4.2 Respuesta inmune específica  
Esta respuesta se desarrolla después de l a ac tivación de la CPA, los e lementos 

que participan en la respuesta específica se dividen en humorales y celulares. 

1.4.2.1 Inmunidad celular 
Esta es la principal línea de def ensa en l a infección por Brucella spp, los  Ac que 

se producen contra diferentes antígenos pueden otorgar alguna protección en l as etapas 

iniciales de la infección, sin embargo dado que la bacteria es intracelular la fase 

bactericida c oincide c on el  i nicio de la i nmunidad m ediada por  c élulas. El pr incipal 

activador de los macrófagos es el IFN-γ secretado por los LT CD4+ y CD8+ (Jiang y 

Baldwin, 1993). 
Después de que l a bac teria es  el iminada d entro de l a C PA los ant ígenos  

bacterianos se procesan en péptidos que se asocian con moléculas del complejo mayor 

de hi stocompatibilidad (MHC) clase I  y  I I, s obre la s uperficie de l as c élulas C PA que 

migraran desde la periferia hasta los órganos linfoides donde estimularan a l as células T 

mediante la interacción entre diversas moléculas; por ejemplo el receptor de la célula T 

(TCR) c on los c omplejos MHC-péptido, CD28 de l as c élulas T con B7.1 y  B 7.2 e n 

monocitos humanos, además B. abortus también estimula la expresión de ICAM-1 en los 

monocitos facilitando l a adherencia ent re C PA y  c élulas T (Zaitseva et al. 1996). Estas 

interacciones proveen las señales requeridas para la activación de las células T 

específicas de antígeno 

Las células T consiste principalmente de dos poblaciones, las células T 

ayudadoras (Th) CD4+, y las células T citotóxicas (Tc) CD8+. En experimentos con 

ratones deficientes en TCD4+ y TCD8+, se demostró que en l os ratones deficientes en 

CD8+, l a i nfección s e exacerbó, en c ontraste c on l os def icientes en  C D4+ donde l a 

infección se pudo resolver (Oliveira y Splitter, 1995). De este modo se estableció que las 
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células T  c itotóxicas s on c ríticas par a al canzar pr otección c ontra B. abortus, no as í l as 

células T ayudadoras 

Los TCR corresponden a un heterodímero compuesto de cadenas α/β o γ/δ. Los 

receptores α/β se as ocian a la molécula c o-receptora C D4 o C D8. Las  c élulas α/β se 

expanden clonalmente en r espuesta a una infección o a la vacunación. Aún no se ha  

establecido el papel de los linfocitos γ/δ, los bovinos poseen aproximadamente un 50% de 

esta población y también producen IFN-γ y TNF-α (Wyckoff, 2002).  

Las c élulas C D4+ y  C D8+ reconocen an tígenos pr esentados po r l as C PAs. Las  

células CD4+ reconocen antígenos en contexto de moléculas MHC II, y las células CD8+ 

en contexto MHC I. En el caso de Brucella, ambas poblaciones celulares son estimuladas 

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

que un porcentaje de las bacterias internalizadas, una vez fagocitadas, son capaces de re 

direccionarse al tráfico i ntracelular y  r eplicar en  c ompartimentos de rivados del  retículo 

endoplásmico (RE) (Wyckoff, 2002). 

B. abortus también induce que la células T citotóxicas CD8+ produzcan IFN-γ, así 

se diferencian en células Tc1 de memoria y matan a células infectadas que expresan los 

complejos MHC I-péptido (Golding et al., 2001). 

1.4.2.2 Inmunidad humoral 
1.4.2.2.1 Anticuerpos 

Los Ac contra Brucella spp se producen desde los primeros días de l a infección y 

permanecen en el  suero durante años. La nat uraleza intracelular de Brucella impide que 

los Ac controlen la infección, sin embargo colaboran con otros elementos de la respuesta 

inmune para eliminar a l a bacteria. Estos Ac se dirigen contra los antígenos superficiales 

de Brucella, especialmente el LPS y su detección es útil en el diagnóstico de la infección y 

en el control de la enfermedad (Nicoletti, 2010). 

Las c élulas T  e stimulan a l as c élulas B  m ediante l a i nteracción ent re moléculas 

como el ligando CD40L en la célula T con CD40, las citosinas liberadas ayudan al cambio 

de isotipo de IgM a IgG, Las células Th ayudan a que las células B produzcan Ac, la clase 

de Ac producidos dependen del tipo de citocina secretada. El IFN-γ induce a un encendido 

genético donde predomina la IgG2a, mientras la I L-4, promueve el encendido hacia la 

IgG1 e IgE. (Golding et al., 2001). El LPS de Brucella spp es un prototípico antígeno 
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independiente de células T, dado que puede a ctivar a las células B para producir los Ac 

IgG3 e IgM sin la ayuda de las células Th (Betts et al., 1993).  
Los Ac tienen l a c apacidad de ops onizar, ac tivar el  c omplemento p ara m atar a  las 

bacterias, a glutinar ba cterias pa ra su el iminación, m ediar l a c itotoxicidad c elular 

dependiente de Ac (ADCC, por  s us siglas en i nglés) y  uni rse a receptores bac terianos 

evitando la adherencia de las bacterias a las células hospedadoras.  

1.4.2.2.2 Citocinas  

Las citocinas clave para el control de la infección con Brucella spp son el IFN-γ,  IL-

12 y TNF-α y el balance de citoquinas producidas por las células T. Las células B y los 

macrófagos secretan IL-12 que funciona como un pivote que induce a la inmunidad 

específica de ant ígeno en una r espuesta de t ipo T h1 (Jiang y  B aldwin 1993) . La I L-12 

induce a que las células T s e diferencian de c élulas vírgenes (Th0) a c élulas efectoras y 

de memoria que secretan diferentes patrones de citocinas. Así, las células Th1 y Tc1 

secretan principalmente IFN-γ, mientras las Th2 y Tc2 secretan principalmente IL-4 e IL-5 

(Zhan y  C heers, 1995 ). IFN-γ es l a pr incipal citosina efectora pa ra l a ac tivación de 

macrófagos y la actividad citotóxica de los linfocitos T, ambas células son esenciales para 

la i nhibición de pat ógenos m icrobianos intracelulares. Existen ev idencias q ue s ugieren 

que la producción de IFN-γ previene que Brucella spp se establezca en su nicho, pero una 

vez que el  brucelosoma se ha establecido esta citocina no pr oduce ningún efecto en l a 

limitación del número de bacterias (Baldwin y Goenka, 2006). 

El TNF-α contribuye a la resistencia contra la infección por B. abortus, se ha v isto 

que la depleción de esta citocina  con Ac, exacerba la infección con B. abortus S19 en el 

modelo de ratón (Zhan et al., 1996) 
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Capítulo 2 
El virus de la Rabia 

Es un miembro del orden de los Mononegavirales, de la familia Rhabdoviridae, del género 

Lyssavirus. Es un virus de ARN lineal de cadena sencilla, no segmentado, de polaridad 

negativa, envuelto que tiene una forma ojival truncada (bala) y mide 180 nm de largo por 

75 nm de anc ho (Fig. 2). E l v irus obt iene la envoltura que por  gemación a t ravés de l a 

membrana plasmática de la célula hospedera. Su genoma (Fig. 3) mide aproximadamente 

12 Kb y comprende cinco genes que ordenados de 3’-5’ codifican para las siguientes 

proteínas v irales: l a nu cleoproteína ( N), l a fosfoproteína ( P), l a pr oteína m atriz ( M), 

glicoproteína G (gpG) y la RNA polimerasa viral (L), entre el gen G y L se encuentra una 

región no c odificante que originalmente se consideró un ps eudogen que se denominó Ψ, 

de longitud variable entre los distintos genotipos (Marston et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Estructura del virus de la rabia. Tomado de Aréchiga 2010, tesis de doctorado. 
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Figura 3. Genoma del virus de la rabia. Tomado de Aréchiga 2010, tesis de doctorado. 

Según el  C omité I nternacional de T axonomía V iral ( ICTV por  sus s iglas en i nglés), el 

género Lyssavirus incluye 13 especies que se clasifican  en 3 Fi logrupos, 7 genotipos y 4 

serotipos de acuerdo con la secuencia de nucleótidos y de aminoácidos de la proteína N, 

y la  secuencia nucleotídica de la gpG (Tabla 2).  

 
 

Tabla 2. Clasificación de las especies virales del Género Lyssavirus 
Filogrupo Genotipo Serotipo Especie (Abreviatura según ICTV) 

 
I 1 1 Virus Rabia (RABV) 

 
4 4 Virus Duvenhage (DUVV) 

 
5 ? Virus del murciélago europeo tipo I EBLV-1 

 
6 ? Virus del murciélago europeo tipo II EBLV-2 

 
7 ? Virus del murciélago Australiano (ABLV) 

 
? ? Virus Aravan (ARAV) 

 
? ? Virus Khujand (KHUV) 

 
? ? Virus Irkut (IRKV) 

 
II 2 3 Virus del murciélago de Lagos (LBV) 

 
3 2 Virus Mokola (MOKV) 

 
? ? Virus del murciélago Shimoni (SHIBV) 

 
III ? ? Virus del murciélago caucásico del oeste 

(WCBV) 
? ? Lyssavirus Ikoma (IKOV) 
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Información recopilada de I CTV; http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp.  Hace tres años 

en E spaña s e des cribió el virus Ll eida, un n uevo l yssavirus c ercano al  f ilogrupo I II 

(Aréchiga et al 2013). 

Existe una al ta neut ralización s erológica ent re miembros de un  Fi logrupo, s in e mbargo 

entre l os Fi logrupos l a neut ralización es  m uy l imitada. E l g enotipo 1 o v irus de la r abia 

clásico es el más distribuido en  el mundo y es el único detectado en América, es muy 

importante des de el  punto de v ista epi demiológico debi do a s u as ociación c on un g ran 

número de c asos de r abia t anto en el  s er h umano c omo en ani males dom ésticos y 

silvestre; los otros genotipos tienen una distribución geográfica más local y el espectro de 

las es pecies q ue a fectan es  m ás r estringido, aunque al gunos de  el los han m ostrado 

reactividad inmunológica cruzada con el virus de rabia son suficientemente diferentes por 

lo que se clasifican como virus “relacionados con rabia” (Rupprecht y Plotkin 2013). 

2.1 Ciclo de Replicación del virus de Rabia 
Este c iclo s e i lustra en  l a Figura 4. Una v ez q ue el  v irus penet ra en  el  hués ped, s e 

adsorbe a l as células musculares o ner viosas mediante trímeros de glicoproteína que se 

unen a receptores celulares (paso 1), posteriormente es endocitado (paso 2). Al disminuir 

el pH  de l endos oma s e i nduce un c ambio c onformacional en l a g licoproteína viral, q ue 

conduce a l a fusión de l a envoltura viral con la bicapa lipídica del endosoma liberándose 

la nucleocápside en el c itosol (pasos 3 y 4). Antes de iniciar la replicación del RNA viral 

(paso 5)  oc urre l a t ranscripción del  g enoma (paso 6) . La glicoproteína del  virus s e 

sintetiza s obre l os r ibosomas ados ados al  r etículo endopl ásmico ( paso 7) , l uego es  

transportada hac ia el  aparato de Golgi donde es m odificada ( paso 8 ). La g licoproteína 

madura es  transportada por  v esículas hac ia l a m embrana pl asmática de l a c élula 

huésped, con la que se fusiona (paso 9). Por otro lado, se sintetizan las proteínas de la 

matriz y  de l a nuc leocápside ( paso 10 ), se en samblan ( paso 11)  y  s e as ocian c on l a 

membrana plasmática que contiene las glicoproteínas transmembranales (paso 12). 

Finalmente, l a m embrana pl asmática s e pl iega al rededor de l a nuc leocápside y  l os 

viriones son liberados por gemación (paso 13). 

http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp
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Figura. 4 Ciclo de replicación del virus de rabia. Tomado de Aréchiga 2010, tesis de 

doctorado. 

 
2.2 Aspectos moleculares de las proteínas del virus rábico  
El g enoma de A RN queda "encapsidado" y pr otegido por  l a p roteína N  formando e l 

complejo r ibonucleoproteina ( RNP) de e structura hel icoidal, R NP es  e l m olde par a l a 

polimerasa v iral que está formada por  las proteínas L (de large en inglés) y P , juntas 

forman el  c omplejo ne cesario par a t ranscribir y  r eplicar el  g enoma, L es  una R NA-

polimerasa RNA-dependiente enzimáticamente activa, mientras P es el cofactor de L. Las 

proteínas P  y L s e asocian con la RNP hel icoidal, durante la salida del  v irus las RNP’s 

quedan cubiertas por  una envoltura formada por la membrana celular que contiene una 

capa de l a pr oteína M en l a c ara c itoplásmica de l a membrana, y  es pículas 

transmembranales de la proteína G (Albertini et al., 2008).  

2.3 La glicoproteína G  
2.3.1 Estructura  
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La gpG del v irus de rabia es  l a m ás e studiada de l as pr oteínas r ábicas. La p roteína 

madura tiene un pes o de 65-67 Kd, se asocia en trímeros para formar las espículas que 

se proyectan sobre la superficie viral, se estima que en cada envoltura existen 600 

espículas que corresponden a 1800 monómeros asociados en trímeros (Montano  y Mata; 

1996). Después de la traducción del ARNm, el polipéptido resultante (Fig. 5)  contiene de 

522 a 524 aa, en el extremo N-terminal los primeros 19 aa son hidrofóbicos y representan 

un péptido señal que posteriormente es  removido de l a es tructura pr oteica. La p roteína 

madura está compuesta de 504 a 505 aa dependiendo de la cepa, y contiene tres 

dominios q ue del  ex tremo am ino al  ex tremo c arboxilo s on: ec todominio de 438 aa,  un  

dominio t ransmembranal de 22 aa  y un  dom inio c itoplásmico de 44 aa.  E l ec todominio 

contiene l os s itios f uncionales r elacionados c on l a pat ogenia, i nmunogenicidad y   

glicosilación, el  dom inio t ransmembranal c ontiene aa hi drofóbicos y  s irve par a q ue l a 

proteína s e m antenga anclada a l a env oltura, finalmente el  dom inio citoplasmático e s 

hidrofílico e interactúa fuertemente con la proteína M de la nucleocápside viral (Rupprecht 

y Plotkin, 2013, Ross et al., 2008). 

2.3.2 Inmunogenicidad  
La gpG del virus de rabia induce la producción de anticuerpos antirrábicos neutralizantes 

(AAN) que impiden la infección in vitro y protegen contra la infección experimental (Cox et 

al., 1977). La inmunogenicidad de l a gpG depende de l a secuencia primaria de aa,  de l a 

conformación t ridimensional de s u es tructura secundaria y  t erciaria, y  f inalmente de  

modificaciones pos t traduccionales c omo l a glicosilación de r esiduos. M ediante Ac 

monoclonales se ha definido la conformación antigénica de la gpG, así se han reconocido 

dos sitios ant igénicos principales: el s itio antigénico I I es discontinuo y está formado por 

los segmentos de l os residuos de am inoácidos 34-42 y  198-200 que se unen m ediante 

puentes disulfuro y  logran el  plegamiento entre las dos  regiones (Prehaud et al., 1988). 

Por otro lado el sitio antigénico III, es continuo y se localiza entre los aminoácidos 330 y  

338, s e reconoce c omo el  pr incipal det erminante de pat ogenicidad (Dietzschold et  al ., 

1983; Seif et al., 1985). Cercano al sitio antigénico III y separado por tres aa se encuentra 

un epi tope f ormado por  l os aa 342 -343, s e i dentifica c omo el  s itio m enor a y  no  s e 

traslapa con el  s itio I II (Benmansour et  al ., 1991) . La gpG poseé de dos  a c uatro s itios 

potenciales de glicosilación de t ipo N -acetilgalactosamina; as paragina-X-treonina o  

asparagina-X-serina, que son importantes para el plegamiento de la proteína. (Montano  y 

Mata; 1996, Ross et al., 2008). 
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Figura 5. Estructura de la glicoproteína del virus de la rabia. En la imagen superior se 
representa su posible conformación como homotrímero y en la imagen inferior se muestra la 
representación lineal con sus dominios II y III y sitios antigénicos a b y c. PS: péptido señal, 
ED: ectodominio, TM: dominio transmembranal, IC: dominio intracitoplásmico, NH2 extremo 
amino, COOH extremo carboxilo; SS puentes disulfuro. Tomado de Aréchiga, 2010, tesis de 
doctorado. 
 
2.3.3 Papel de la gpG en la patogenicidad viral 

La gpG es la única proteína viral expuesta y tiene un papel multifuncional; participa 

en l a pat ogenicidad v iral, en l a i nvasión del  virus al  s istema ner vioso central ( SNC), se 

reconoce c omo el  pr incipal ant ígeno del  v irus y  t ambién c omo l igando v iral y a q ue 

reconoce específicamente a los receptores celulares.  

En la neuropatogenicidad, la gpG se une a receptores como; el receptor nicotínico 

de acetilcolina, (NAChR)  (Lentz et al., 1984; Gastka et al., 1996; Castellanos et al., 1997), 

el receptor de neurotrofinas p75 (NTRp75) (Tuffereau et al., 1998) y moléculas de adhesión 

neuronal ( NCAM ( CD56)) (Thoulouze et al., 1998). Células no -neuronales de di ferentes 

especies también han sido infectadas in vitro, demostrando que pueden existir receptores 

ubicuos (Reagan y Wunner, 1985). Existe una fuerte homología entre la secuencia del asa 

tóxica de la neurotoxina del veneno de serpiente y la gpG rábica, donde la mayor similitud 

se encuentra entre los aa de la neurotoxina que se unen a NAChR, con los residuos 189-

200 de l a pr oteína v iral (Lentz et al., 1984). Después de r econocer al  r eceptor la gpG 

presenta modificaciones estructurales dependientes del pH que promueven la entrada del 
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virus a la célula  y la fusión de membranas (Albertini et al., 2012). La integridad de la gpG 

también s e r equiere du rante l a l iberación c elular del  v irus, mutantes truncadas en  el  

dominio c itoplasmático o c arentes de él, p resentan un e fecto de a tenuación y a q ue 

disminuyen sus títulos de infectividad, esto se asocia con una deficiencia en la producción 

del virus más que con el reconocimiento del receptor (Mebatsion et al., 1999) 

Otro factor i mportante en l a pat ogenicidad v iral es  l a c apacidad de  inhibir l a 

apoptosis, es te ev ento es  el  pr incipal m ecanismo de daño m ediado por  l a gpG, y s e 

asocia con el grado de atenuación de la cepa. En células  neuronales infectadas con 

diferentes cepas del virus rábico que sobre expresan  la glicoproteína, se incrementó la 

inducción de apopt osis c on r especto a l as n euronas i nfectadas c on c epas de b aja 

expresión de gpG y s e comportaron c omo c epas at enuadas en el  ratón des pués de  l a 

administración periférica (Faber et al., 2002). Estas evidencias sugieren que la expresión 

controlada de la gpG tiene una función de soporte para promover la propagación del virus, 

una ex presión m enor de gpG ayuda a e vadir l a ac tivación de l a r espuesta i nmune 

fuertemente des encadenada por  l a apo ptosis, puesto que l a des trucción de l as c élulas 

primariamente i nfectadas o de l os m ecanismos de t ransporte ax onal d el virus pueden  

reducir el acceso del virus al SNC previniendo la infección. 

El t ransporte ax onal r etrogrado es  c lave para la l legada del  v irus a SNC dur ante l a 

infección natural. Se ha demostrado que vectores retrovirales pseudotipados con proteína 

G r ábica r ealizan t ransporte ax onal des pués de s er adm inistrados v ía per iférica 

(Mazarakis et al., 2001), estableciendo ent onces q ue l a s ola pr esencia de G  en l a 

envoltura confiere neurotropismo. 

2.4 Respuesta inmune contra el virus de rabia 
Durante el curso de la infección, el virus de rabia (VR)  enfrentará la respuesta inmune en 

dos momentos importantes, cuando es inoculado en la periferia después de la mordedura 

y en el Sistema Nervioso (SN) durante la propagación del virus por el transporte axonal.  

2.4.1 Inmunidad innata 
Los mecanismos de defensa innatos son capaces de det ectar la presencia del VR en el 

ambiente extracelular mediante receptores como los TLR tanto en la periferia como en e l 

SN, en l a per iferia por  ej emplo l os r eceptores T LR 2 y  4 c umplen c on es ta f unción; 

mientras en S N l as n euronas c entrales ex presan TLR 1 -4 y  l os pl exos ner viosos 

periféricos expresan T LR4. Otros receptores de reconocimiento de patrones como l os 

RLRs  s e expresan en el c itoplasma o bien en vesículas endosomales, como el  TLR-3, 
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TLR 7-9 y TLR-13 (Lafon 2008). El TLR-3 detecta RNAds con una longitud mayor a 40-50 

pb (Liu et al., 2008), mientras los R LRs detectan los ARN’s v irales en citoplasma q ue 

contienen un t rifosfato en el  ex tremo 5’  (Hornung et al., 2006). La acción de es tos 

receptores di rige l a pr oducción de q uimiocinas, c itocinas i nflamatorias y  m oléculas c on 

actividad antiviral como los interferones 

2.4.2 Inmunidad específica 
La r espuesta i nmune e specífica c ontra un  pat ógeno s e des encadena en l os ór ganos 

linfoides como nódulos o bazo y ocurre en l a per iferia aun c uando se t rate de un v irus 

neurotrópico. S e ha v isto que no ex iste di ferencia ent re l as r espuestas i nmunes 

adaptadas (respuesta de células T CD8+, CD4+ y AAN) inducidas en r atones inyectados 

con cepas virulentas o con cepas menos patogénicas (Roy y Hooper, 2007). Además esta 

respuesta se i nduce de spués q ue el v irus ha ent rado al  S N, l o que ex plica por que l os 

pacientes que mueren de rabia presentan AAN en suero (Hunter et al., 2010) 

2.5 Mecanismos de evasión inmunológica del VR 
La respuesta inflamatoria inducida por el VR es transitoria, el virus puede evadir esta 

respuesta por varios mecanismos: 

1) r educe l a ent rada d e l eucocitos mononucleares y  m acrófagos al  SN al  m antener 

impermeable la BHE, cepas no pat ógenas favorecen una apertura transitoria de BHE, lo 

que no ocurre con cepas patógenas (Phares et al., 2006; Roy y Hooper, 2007). 

2) induce en el SN la expresión de moléculas anti-infamatorias como los receptores 1 y 2 

de T NF (Chopy et al., 2011), así como de los s upresores de s eñalización de c itocinas, 

(Nuovo et al., 2004). 

3) dispara  l a ex presión de moléculas que e jercen un  e fecto que l imita l a inflamación 

tisular  c omo HLA-G y B 7-H1. B7-H1 reduce la expresión de m oléculas pro-inflamatorias 

como iNo s y  T NF-α (Phares et al., 2010), por ot ro l ado H LA-G di rige el  bal ance de  

citocinas hacia un patrón TH2 promoviendo la secreción de IL-4, IL-3 y IL-10 y reduciendo 

la producción de IFN-γ y TNF-α (Carosella, et al., 2001). 

4) bloquea puntos de la ruta de expresión de IFN, la proteína N limita la cascada de 

señalización bloqueando los RLRs (Masatani et al., 2010), mientras la proteína P inhibe la 

fosforilación de los factores reguladores de IFN 3 y 7 (Rieder et al., 2011).  

2.5.1 El VR provoca la muerte de células migratorias e impide su acción en el SN 
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Una vez activados en la per iferia, las células T, B y los macrófagos expresan moléculas 

de adhes ión y son c apaces de ent rar al  S N, s in em bargo des pués de poc os d ías, los 

cerebros infectados  con una cepa encefalítica mostraron aumento de células apoptóticas 

T migratorias CD3+ (Baloul y Lafon, 2003). Estudios in vitro e in vivo han mostrado que en 

neuronas infectadas por el VR se sobre expresan moléculas inmunosubersivas como B7-

H1, Fas-L  y HLA-A aumentando la muerte de células T activadas. (Lafon, et al., 2008). 

Por otra parte la entrada de células B al SN así como la secreción local de AAN ayudan a 

resolver la infección por una cepa atenuada (Hooper et al., 2009), sin embargo durante la 

infección por  una c epa enc efalítica l as c élulas B en el  c erebro s on c asi i ndetectables 

(Kojima et al., 2010), sugiriendo que una en trada r estringida o bi en l a des trucción d e 

células B  m igratorias c ontribuyen a l a v irulencia de V R. C on t odos e stos es tudios s e 

observa entre más patógena sea la cepa de VR, más débil es la respuesta inflamatoria 

desencadenada. 

De esta forma se preserva no s olamente la integridad de l a red neuronal sino la vida del 

huésped ayudando al virus a alcanzar el tallo cerebral y las glándulas salivales antes de la 

muerte del huésped. Además de los mecanismos de evasión citados, el VR también se 

beneficia del efecto inmunosupresor que se deriva de un reflejo neuronal controlado por el 

SNC como respuesta al exceso de citocinas inflamatorias como TNF-α, IL-1β o IL-6 en la 

periferia (Johnston y Webster, 2009).  

2.6 La rabia  
La r abia es  una enc efalomielitis v iral c ontagiosa q ue a fecta a l as es pecies de  

mamíferos, s e c onsidera un pr oblema de s alud en t odo el  m undo. E l virus de r abia s e 

transmite pr incipalmente por  m ordedura o  l amedura de un ani mal i nfectado, 

esporádicamente también por  i nhalación del  v irus en aer osoles (Gibbons, 2002) . 
Excepcionalmente se puede propagar de persona a per sona por medio del trasplante de 

órganos (Rupprecht y Plotkin, 2013).  
El virus ent ra cuando fluidos c omo l a s aliva q ue l o c ontiene ent ran en c ontacto c on 

soluciones de c ontinuidad ( cortadas, r asguños o her idas), c uando al canza l os t ejidos 

periféricos tiene un primer periodo de replicación hasta que alcanza los ganglios espinales 

periféricos en  l a uni ón del ner vio c on el  m úsculo o el  ner vio c on el  tendón, des de ahí  

realiza el transporte axonal dirigiéndose al SNC por diseminación centrípeta a razón de 8 

a 20 mm/ día en los roedores (Rupprecht y Plotkin 2013) y en humanos, a una velocidad 

de 50–100mm/ día (Tsiang et al., 1991) , hasta que alcanza la medula espinal y l lega a 
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cerebro, en tonces tiene un s egundo per iodo d e r eplicación par a des pués t ransportarse 

por vía centrífuga hacia los tejidos periféricos como la córnea, glándulas salivales médula 

suprarrenal, r iñón, pulmón, hígado, músculo esquelético, piel y corazón (Hemachudha et 

al., 2002). 

El s índrome r abioso en humanos consiste de l os s iguientes es tados: periodo de  

incubación, pr odrómico, fase neu rológica a guda, c oma y  m uerte o en casos m uy r aros 

recuperación, estos periodos pueden traslaparse, se ha reportado que el periodo de 

incubación en humanos puede ser tan corto como 5-6 días o tan largo como de más de 6 

años (Hemachudha et al., 2002, Smith et al., 1991), pero en promedio varía de 20 a 60 

días, los síntomas duran de 5 a  10 días y aparecen más rápidamente entre más cercano 

esté el sitio de i noculación del virus con la cabeza. Durante el per iodo de incubación no 

hay s íntomas ni  m odo de di agnóstico, pos teriormente apar ecen l os s ignos pr odrómicos 

con fatiga, anorexia dolor de cabeza y fiebre. Cuando el virus se encuentra ya en SNC el 

paciente pr esenta c ontracciones es pásticas de t ipo respiratorio, puede hab er 

contracciones, vómito, irritabilidad al tacto a l a luz y al sonido. En este momento la rabia 

se puede presentar en dos formas clínicas: la rabia furiosa y la rabia paralítica. En la rabia 

furiosa s e pr esentan l os s íntomas m ás s everos, c on per iodos de ex citabilidad, 

alucinaciones visuales y ol fatorias, c risis convulsivas y e l pac iente en t odo momento es  

consciente de s u gravedad, l as c ontracciones pueden l levar a par o r espiratorio c oma y  

muerte. E sta forma de rabia es  us ualmente  transmitida por  mordedura de per ro.  E l 

síntoma clásico de hidrofobia no se presenta en todos los enfermos con rabia, se refiere a 

contracciones de l a faringe y  l a l aringe des encadenadas por  l a i ngesta de  l íquidos 

produciendo un dolor profundo que el paciente desarrolla un miedo tan grande al recordar 

dicho dolor que la sola mención del líquido o verlo causa una aversión incontrolada. La 

rabia paralítica o rabia tranquila, es frecuente en los casos transmitidos por murciélago, su 

duración es más larga y no se presentan convulsiones pero sí contracciones musculares, 

estupor y parálisis flácida. (Rupprecht y Plotkin, 2013)  

2.6.1 Reservorios 
El origen de los Lyssavirus, incluido el virus de l a rabia son los quirópteros, estos 

son los reservorios originales. Por medio del fenómeno denominado en inglés “Spillover” o 

derrame l os q uirópteros pueden c ontaminar a m amíferos t errestres. C uando el  virus 

circula por g eneraciones en una s ola es pecie s ucede el  f enómeno que en i nglés s e 

denomina “Host switching” o cambio de huésped, entonces el perro, el zorro, mapache o 
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zorrillo que fueron contaminadas por el quiróptero se convierten a s u vez en reservorios 

(Badrane y Tordo, 2001). El humano, y especies como bovinos, cerdos, ovejas, cabras y 

caballos, son huéspedes incidentales y debido a sus hábitos de alimentación no trasmiten 

activamente el  v irus, s olo l o pueden t ransmitir pasivamente y  s on s iempre fondos saco 

epidemiológicos (Loza y  A guilar 1998) . Durante un es tudio r ealizado en l a z ona de l as 

Américas de  1993 -2002 s e enc ontró que el  per ro fue el  pr incipal t ransmisor de  r abia 

humana s eguido del  m urciélago he matófago (Belotto et al., 2005) , por ot ro l ado es te 

quiróptero e s el  pr incipal transmisor del v irus a di ferentes es pecies de importancia 

ganadera (Lee et al., 2012). 

 

2.6.2 Rabia paralítica bovina (RPB) 
En l os bov inos, al  r abia s e manifiesta c on al teraciones de l a c onducta como u n 

rabia furiosa, el animal puede embestir a o tros bovinos, se aleja del hato, hay ansiedad, 

se m uestra atemorizado, no toma a gua (hidrofobia), también se presentan t aquicardia, 

hay dificultad para deglutir la saliva, por lo que el animal babea abundantemente, 

disminuye la producción láctea, se exacerba la conducta sexual (ninfomanía), se esconde 

en lugares oscuros (fotofobia), posteriormente se desarrolla una fase paralítica que inicia 

en las extremidades posteriores, adopta una postura parecida a un perro sentado (ganado 

derrengado) y evoluciona hasta quedar en decúbito lateral, en ocasiones hay pataleo, 

como si estuviera corriendo y muere por la parálisis de los músculos respiratorios (Batalla 

y Flores-Crespo, 1998). 

La RPB es  un pr oblema de s alud animal de at ención pr ioritaria por  l as pérdidas 

económicas que causa en la ganadería, se ha estimado que la mortalidad anual causada 

por R PB, es  c ercana a l as 50, 000 c abezas de  g anado, l o que s umado a l as per didas 

indirectas de c arne y  l eche y  l a de valuación de pi eles por  m ordeduras de v ampiros, 

significaría una pér dida anual superior a l os US $ 44 m illones (Acha y Szifres, 2003). Un 

estudio pr esentado en 2007 por  el  S ervicio N acional de S anidad I nocuidad y  C alidad 

Agroalimentaria (SENASICA) de México, mostró que durante los años de 2001 a 2006 s e 

presentó un p romedio d e 843 c asos de m uerte por  R PB por  año,  l o c ual s e r eflejó e n 

pérdidas económicas directas por más de 4 000 ,000 millones de pesos en promedio/año, 

todo esto en zonas endémicas. 

2.6.3 El murciélago hematófago y su relación con RPB 
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El Desmodus rotundus o murciélago hematófago comúnmente conocido como 

vampiro, es el principal mamífero volador transmisor de r abia, es endémico de l as zonas 

tropicales o subtropicales de América Latina, se distribuye desde el norte de México hasta 

la z ona c entral de A rgentina y  en T rinidad y Tobago, el  hábi tat adec uado par a es te 

quiróptero es un ambiente húmedo, obscuro, en temperaturas nunca menores a 15°C y a 

menos de 2000  m etros sobre el  ni vel del  m ar. El vampiro s e al imenta de l a s angre de 

animales de pas toreo, de m odo que las colonias de vampiros se es tablecen en c uevas 

cercanas a l as zonas de di versos t ipos de ganado, por el lo, l a di stribución del  vampiro 

coincide con la incidencia de casos de RPB, de modo que el control de las poblaciones de 

murciélago ayuda sustancialmente a reducir la incidencia de casos en animales silvestres, 

y las pérdidas económicas en la ganadería desde México hasta Argentina (Lee et al., 

2012; Jhonson et al., 2014). 
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Capítulo 3 
Vacunación contra Rabia y Brucelosis en Ganado bovino 

3.1 Cepas vacunales para BB 
3.1.1 Cepa RB51 

En el Instituto Politécnico de la Universidad de Virginia en E.U.A se obtuvo la cepa 

rugosa atenuada B. abortus RB51 a partir de la cepa 2308, a partir de sucesivos pasajes 

de la cepa patógena B. abortus 2308 en un medio que contenía r ifampicina y ampicilina 

(Schurig et al., 1991). La ventaja principal de esta cepa es que no producen Ac contra el 

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

infectados de vacunados. Su utilización como vacuna contra la BB se permitió en Estados 

Unidos de N orteamérica desde 1996, así como en M éxico, Chile, Argentina y Venezuela 

en 1997 y, en Costa Rica, Colombia y Paraguay en 1999. (Schurig et al., 2002) Esta cepa 

es estable sin embargo, aún existen controversias con respecto a su eficiencia (Moriyón et 

al., 2004) y sólo se recomienda en paí ses que t ienen baja prevalencia de l a enfermedad 

(Nicoletti 2010). 

3.1.2 Cepa S19 
Fue aislada en 1923 por  el Dr. John Buck de la leche de una v aca llamada Matilda que a 

pesar de haber  s ido i nfectada t uvo t res bec erros s in abor tar, s u at enuación r esultó 

espontáneamente y el 19 es el número de cultivo inmunogénico menos patógeno que el 

cultivo original (Buck, 1930). Es la cepa vacunal viva de mayor uso contra la BB, todos los 

programas que han tenido éxito en el control de BB la han empleado en sus campañas; 

confiere en tre un  70 -80% de pr otección c ontra el  abor to y  50 -60% c ontra l a i nfección 

frente al  des afío c on c epas pat ógenas (Godfroid et al. 2011), además los ani males 

inmunizados con esta cepa producen Ac del tipo IgG1, IgG2b e IgM específicos contra la 

cadena O  del  LP S (Vemulapalli et al., 2000b), por ot ro l ado es  c apaz de c onferir 

inmunidad hasta por ocho partos, que es  la vida productiva de una v aca. B. abortus S19 

es estable, sin embargo presenta algunas desventajas; puede inducir abortos, aunque sea 

con una tasa menor a l 1%  (Moriyón et al., 2004), es pa tógena pa ra el  hu mano y  

principalmente los Ac por vacunación hacen difícil diferenciar entre bovinos vacunados e 

infectados con cepas silvestres de B. abortus (Shurig et al., 2002). 

3.2 Administración de cepas vacunales para BB en México 
En México, l a c epa S 19 s e ha el aborado y  ut ilizado des de 1951;  para 1997 s e 

autorizó el uso de l a cepa RB51, sin embargo la cepa S19 continúa siendo la vacuna de 
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elección en nuestro país y en otros países de alta prevalencia. La dosis de la cepa S19 de 

B. abortus varía con respecto de la edad de los animales, en hembras de 3 a 6 meses de 

edad s e apl ica l a dos is l lamada c lásica y  en  hem bras mayores a 6  m eses i ncluso 

gestantes se adm inistra l a denom inada dos is r educida, E n c uanto a l a apl icación de l a 

cepa RB51 en bovinos, la dosis autorizada en los países donde se utiliza, coincide con la 

dosis que se aplica en b ecerras de 3  a 6  meses con S19, pero se permite aplicar desde 

los 3 has ta l os 12 m eses. E n l a Tabla 3 se pr esenta el  es quema de v acunación par a 

ambas cepas (NOM-041-ZOO-1995) 

 

Tabla 3. Dosis de cepas vacunales de B. abortus 
aplicadas según la edad 

Cepa  Edad Dosis/ Volumen 

RB51 Becerra  1 a 3 X 1010 UFC/2 ml 

Vaca  1 a 3 X 109 UFC/ 2 ml 

S19 Becerra 6 a 12 X 1010 UFC/ 5 ml 

Vaca   3 X 108 a 3 X 109 UFC/ 2 ml 
En t odos l os c asos s e administran c epas v ivas  por  v ía s ubcutánea en el t ercio 
medio del cuello 

 
3.3 Aspectos moleculares de la cepa Brucella abortus S19.  
El defecto genético que permite la atenuación de esta cepa aún no ha sido definido, en 

2008 s e pr esentó l a s ecuencia de s u genoma (Crasta et al.), identificando 24 pos ibles 

genes involucrados en l a atenuación, de l os cuales, cuatro son relevantes; uno c odifica 

para una proteína de membrana y esta deletado en la cepa vacunal pero también en 

algunas c epas v irulentas por  lo que es  poco pr obable q ue es té i nvolucrada en la 

atenuación, los otros tres corresponden a proteínas relacionadas con el metabolismo de 

eritritol. El operón de er itritol contiene 4 m arcos de lectura para eryA, eryB, eryC y eryD, 

en la cepa S19 se observa una deleción de 703 ntd que interrumpe la región entre eryC y 

eryD afectando el extremo C terminal de la proteína eryC y el N-terminal de la proteína 

eryD, es to c omparado con l as c epas 2308,  9 -941de B. abortus. E sto c omplementa l a 

información previa de que el crecimiento de S 19 se ve inhibido en pr esencia de er itritol 

(Sangari et al., 1994), sin embargo la deleción en el operón ery no es el único f actor 

relacionado c on l a al teración (Sangari et al., 1998). Por o tro l ado l a c epa S 19 de B. 

abortus carece de factores para la sobrevivencia dentro del macrófago. La Figura 6 ilustra 

eventos durante el tráfico intracelular de la cepa virulenta 2308 y la cepa atenuada S19. 
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Figura 6. Modelo comparativo del tráfico intracelular entre las cepas B. abortus 2308 y S19 
(Modificado de Pizarro-Cerdá et al., 2000). La sobrevivencia intracelular de B. abortus 
depende de su capacidad para resistir el ambiente ácido dentro del fagosoma y de inhibir la 
fusión fagosoma-lisosoma. B. abortus entra a la célula mediante un mecanismo dependiente 
de LPS, de 5-10 min después de la invasión, ambas cepas interaccionan con los endosomas 
tempranos y se encuentran en una vacuola que contiene a Brucella (VCB) que expresa los 
marcadores Rab5 y EEA-1, posteriormente la vacuola cambia a un autofagosoma que 
presenta los marcadores LAMP-1 y sec61β. En los estados tardíos de infección la cepa 
atenuada S19 es degradada dentro de un autofagosoma maduro que contiene catepsina D, 
en contraste; la cepa virulenta 2308 redirige el proceso de maduración del fagosoma 
bloqueando la fusión de los lisosomas con los fagosomas que contienen la bacteria y se 
mantiene en un compartimento negativo a catepsina D que conserva el marcador sec61β 
(Pizarro- Cerdá et al., 1998a), que sirve como marcador del retículo endoplásmico, la VCB 
interacciona entonces con el RE formando un organelo derivado del RE donde la cepa 
virulenta puede proliferar (Celli et al., 2003; Pizarro- Cerdá et al., 1998a).  
 
3.4 Prevención de RPB 
La vacunación es la forma más eficiente para prevenir RPB, con este fin se han ut ilizado 

diversas cepas, en México por ejemplo las primeras vacunas aplicada contenían virus 

inactivo producidas en  animales de l aboratorio, par a 1957 s e i ntroduce l a c epa F lury, 

elaborada con virus vivo  a partir de pasajes en embrión de pollo, sin embargo en 1965 se 

tienen not icias de s u i neficacia par a det ener u n br ote de der riengue, puesto que l os 
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animales no pr odujeron Ac después de s eis meses de v acunación. En 1967 y  1968 s e 

prueba una vacuna conteniendo la cepa ERA, producida en c ultivos primario de r iñón de 

cerdo y  que mostró ser adecuada para prevenir RPB. Paralelamente a es tos t rabajos y 

gracias a un pr oyecto coordinado FAO/INIP, se desarrolló una vacuna antirrábica a par tir 

del ai slamiento v iral V-319 or iginado de v ampiro, este ai slamiento s e des ignó 

posteriormente como cepa Acatlán (Hernández-Baumgarten, 1972) 

Actualmente para la prevención de RPB en México se aplican versiones de virus vivo e 

inactivo de  l as c epas; ERA, R oxane, S AD, A catlán V -319 q ue es tán c ontenidas e n 

vacunas pr oducidas por  l aboratorios p rivados, adem ás la P roductora N acional de 

Biológicos Veterinarios (Pronabive) dependiente de SAGARPA produce la vacuna Derri A 

Plus que contiene la cepa de v irus rábico ac tivo Acatlán V -319; y  Derri P lus constituida 

por la cepa inactiva del virus Pasteur (PV). Ambas administradas vía IM  

La NOM-067-ZOO-2007, sobre l a Campaña nacional par a l a pr evención y  control de l a 

rabia en bov inos y es pecies g anaderas i ndica q ue l a v acunación antirrábica s erá 

obligatoria en z onas o r egiones donde s e tienen plenamente identificada la presencia de 

la R PB ( Áreas enz óoticas) y  en  l ugares donde s e pr esenten c asos c línicos y/o 

confirmados por laboratorio. Se establece también que el esquema de vacunación 

antirrábica para bovinos y especies ganaderas mayores de un año, se realizará en el área 

endémica de r abia y  c uando l as ac ciones de C ampaña s e enc uentren en l a z ona, 

mientras que par a ani males m enores a un año s e apl ica una  pr imera dos is al  m es de  

edad c on r efuerzos a l os t res y  s eis m eses; en t odos l os c asos l a v acuna s e apl ica 

conforme a la vía de administración y dosis indicada por el laboratorio fabricante. Para el 

control de un foco de rabia en el  ganado bov ino y  ot ras especies ganaderas, se deben 

aplicar vacunas ant irrábicas de t ipo v irus ac tivo m odificado y /o de t ipo v irus i nactivado, 

además de realizar actividades de control del transmisor. 

En el  caso del  g anado, por m otivos económicos o de ot ra índole, m uchas veces no s e 

vacuna cada año,  y  en oc asiones se pretende vacunar en el  momento en q ue surge el  

brote, esta práctica resulta poco eficaz pues la vacunación sólo actúa cuando los 

animales se han inmunizado previamente y se ha demostrado que la vacunación en un 

animal que incuba el virus patógeno, acelera el desarrollo de la enfermedad  (Pastoret et 

al., 1997). 
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Capítulo 4 
Vacunas de ADN 

La idea de vacunación génica surge desde los primeros ensayos que demostraron 

que la administración de ADN recombinante in vitro e in vivo resultaba en la expresión de 

la proteína codificada, esta opción se fortaleció al demostrar la producción de Ac contra la 

hormona de crecimiento humano en ratones vacunados con plásmidos conteniendo el gen 

de dicha proteína regulado por  distintos promotores eucarióticos (Tang et al., 1992). La 

administración de ADN desnudo mostró su potencial como vacuna gracias a l os trabajos 

de Robinson et al. (1993) y Ulmer et al. (1993) donde se evidenció que la aplicación de 

plásmidos codificantes de la Hemaglutinina del virus Influenza en pollos y ratones 

respectivamente, fue capaz de proteger a los animales frente al reto con el virus completo. 

Las vacunas de ADN ofrecen diferentes ventajas en comparación con las vacunas 

actuales (Tabla 4). 

a) estimulan la respuesta de células T CD8+ asociada a moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase I como ocurre con las vacunas atenuadas; sin manejar al agente 

patógeno y eliminando la posibilidad de reversión, en contraste las vacunas basadas en 

proteínas no estimulan este tipo de respuesta.  

b) su producción y mantenimiento no requiere la cadena fría necesaria para la estabilidad 

de las vacunas convencionales. 

4.1 Características de un plásmido vacunal  
Estructuralmente l os pl ásmidos v acunales c ontienen r egiones nec esarias par a 

realizar s u pr oducción y l ograr es timular e ficientemente l a respuesta i nmune (Fig. 7). 

Estas regiones se encuentran en dos  elementos básicos; una uni dad transcripcional que 

contiene las secuencias necesarias para la expresión óptima de la proteína, así el gen en 

cuestión está controlado por un promotor fuerte generalmente viral; CMV o SV40 son los 

más utilizados y se le incorporan secuencias de poliadenilación estabilizadoras de ARNm 

como la de la hormona de crecimiento bovino (BGH) o SV40. El otro elemento, la unidad 

adyuvante contiene regiones como el origen de replicación, necesario para la propagación 

del plásmido en la bacteria que lo alberga y el gen de selección que ayuda a identificar las 

bacterias que l o c ontienen. E n l a uni dad ady uvante t ambién s e enc uentran motivos 

inmunoestimuladores, que c onsisten de nuc leótidos no m etilados c istína-fosfato-

guanosina (CpG) específicos de bacterias, que no están presentes en células eucariotas y 
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que s on po tentes es timuladores de c élulas B, ac tivando adem ás células as esinas 

naturales (NK) y células T (Gurunathan et al., 2000).  

 

Tabla 4. Comparación de diferentes tipos de vacunas. Traducido de 
Gurunathan y et al., 2000 
  Vacuna de 

ADN 
Vacuna 
atenuada 

Vacuna inactiva o  
de Subunidad proteíca 

Respuesta 
Inmune 
Humoral Células B ++ +++ +++ 

Celular CD4+ +++Th1a +/-Th1 +/- Th1 

CD8+ ++ +++ - 

 
Presentación del 

antígeno por 

MHC class 
I & II 

MHC class 
I & II 

 

MHC 
class II 

Memoria Humoral +++ +++ +++ 

Celular ++ +++ +/- 

Producción Facilidad de 

desarrollo y 

producción 

+++ + ++ 

Costo +++ + + 

Almacén y 

transporte 

+++ + +++ 

Seguridad  +++ ++ ++++ 

 
4.2 Vacunación génica antirrábica. 

Los es tudios sobre l a i nmunización con ADN contra el  v irus de rabia, i nvolucran 

diferentes proteínas virales como la N o P, sin embargo la glicoproteína G del virus rábico 

es l a úni ca c apaz de i nducir l a pr oducción de AAN, por  el lo representa el  i nmunógeno 

ideal y  en el la se han en focado los es fuerzos para desarrollar las vacunas l lamadas de 

cuarta generación diseñadas por ingeniería.  

En el t rabajo de Wiktor et  al (1984), se construye un virus vaccinia recombinante 

conteniendo l a g licoproteína G  del  virus de r abia ( V-RG), l a i noculación de V -RG e n 

ratones y  conejos indujo niveles al tos de A AN logrando la protección contra el  reto con 

cepas de virus silvestre. El V-RG se ha aplicado exitosamente para la vacunación oral de 

fauna silvestre que ingieren cebos donde se coloca el virus recombinante (Pastoret 1996). 
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Figura 7. Esquema de los requerimientos básicos de un vector plasmídico de ADN. 
(Modificado y traducido de Gurunathan y col; 2000) 
 
Se han construido diferentes plásmidos vacunales conteniendo el DNAc del gen G, el 

nivel de ex presión de l a pr oteína y  l a m agnitud de l a r espuesta i nmune i nducida por  el  

plásmido, depende de ciertos factores donde el más importante es el tipo de promotor que 

dirige l a ex presión en mamíferos, en es te s entido l os pr omotores v irales de S V40 y 

Citomegalovirus ( CMV) s on l os m ás u tilizados. Por e jemplo el  pl ásmido pSG5-ERA 

contiene el gen G de la cepa ERA regulado por el promotor SV40 (Xiang et al., 1994). En 

los laboratorios Lyssavirus, del Instituto Pasteur en Francia se usó por primera vez el 

vector pCIneo para clonar el gen G controlado por el promotor CMV para la expresión en 

mamíferos, logrando inducir la producción de A AN, células T ayudadoras, T citotóxicas y 

NK en ratón (Bahloul et al; 1998). 

Trabajos desarrollados en la Unidad de Investigación Médica en Inmunología, del Hospital 

de Pediatría, Centro Médico Nacional Siglo XXI a cargo del Dr. Álvaro Aguilar Setién han 

demostrado que la administración del plásmido vacunal pPRG induce a la formación de 

AAN en perros de la raza Beagle por vía intramuscular (Perrin et al; 2000). Posteriormente 

este m ismo grupo e mplea l a c epa at enuada de Salmonella typhimurium SL3261 

transformada con el plásmido pPRG, administrada por vía oral en ratones induciendo la 

formación de AAN, demostrando la utilidad de es ta bacteria intracelular como acarreador 

del pl ásmido v acunal a ntirrábico (Salas; 2005 ; T esis de  M aestría). Recientemente s e 
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construyó el plásmido vacunal (pGQH), basado en el vector comercial pCI-neo en el  que 

se insertó el gen G del aislado HQ01-IMSS proveniente del cerebro de un niño que murió 

de r abia t ransmitida po r un q uiróptero hem atófago, es te pl ásmido fue adm inistrado a 

ratones BALB/c adultos vía intramuscular (IM),  observando seroconversión superior a las 

0.5 uni dades UI a par tir del  d ía 30 pos tvacunación, l os r atones t ambién r esistieron el  

desafío c on virus CVS (Challenge V irus S train) v ía i ntracerebral ( Aguilar-Setién et al; 

2008). Este mismo plásmido se administró por vía nasal como tratamiento post-exposición 

en ratones y conejos, mostrando una supervivencia del 100% contra el reto de virus de 

rabia CVS. (Tesoro et al; 2008). 

4.3 Bacterias intracelulares como acarreadores de ADN Vacunal  
Diferentes c epas bac terianas de t ipo i ntracelular s e han ut ilizado c omo v ehículos vivos 

para inducir respuestas inmunes contra el los mismos y contra los antígenos heterólogos 

que expresan. A partir de mediados de los años 90s, también se han utilizado vectores 

bacterianos c omo transportadores de v acunas ADN (Sizemore et al., 1995) , entre l as 

bacterias m ás ut ilizadas s e enc uentran del  gr upo de G ram neg ativas; Salmonella spp., 

Yersinia spp., Shigella spp., y  de l as G ram pos itivas Mycobacterium spp., Listeria 

Monocytogenes. (Dietrich et al., 2001, Hense et al., 2001) . La bac teria s e c onvierte 

solamente en el  vehículo de un A DN p lasmídico, q ue contiene un g en regulado por  un  

promotor eucarionte. 
4.4 Brucella abortus como sistema de expresión heteróloga 
B. abortus naturalmente no pos ee pl ásmidos, s in em bargo s e ha dem ostrado que e s 

capaz de aceptar y transferir plásmidos in vitro e in vivo en modelo murino (Verger et al., 

1993; Elzer et al., 1995). En l os años  90 s e d esarrollaron pl ásmidos r eplicativos en  B. 

abortus, el  pr imero s e denom inó pB BR1MCS y  confería r esistencia a Cloranfenicol 

(Kovach et al.,  1994), de éste se derivaron otros cuatro que de acuerdo con el antibiótico 

al q ue c onferían r esistencia s e des ignaron c omo; pBBR1MCS-2 par a K anamicina, 

pBBR1MCS-3 para Tetraciclina, pBBR1MCS-4 para Ampicilina y finalmente pBBR1MCS-5 

para Gentamicina (Kovach et al., 1995). La existencia de es ta familia de plásmidos abrió 

la posibilidad de utilizar este microorganismo como sistema de expresión heteróloga.  

Comerci y  c olaboradores (1998), expresaron por  pr imera v ez un  ant ígeno 

heterólogo en la cepa vacunal de B. abortus S19, para ello construyeron un plásmido 

conteniendo la secuencia regulatoria y la secuencia del péptido señal del gen bcsp31 de 

Brucella spp fusionado con una q uimera de un ant ígeno r epetitivo de  T. cruzi, se logró 
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generar una buena r espuesta de Ac específica c ontra l a pr oteína het eróloga). La c epa 

vacunal RB51 también se utilizó en es tos ensayos de expresión, las proteínas HSP65 de 

Mycobacterium bovis y β−galactosidasa de E. coli se f usionaron con l os pr omotores de 

sod y groE de B. abortus generando una respuesta contra las proteínas heterólogas sin 

afectar la atenuación de l a cepa (Vemulapalli et al., 2000a). Por su parte la cepa de B. 

abortus S19 es capaz de inducir una fuerte respuesta inmune humoral y celular in vivo en 

ratones BALB/c contra proteínas heterólogas como la proteína RAP1 del parásito Babesia 

bovis (Sabio y García et al., 2008) o el antígeno MPB83 de Mycobacterium bovis (Sabio y 

García et al., 2010) sin al terar su ef icacia protectora contra la infección de B. abortus 

virulenta. Los estudios anteriores se han realizado empleando como base plásmidos de la 

familia pBBRM1CS con promotores de genes codificados por Brucella spp. Sin embargo, 

no se ha pr obado si  B. abortus S19 es capaz de funcionar como vector de un pl ásmido 

con promotor eucariotico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

Capítulo 5 
Diseño del estudio 

5.1 Planteamiento del problema 
La RPB y l a BB son en fermedades que a fectan al  ganado bov ino, c onstituyen un  

problema de s alud ani mal q ue i mpacta en l a s alud hum ana y  c ausan pér didas 

económicas severas. La vacunación es la principal medida de pr evención, por lo que es 

necesario des arrollar alternativas q ue faciliten l as c ondiciones en que s e r ealiza l a 

vacunación y optimicen sus beneficios. 

 

5.2 Justificación 
La RPB y  l a BB son en fermedades prevenibles por  vacunación. B. abortus S19 es  una 

cepa atenuada que ha mostrado ser la más eficiente para proteger contra BB, esta 

bacteria intracelular se ha empleado como vector de plásmidos recombinantes. Por otro 

lado la glicoproteína G del virus rábico está reconocida como su principal antígeno y se ha 

demostrado que pl ásmidos v acunales de e xpresión euc ariota, c odificantes de l a gpG, 

inducen la producción de AAN en animales inmunizados que los protegen contra el 

desafío. Además diferentes bacterias intracelulares han mostrado ser útiles para entregar 

plásmidos vacunales,  l a cepa atenuada de Salmonella tiphymurium SL3216 ha s ervido 

como vector de un plásmido vacunal de gpG en el modelo de ratón. Si la cepa B. abortus 

S19 se t ransforma c on un pl ásmido v acunal antirrábico, r epresenta un pr oducto 

potencialmente útil como vacuna bivalente contra Brucelosis y Rabia para ganado bovino. 

 
Hipótesis 
La cepa B. abortus S19, se puede t ransformar con un pl ásmido codificante del gen de l a 

glicoproteína G del virus de rabia ligado al promotor de CMV, y puede mantenerse estable 

in vivo e in vitro para inducir la expresión simultánea de AAN y anti-Brucella en el modelo 

de ratón. 
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5.4 Objetivo General 
Transformar l a c epa B. abortus S19, c on u n pl ásmido c odificante del  g en de  l a 

glicoproteína G del virus de rabia ligado al promotor de CMV, determinando su estabilidad 

in vivo e in vitro y evaluar su utilidad para inducir la expresión simultánea de AAN y anti-

Brucella. 

 

 

5.4.1 Objetivos específicos 
1. Construir un plásmido codificante del gen de la glicoproteína G del virus de r abia 

ligado al promotor de CMV útil para transformar Brucella abortus. 

2. Transformar la cepa vacunal de Brucella abortus S19 con el plásmido 

recombinante construido.  

3. Determinar la estabilidad in vivo e in vitro de la cepa B. abortus S19 transformante. 

4. Evaluar el nivel de AAN y anti-Brucella en ratones BALB/c inmunizados con la 

cepa transformante. 

5. Determinar el ni vel de pr otección i nducido c ontra R abia y  B rucelosis  en los 

ratones inmunizados. 
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Capítulo 6 

Material y Metodología 

6.1 Cepas: E. coli DH10B; contiene al pl ásmido pG QH y  fue donada  por el  D r. Á lvaro 

Aguilar S etién (Laboratorio de I nmunología de l H ospital de P ediatría del C MN-SXXI), 

E.coli TOP10; se ut ilizó par a pr opagar todas l as c onstrucciones de es te t rabajo y  f ue 

donada por  el  D r. R igoberto H ernández C astro ( Departamento de E cología de A gentes 

Patógenos, Hospital General “Dr. Manuel Gea González,” Secretaría de Salud), B. abortus 

S19; es una cepa vacunal contra BB y fue donada por el Dr. Rigoberto Hernández Castro. 

Todas l as c epas s e hi cieron c recer e n C aldo S oya T ripticaseína ( CST) a 37 °C c on 

agitación orbital a 200 rpm, o en Agar Soya Tripticaseína (AST), cuando fue necesario se 

agregó am picilina en l os m edios a una c oncentración de 100  μg/mL. Las  c epas s e 

conservaron en congelación en CST con glicerol al 10% a -70°C.  
6.2 Plásmidos: pGQH; se deriva del pCl-neo (Promega E1841, Fig. 13 A), contiene en el 

sitio Xba I un fragmento de 1576 pb q ue codifica par a el  g en de  l a g licoproteína G  del  

virus de la rabia (cepa HQ01-IMSS) y ha sido previamente utilizado como plásmido 

vacunal (Aguilar-Setién et al., 2008; Tesoro et al., 2008), pBBR1MCS-4; es un v ector de 

moderado número de copias, con amplio rango de huésped entre bacterias Gram 

negativas, confiere resistencia a ampicilina y se ha demostrado que puede ser aceptado y 

establemente mantenido en di ferentes c epas de Brucella (Kovach et al., 1994 ). Lo s 

plásmidos B y C presentados en la Fig. 8, se utilizaron para la construcción del plásmido 

recombinante pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. 

6.3 Ratones. Se utilizaron ratones (mus musculus) BALB/c  An NHsd, hembras de 6-8 

semanas de edad que se obt uvieron el B ioterio Claude B ernard de la Benemérita 

Universidad Autónoma de P uebla (licencia BCB/CCUAL/118/2013). Los ratones fueron 

colocados en c ajas con agua y alimentación ad libitum y fueron aclimatados una s emana 

antes de comenzar con los experimentos. Todos los procedimientos experimentales y el 

cuidado de los animales se realizaron de acuerdo con la guía para el uso y cuidado de 

animales de laboratorio y con la NOM-062-ZOO-1999 que rige el uso y cuidado de 

animales de laboratorio en México 
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Figura 8. Esquema de los plásmidos de trabajo. 
 

6.4 Construcción del plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ codificante de la 
glicoproteína G del virus de rabia para transformar Brucella abortus. El diseño para 

construir este plásmido se presenta en el esquema 1. El plásmido pGQH se restringió con 

las enzimas BamHI y BglII, el fragmento que contiene el gen G regulado por el promotor 

de CMV se l iberó y se ligó en el  plásmido pBBR1MCS-4 que previamente se restringió 

con BamHI. Con el producto de l igación se transformó la cepa de E. coli TOP-10. De las 

colonias resistentes a ampicilina ( Ampr) se ex trajo el  pl ásmido q ue s e r estringió c on 

BamHI para verificar el tamaño esperado en la construcción y con XbaI para liberar el gen 

G. El plásmido recombinante se purificó con el Kit Endofree Plasmid Giga (Qiagen, Hilden, 

Germany), de ac uerdo con l as es pecificaciones del  f abricante y  s e d enominó pB BR4-

CMV-Ggp-SV40+. El gen G se secuenció  a partir del plásmido puro usando iniciadores 

externos; G gp1 y  G gp2 e i nternos; Gli1 y  G li2. Los  i niciadores i nternos s e di señaron 
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considerando un fragmento que incluye la mayoría de los sitios antigénicos de la 

glicoproteína G 

 

 
Esquema 1.  Diagrama de construcción del plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+  
    
6.5 Transformación de B. abortus S19. La cepa de B . abortus S19 se t ransformó por 

electroporación em pleando 3 µg del  pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ pur o, apl icando 

un pul so de 2. 5 K v, l as c olonias A mpr se anal izaron m ediante r eacciones de P CR 

independientes, para identificar al plásmido y al operón ery deletado. Para el plásmido se 

amplificó un fragmento de 5100 pb q ue c orresponde al  i nserto c lonado usando l os 

iniciadores pB BR; sentido 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ y  antisentido 5’ -

CGAGGTCGACGGTATCG-3’, aplicando el siguiente protocolo: desnaturalización inicial a 

96°C por 1min, 35 ciclos de; desnaturalización a 95°C por 30 seg, alineamiento a 64°C 

por 45 seg, extensión a 72°C por 5 min; y una incubación final a 72°C por 10 min. Para la 

deleción en el  oper ón ery se em plearon i niciadores pr eviamente r eportados (Sangari et 

al., 1994; Mukherjee et al ., 2005) , que generan un am plicón de 3 61 pb.  La c epa 

transformante se nombró B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. 
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6.6 Curvas de crecimiento bacteriano. Una semilla de las cepas de B. abortus S19 y B. 

abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se cultivó por separado en 20 ml de CST y CST-

Amp respectivamente, hasta alcanzar una DO600= 1, posteriormente se tomaron muestras 

cada hora hasta que el cultivo alcanzó la DO600= 2. De cada muestra se cuantificó UFC/ml 

para localizar el momento correspondiente a la fase logarítmica tardía para cada cepa. El 

proceso se realizó por triplicado. La preparación de las semillas se describe en el Anexo 1 

6.7 Cuantificación de Unidades formadoras de colonia (UFC). La determinación de 

UFC s e r ealizó m ediante diluciones dec uples con BSF ( Buffer salino de f osfatos) de l a 

muestra correspondiente. Para los ensayos in vitro la muestra fue el cultivo de cada cepa 

determinando U FC/mL, par a l os ens ayos in vivo se det erminó U FC/bazo, en 

homogeneizados de bazos infectados con cada cepa, las muestras de B. abortus S19 y B. 

abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se sembraron en AST y AST-Amp respectivamente. 

6.8 Estabilidad in vitro de la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. La cepa 

B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se hi zo c recer en CST-Amp por  48 h , 

posteriormente s e t ransfirieron 100 μL del  c ultivo a  5 ml d e  CS T y  CS T-Amp, y  s e 

incubaron nuev amente por  48 h par a obt ener el  pas aje 1.  E l pr oceso s e r epitió 

sucesivamente has ta el  pasaje 5 . De cada pasaje se det erminó el  número de  UFC/mL, 

bajo t res condiciones: 1) bac teria c ultivada en C ST y  ai slada en A ST (CST/AST), 2) 

bacteria c ultivada en C ST y  ai slada en A ST-Amp ( CST/AST-Amp), y  3)  c ultivo c ontrol, 

bacteria cultivada en CST-Amp y aislada en AST-Amp (CST-Amp/AST-Amp). De cada 

condición se seleccionaron al azar colonias para identificar por PCR al plásmido pBBR4-

CMV-Ggp-SV40+ usando los iniciadores pBBR. 

6.9 Expresión in vitro del gen G por la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. 
Las c epas de B. abortus S19 y  B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se hi cieron 

crecer en C ST y  C ST-Amp r espectivamente d urante 48  hr s y  s e ex trajo el  R NA t otal 

usando el  m étodo de Trizol (GIBCO B RL, US A). La s m uestras s e t rataron c on D NAsa 

antes de l a s íntesis de D NAc y  pos teriormente s e r ealizó l a r etrotranscripción c on la 

enzima Omniscript R T (Qiagen, H ilden, G ermany) y Oligo dT  ( Invitrogen, U SA). U na 

reacción de P CR s e desarrolló em pleando l os i niciadores G li1 y Gli2; s entido 5’-

ACACAATCCGTACCCTGACT-3’ y antisentido 5’-CCCGTTTACATGAGGATGAC-3’, para 

amplificar un fragmento de 736 pb, que incluye los sitios ant igénicos; I, IIa, III, G1 y G5, 

aplicando el s iguiente protocolo de  am plificación: desnaturalización inicial a  96°C por 
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1min, 30 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 seg, alineamiento a 64°C por 45 seg, 

extensión a 72°C por 1 min, con una incubación final a 72°C por 10 min.  

6.10 Estabilidad in vivo de la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Tres 

ratones se inocularon vía intraperitoneal (i.p.) con ~106 UFC de B. abortus S19 pBBR4-

CMV-Ggp-SV40+, s iete días después los animales se sacrificaron, los homogeneizados 

de bazo se sembraron en AST y  AST-Amp y  se determinó el  número de UFC/bazo; en 

colonias aisladas de cada medio se apl icó una PCR múltiple, para identificar la deleción 

en el operón ery y el gen G aplicando el protocolo para los iniciadores de G. 

6.11 Transfección de células BHK-21 con el plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Las 

células BHK-21 se hicieron crecer en medio mínimo esencial (MEM) complementado con 

10% de suero fetal b ovino ( SFB). S e c osecharon c élulas en  fase l ogarítmica de  

crecimiento y 1X106 células se transfectaron por electroporación con 15 µg del plásmido 

pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ aplicando un pulso de 140 V  durante 25mseg en una c elda de 

0.2 c m. La  ex presión de l a g licoproteína s e m onitoreo a l as 24 , 48  y  72 hr s pos t 

transfección y se incluyó un control de células no-transfectadas. Como anticuerpo primario 

se utilizó IgG humana policlonal con 150 UI/mL de AAN en una dilución 1:50 y la proteína 

se r eveló c on una di lución 1: 100 de ant icuerpo de c abra ant i-humano c onjugado a  

fluoresceína. 

6.12 Preparación del inóculo bacteriano para inmunización. Las cepas de B. abortus 

S19 y S19 B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se cultivaron hasta la fase logarítmica 

tardía, los cultivos se lavaron tres veces con SBF mediante centrifugación por 30 min a 

4500 r pm, l a pas tilla s e r esuspendió en 5 m l de S BF y  s e c uantificaron l as U FC/ml, el 

proceso se realizó por triplicado; con el promedio de l os datos se estimó la  preparación 

del inóculo para cada cepa. 

6.13 Inmunización de ratones. Se formaron grupos de trabajo con 21 ratones cada uno y 

se i nmunizaron c on tres diferentes ant ígenos, plásmido pB BR4-CMV-Ggp-SV40+, 

bacteria t ransformante B. abortus S19 p BBR4-CMV-Ggp-SV40+ y  c epa v acunal B. 

abortus S19. Tres ratones de cada grupo se sacrificaron en los días 7, 14, 21, 28, 30, 60 y 

90 post-inmunización (d.p.i.) parar determinar peso del bazo, UFC/bazo, Ac anti-Brucella, 

AAN, i dentificación del  pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y  del eción del  oper on er y en  

colonias aisladas de los grupos B y C. 

6.14 Obtención de suero. Los ratones se anestesiaron con una mezcla de 

Ketamina/Xilacina a un a dos is de 0. 1 m L/10 g de  pes o v ía i.p., la s angre s e ob tuvo 



41 
 

mediante punc ión del  pl exo r etro-orbital c on tubo c apilar, el s uero s e s eparó en dos  

partes, para AAN se al macenó a -30°C has ta su us o y  par a A c anti-Brucella se us ó 

inmediatamente. 

6.15   Determinación de Ac anti-Brucella. En una placa de vidrio se colocaron 30 μL de 

suero y 30 μL del reactivo de Rosa de bengala (SAGARPA B-0653-009), se mezclaron 

mediante movimiento circular durante 4 minutos, la prueba se leyó con una buena fuente 

de luz y sobre un fondo claro buscando aglutinación, el resultado se reporta como positivo 

o negativo, las muestras se compararon con sueros control. 
6.16 Determinación de AAN. Los s ueros pr oblema s e ev aluaron mediante 

la prueba RFFIT (prueba rápida de inhibición de focos fluorescentes, por sus siglas en 

inglés), que consiste en determinar la capacidad de un s uero para inhibir el  número de 

focos fluorescentes producidos por  una muestra v iral c on título c onocido de focos, 

comparándolo con l a c apacidad i nhibitoria de un s uero de  r eferencia. El m étodo s e 

describe en el A nexo 2.  El t ítulo de cada s uero se c alculó po r el  método de Reed y  

Muench. 

6.17 Evaluación de la protección in vivo. Se t rabajó c on tres grupos de r atones 

manejados en l as mismas condiciones descritas para los ensayos de i nmunización. Para 

la prueba de desafío de rabia, 9 ratones de cada grupo se inocularon vía intracerebral con 

virus CVS en un título de 105.52 DLR50 90 d.p.i., y se observaron durante un periodo de 21 

días r egistrando el  por centaje de s obrevivencia. P ara l a pr ueba de p rotección c ontra 

brucelosis no se administró plásmido y se incluyó un grupo con solución amortiguadora de 

fosfatos (SBF) como control, diez ratones de c ada grupo fueron desafiados con la cepa 

virulenta B. abortus 2308 a una concentración de 5 X 104 UFC/ml por vía i.p  45 d.p.i. Dos 

semanas des pués del  des afío los r atones fueron s acrificados po r di slocación c ervical, a  

éstos se les colectó el  bazo y se homogenizaron en 1 m l de SBF realizando di luciones 

décuples para determinar UFC/bazo.  

6.18 Análisis estadístico. Los datos de UFC se normalizaron por transformación 

logarítmica, par a l os en sayos de es tabilidad in vitro los dat os s e anal izaron m ediante 

ANOVA de una v ía con la prueba de Dunnett, la carga bacteriana (UFC/bazo) en medios 

con y sin antibiótico para los ensayos de estabilidad in vivo, se analizó con la prueba de t 

student, esta prueba también se aplicó para el ensayo de protección contra brucelosis. El 

peso de los bazos y la carga bacteriana en los muestreos post inmunización se analizaron 

mediante ANOVA de dos vías con la prueba de Dunnett. En todos los análisis se utilizó el 
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software G raphPad Prism6 ( GraphPad In c., C A, USA). Los  valores de P < 0. 05 s e 

consideraron significativos en todos los casos. 
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Capítulo 7 
Resultados 

   Construcción del plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ codificante de la 
glicoproteína G del virus de rabia para transformar Brucella. Después de realizar el 

proceso descrito en metodología y de acuerdo con en el  esquema 1, el plásmido puro se 

restringió con XbaI y Bam HI. La r estricción con XbaI l ibera tres fragmentos de 6057 pb , 

2283 pb y  1576 pb c ada uno,  s iendo és te úl timo el  q ue c orresponde al  g en G , l a 

restricción con BamHI l inearizó el  plásmido y  m ostró una sola banda c ompatible con el  

tamaño es perado de 9921 pb par a l a c onstrucción y  c onfirmó l a pér dida del  s itio BglII. 

(Fig. 9).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Caracterización del plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ mediante restricción 
enzimática. Carriles: 1, DNA leadder 1Kb; 2, pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ puro; 3 y 4, plásmido 
restringido con XbaI y BamHI respectivamente. El fragmento de 9921 pb corresponde al 
tamaño esperado de la construcción, el fragmento de 1576 pb corresponde al gen G liberado 
del plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. 
 
   Secuenciación del gen G clonado en el plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Los 

resultados preliminares mostraron que el gen G del aislado mexicano HQ01-IMSS, tiene 

un tamaño de 1575 pb, que codifica para una proteína de 525 aa. La secuencia 

nucleotídica del aislado se alineó con las secuencias de las cepas PV (Numero de acceso 

AF233275.1) y CVS (Numero de acceso AF406694.1), encontrándose una identidad del 
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99 y 98 % respectivamente, el alineamiento y la ubicación donde la secuencia entre las 

cepas es diferente se presenta en la Fig. 10 
CVS  ----------------ATGGTTCCTCAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTTTTCC 44 
HQ01    ----------------ATGGTTCCGCAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTTTTCC 44 
PV      ----GCTGCAGGAAAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGTTTTTCC 56 
                        ******** *********************************** 
          
CVS     ATTGTGTTTTGGGAAATTCCCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCC 104 
HQ01    ATTGTGTTTTGGGAAATTCCCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCC 104 
PV      ATTGTGTTTTGGGAAATTCCCTATTTACACGATACCAGACAAGCTTGGTCCCTGGAGCCC 116 
        ********************************************************* ** 
 
CVS     GATTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAAACAATTTGGTAGTGGAGGACGAAGGATGCAC 164 
HQ01    GATTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAAACAATTTGGTAGTGGAGGACGAAGGATGCAC 164 
PV      GATTGACATACATCACCTCAGCTGCCCAAACAATTTGGTATTGGAGGACGAAGGATGCAC 176 
        **************************************** ******************* 
 
CVS     CAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTTAGCCATAAAAAT 224 
HQ01    CAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTCAGCCATAAAAAT 224 
PV      CAACCTGTCAGGGTTCTCCTACATGGAACTTAAAGTTGGATACATCTCAGCCATAAAAAT 236 
        *********************************************** ************ 
 
CVS     GAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGG 284 
HQ01    GAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGG 284 
PV      GAACGGGTTCACTTGCACAGGCGTTGTGACGGAGGCTGAAACCTACACTAACTTCGTTGG 296 
        ************************************************************ 
 
CVS     TTATGTCACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGC 344 
HQ01    TTATGTCACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGC 344 
PV      TTATGTCACAACCACGTTCAAAAGAAAGCATTTCCGCCCAACACCAGATGCATGTAGAGC 356 
        ************************************************************ 
 
CVS     CGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTA 404 
HQ01    CGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTA 404 
PV      CGCGTACAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCTCTACACAATCCGTA 416 
        ************************************************************ 
 
CVS     CCCTGACTACCACTGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATC 464 
HQ01    CCCTGACTACCACTGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATC 464 
PV      CCCTGACTACCACTGGCTTCGAACTGTAAAAACCACCAAGGAGTCTCTCGTTATCATATC 476 
        *********** ************************************************ 
 
CVS     TCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTAG 524 
HQ01    TCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTGG 524 
PV      TCCAAGTGTGGCAGATTTGGACCCATATGACAGATCCCTTCACTCGAGGGTCTTCCCTGG 536 
        ********************************************************** * 
 
CVS     CGGGAAGTGCCCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACAC 584 
HQ01    CGGGAAGTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACAC 584 
PV      CGGGAATTGCTCAGGAGTAGCGGTGTCTTCTACCTACTGCTCCACTAACCACGATTACAC 596 
        ****** *** ************************************************* 
 
CVS     CATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAG 644 
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HQ01    CATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAG 644 
PV      CATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTACCAATAGTAG 656 
        ************************************************************ 
 
CVS     AGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATA 704 
HQ01    AGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATA 704 
PV      AGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTGCGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATA 716 
        ************************************************************ 
 
CVS     TAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTCAAGTTATGTGGAGTTCTAGGACTTAGACTTAT 764 
HQ01    TAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTCCAGTTATGTGGAGTTCTCGGACTTAGACTTAT 764 
PV      TAAGTCTTTAAAAGGAGCATGCAAACTCAAGTTATGTGGAGTTCTCGGACTTAGACTTAT 776 
        **************************** **************** ************** 
 
CVS     GGATGGAACATGGGTCGCGATGCAAACATCAAATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGATCA 824 
HQ01    GGATGGAACATGGGCCTCGATGCAAACATCAAATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGGTCA 824 
PV      GGATGGAACATGGGTCGCGATGCAAACATCAAATGAAACCAAATGGTGCCCTCCCGGTCA 836 
        ************** * *************************************** *** 
 
CVS     GTTGGTGAACCTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTT 884 
HQ01    GTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTT 884 
PV      GTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTT 896 
        *********  ************************************************* 
 
CVS     GGTCAGGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGACAACCAAGTCAGT 944 
HQ01    GGTCAAGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGACCACCAAGTCAGT 944 
PV      GGTCAAGAAGAGAGAGGAGTGTCTGGATGCACTAGAGTCCATCATGACCACCAAGTCAGT 956 
        ***** ****************************************** *********** 
 
CVS     GAGTTTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCATATAC 1004 
HQ01    GAGTTTCAGACGTCTCAGCCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCATATAC 1004 
PV      GAGTTTCAGACGTCTCAGTCATTTAAGAAAACTTGTCCCTGGGTTTGGAAAAGCATATAC 1016 
        ****************** ***************************************** 
 
CVS     CATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCAGAACTTGGAA 1064 
HQ01    CATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCAGAACTTGGAA 1064 
PV      CATATTCAACAAGACCTTGATGGAAGCCGATGCTCACTACAAGTCAGTCAGAACTTGGAA 1076 
        ************************************************************ 
 
CVS     TGAGATCCTCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTGTCATCCTCATGTGAA 1124 
HQ01    TGAGATCATCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTGTCATCCTCATGTAAA 1124 
PV      TGAGATCATCCCTTCAAAAGGGTGTTTAAGAGTTGGGGGGAGGTGTCATCCTCATGTAAA 1136 
        ******* ************************************************* ** 
 
 
 
CVS     CGGGGTGTTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGAT 1184 
HQ01    CGGGGTATTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGAT 1184 
PV      CGGGGTATTTTTCAATGGTATAATATTAGGACCTGACGGCAATGTCTTAATCCCAGAGAT 1196 
        ****** ***************************************************** 
 
CVS     GCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGAATCCTCGGTTATCCCCCTTGT 1244 
HQ01    GCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGTATCCTCGGTTATCCCCCTTAT 1244 
PV      GCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGGTATCCTCGGTTATCCCCCTTAT 1256 
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        ************************************** ******************* * 
 
 
CVS     GCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGGACGGTGACGAGGCTGAGGATTTTGT 1304 
HQ01    GCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGAACGGTGACGAGGCTGAGGATTTTGT 1304 
PV      GCACCCCCTGGCAGACCCGTCTACCGTTTTCAAGAACGGTGACGAGGCTGAGGATTTTGT 1316 
        ********************************** ************************* 
 
CVS     TGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCACAATCAGGTCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCCGAA 1364 
HQ01    TGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCACGAACGGATCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCCGAA 1364 
PV      TGAAGTTCACCTTCCCGATGTGCACGAACGGATCTCAGGAGTTGACTTGGGTCTCCCGAA 1376 
        ************************* * * * **************************** 
 
CVS     CTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTTT 1424 
HQ01    CTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTTT 1424 
PV      CTGGGGGAAGTATGTATTACTGAGTGCAGGGGCCCTGACTGCCTTGATGTTGATAATTTT 1436 
        ************************************************************ 
 
CVS     CCTGATGACATGTTGTAGAAGAGTCAATCGATCAGAACCTACGCAACACAATCTCAGAGG 1484 
HQ01    CCTGATGACATGCTGGAGAAGAGTCAATCGATCGGAACCTACACAACACAATCTCAGAGG 1484 
PV      CCTGATGACATGCTGGAGAAGAGTCAATCGATCGGAACCTACACAACACAATCTCAGAGG 1496 
        ************ ** ***************** ******** ***************** 
 
CVS     GACAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATC 1544 
HQ01    GACAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATC 1544 
PV      GACAGGGAGGGAGGTGTCAGTCACTCCCCAAAGCGGGAAGATCATATCTTCATGGGAATC 1556 
        ************************************************************ 
 
CVS     ACACAAGAGTGGGGGTCAGACCAGACTGTGA----------------------------- 1575 
HQ01    ATACAAGAGCGGGGGTGAGACCGGACTGTAA----------------------------- 1575 
PV      ATACAAGAGCGGGGGTGAGACCGGACTGTGAGAGCTGGCCGTCCTTGGATCCGC------ 1610 
        * ******* ****** ***** ****** *     

 

Figura 10. Alineamiento entre la secuencia del gen G del aislado HQ01-IMSS y las cepas CVS 
y PV del virus rábico. 
 
La s ecuencia pept ídica del  ai slado H Q01-IMSS ( Fig. 11) también s e al ineó c on l as 

secuencias de las cepas PV (Numero de acceso AAF40476.1) y CVS (Numero de acceso 

AAP81751.1) y se encontró una identidad del 99 y 96 %  respectivamente (Fig. 12). Con 

respecto a l a s ecuencia c onsenso de l os s itios antigénicos de  l a g licoproteína G ; en e l 

sitio I, el aislado contiene glicina en lugar de lisina y en el sitio G5, se encontró arginina en 

el aislado en l ugar de hi stidina (Tabla 5); además todos los sitios antigénicos del aislado 

contienen los aa considerados como invariables (Kuzmina et al., 2013). 
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MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSPIDIHHLSCPNNLVVEDEGCTNLSGF 
SYMELKVGYISAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK 
MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLVIISPSVADLDPYDRSLHSRVFPGGKCSG 
VAVSSTYCSTNHDYTIWMPENPRLGMSCDIFTNSRGKRASKGSETCGFVDERGLYKSLKG 
ACKLQLCGVLGLRLMDGTWASMQTSNETKWCPPGQLVNLHDFRSDEIEHLVVEELVKKRE 
ECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYTIFNKTLMEADAHYKSVRTWNEIIPS 
KGCLRVGGRCHPHVNGVFFNGIILGPDGNVLIPEMQSSLLQQHMELLVSSVIPLMHPLAD 
PSTVFKNGDEAEDFVEVHLPDVHERISGVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLIIFLMTCW 
RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKIISSWESYKSGGETGL 

Figura 11. Secuencia peptídica en el aislado HQ01-IMSS. MVPQALLFVPLLVFPLCFG,  
péptido señal; VLLSAGALTALMLIIFLMTCWR, dominio transmembranal; 
RVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKIISWESYKSGGETGL, dominio citoplasmico; las 
secuencias subrayadas corresponden a los sitios antigénicos. La zona resaltada en negritas 
corresponde a la región amplificada por RT-PCR en este trabajo. 
 
 
Tabla 5. Comparación entre las secuencias consenso y la secuencia preliminar en el aislado 

HQ01-IMSS, para los sitios antigénicos en la glicoproteína G del virus de rabia. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

CVS       MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSPIDIHHLSCPNNLVVEDEGCTNLSGF 60 
HQ01      MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSPIDIHHLSCPNNLVVEDEGCTNLSGF 60 
PV        MVPQALLFVPLLVFPLCFGKFPIYTIPDKLGPWSPIDIHHLSCPNNLVLEDEGCTNLSGF 60 
          ************************************************:*********** 
 
CVS      SYMELKVGYILAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK 120 
HQ01     SYMELKVGYISAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK 120 
PV       SYMELKVGYISAIKMNGFTCTGVVTEAETYTNFVGYVTTTFKRKHFRPTPDACRAAYNWK 120 
         ********** ************************************************* 
 
CVS      MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLVIISPSVADLDPYDRSLHSRVFPSGKCPG 180 
HQ01     MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLVIISPSVADLDPYDRSLHSRVFPGGKCSG 180 
PV       MAGDPRYEESLHNPYPDYHWLRTVKTTKESLVIISPSVADLDPYDRSLHSRVFPGGNCSG 180 
         ******************:***********************************.*:*.* 

Sitio antigénico Consenso HQ01-IMSS 

I KLCGVL QLCGVL 

IIa KRA KRA 

IIb GCTNLSGFS GCTNLSGFS 

III KSVRTWNEI KSVRTWNEI 

G1 KG KG 

G5 HDFH HDFR 

Secuencias subrayadas corresponden a a.a  considerados como invariables 
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CVS      VAVSSTYCSTNHDYTIWMPENPRLGMSCDIFTNSRGKRASKGSETCGFVDERGLYKSLKG 240 
HQ01     VAVSSTYCSTNHDYTIWMPENPRLGMSCDIFTNSRGKRASKGSETCGFVDERGLYKSLKG 240 
PV       VAVSSTYCSTNHDYTIWMPENPRLGMSCDIFTNSRGKRASKGSETCGFVDERGLYKSLKG 240 
         ************************************************************ 
 
CVS      ACKLKLCGVLGLRLMDGTWVAMQTSNETKWCPPDQLVNLHDFRSDEIEHLVVEELVRKRE 300 
HQ01     ACKLQLCGVLGLRLMDGTWASMQTSNETKWCPPGQLVNLHDFRSDEIEHLVVEELVKKRE 300 
PV       ACKLKLCGVLGLRLMDGTWVAMQTSNETKWCPPGQLVNLHDFRSDEIEHLVVEELVKKRE 300 
         ****:**************.:************.**********************:*** 
 
CVS      ECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYTIFNKTLMEADAHYKSVRTWNEILPS 360 
HQ01     ECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYTIFNKTLMEADAHYKSVRTWNEIIPS 360 
PV       ECLDALESIMTTKSVSFRRLSHLRKLVPGFGKAYTIFNKTLMEADAHYKSVRTWNEIIPS 360 
         *********************************************************:** 
 
CVS      KGCLRVGGRCHPHVNGVFFNGIILGPDGNVLIPEMQSSLLQQHMELLESSVIPLVHPLAD 420 
HQ01     KGCLRVGGRCHPHVNGVFFNGIILGPDGNVLIPEMQSSLLQQHMELLVSSVIPLMHPLAD 420 
PV       KGCLRVGGRCHPHVNGVFFNGIILGPDGNVLIPEMQSSLLQQHMELLVSSVIPLMHPLAD 420 
         *********************************************** ******:***** 
 
CVS      PSTVFKDGDEAEDFVEVHLPDVHNQVSGVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLIIFLMTCC 480 
HQ01     PSTVFKNGDEAEDFVEVHLPDVHERISGVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLIIFLMTCW 480 
PV       PSTVFKNGDEAEDFVEVHLPDVHERISGVDLGLPNWGKYVLLSAGALTALMLIIFLMTCW 480 
         ******:****************:::*********************************  
 
CVS      RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKIISSWESHKSGGQTRL 524 
HQ01     RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKIISSWESYKSGGETGL 524 
PV       RRVNRSEPTQHNLRGTGREVSVTPQSGKIISSWESYKSGGETGL 524 
         ***********************************:****:* * 
 

 
 
Figura 12. Alineamiento entre la secuencia peptídica de la gpG del aislado HQ01-IMSS y las cepas CVS 
y PV del virus rábico. 
 
   Transformación de la cepa B. abortus S19. Después de la electroporación de la cepa 

B. abortus S19 con el plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, diferentes candidatos Ampr se 

analizaron por PCR de colonia y se demostró la presencia del plásmido y la deleción en el 

operón ery (Fig. 13)  

   Curvas de crecimiento bacteriano. La c epa t ransformada B. abortus S19 pBBR4-

CMV-Ggp-SV40+ y la cepa vacunal B. abortus S19, se cultivaron por triplicado en m edio 

líquido con y sin antibiótico respectivamente y el crecimiento se monitoreó durante un 

rango de DO600=1-2. La cantidad de UFC/mL se determinó cada hora a partir de que la 

DO600 para cada cepa fuera igual a 1, la cepa vacunal  alcanzó dicha densidad a las 14 h 
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con un valor promedio de Log10 UFC/mL de 9.81 mientras la cepa transformada alcanzó 

la m isma dens idad has ta l a 19 h c on un valor promedio de Log10 UFC/mL de 8 .86. E l 

monitoreo terminó cuando cada cepa l legó a una DO600=2, la cepa vacunal lo hizo a l as 

21 h mientras para la cepa transformada a las 26 h (Graf. 1). La fase logarítmica tardía se 

estableció en 19 h para la cepa B. abortus S19 y en 25 h par a B. abortus S19  pBBR4-

CMV-Ggp-SV40+. 
  

 

 

 

 

 

 
 
Figura 13. Identificación de la cepa transformada. Los candidatos Ampr se analizaron por reacciones 
individuales de PCR de colonia con primers pBBR y ery, los fragmentos de 5100 pb y 361 pb 
corresponden al plásmido y al operón ery delatado respectivamente, el fragmento de 1063 pb al 
operón ery no deletado. Carriles: DNA ladder 1 Kb; 2, B. abortus RB51 como control de operón ery  no 
deletado; 3, E. coli TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ como control negativo de operón ery; 4, B. abortus 
S19 con operón ery deletado; 5, E. coli TOP-10 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ como control de plásmido; 6, 
B. abortus S19 como control negativo de plásmido; 7 and 8 candidato 1 evaluado para el plásmido y 
ery respectivamente; 9 and 10 candidato 2 evaluado para el plásmido y ery respectivamente. 
 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 1. Curvas de Crecimiento de las cepas B. abortus S19 y B. abortus S19  pBBR4-CMV-
Ggp-SV40+. Las UFC/mL son el promedio de ensayos realizados por triplicado durante un 
seguimiento de DO600nm de 1 a 2. La cepa B. abortus S19 se cultivó en TSB y B. abortus S19  
pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en TSB-Amp. 
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   Estabilidad in vitro de la cepa B. abortus S19 pBBR4CMV-G SV40+. La c epa 

transformada s e cultivó en m edio líquido durante c inco p asajes s ucesivos en t res 

diferentes condiciones y se cuantificó el número de UFC/mL en medio sólido.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Estabilidad in vitro del plásmido  pBBR4CMV-GSV40+ en la cepa B. abortus S19 pBBR4CMV-
GSV40+bajo diferentes condiciones. (a) C oncentración m edia d e B. abortus S19 pB BR4CMV-GSV40+ 

durante 5 pasajes en cultivos con y sin antibiótico, * diferencia significativa  (P<0.05) con CST-Amp/AST-Amp, 

(b) Concentración bacteriana en cada pasaje de cada condición * diferencia significativa (P<0.05) con el 

pasaje 1.  (c) Identificación de l plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ en c olonias de B. abortus S19. M, DNA 

ladder 1 Kb; C, control: cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Panel 1, colonias de CST/AST; panel 

2, colonias de CST/AST-Amp; panel 3, colonias de CST-Amp/AST-Amp. CST: caldo soya tripticaseína, AST: 

agar soya tripticaseína; Amp: ampicilina (100 µg/ml).  
 

El promedio de la concentración de bacterias de los cinco pasajes, expresado en Log10 

UFC/mL fue: c ultivo c ontrol (CST-Amp/AST-Amp); 8.54, cultivo CST/AST-Amp; 8.44 y 

cultivo CST/AST, 9.13. La concentración de bac terias en el  cultivo TSB/TSA mostró una 

diferencia estadísticamente significativa (P<0.05) con respecto a las otras dos condiciones 

(Fig. 14a). Se encontró una variabilidad en la concentración bacteriana de los cultivos 
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TSB/TSA y TSB/TSA-Amp mostrando una di ferencia es tadísticamente significativa ent re 

los pasajes 2-4 con respecto al pasaje 1 (P<0.05) para ambos cultivos (Fig. 14b), no s e 

presentó di ferencia en tre l os pas ajes del  c ultivo TSB-Amp/TSA-Amp. Po r otro l ado e l 

plásmido pB BR4-CMV-Ggp-SV40+ se i dentificó en t odas l as c olonias aisladas en TSA-

Amp y en diferentes colonias aisladas en TSA (Fig. 14c). 

 

 

   La cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ expresa el gen G en condiciones 
in vitro. Mediante retrotranscripción se amplificó el fragmento de 736 pb c orrespondiente 

al gen G a partir de ARN total de la cepa B. abortus S19 pBBR4CMV-G SV40+ cultivada 

en medio líquido, en contraste no se obtuvo amplificación en el  cultivo de B. abortus S19 

(Fig. 15). Este resultado indica que la cepa transformada transcribe el ARNm de la 

glicoproteína G e indica que expresa el gen. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Expresión in vitro del gen G en B. abortus S19. Carriles: 1, DNA ladder, 2 y 3; RT-PCR de B. 
abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y B. abortus S19 cultivadas en CST-Amp y CST respectivamente. 
El fragmento de 736 pb corresponde al gen G. 
 

   Estabilidad in vivo de la cepa  B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. Siete días 

después de l a i nfección de r atones B ALB/c hembras c on B. abortus S19 pBBR4-CMV-

Ggp-SV40+ o con SBF los bazos se extrajeron, pesaron y homogeneizaron. Las bacterias 

se recuperaron en medio sólido con y  s in antibiótico. E l peso del  bazo y la cantidad de 

Log10UFC/bazo, se presenta en la Tabla 6. No se encontró diferencia significativa en la 

concentración de bac terias r ecuperada en l os medios em pleados. Todas l as c olonias 

evaluadas  de am bos medios fueron positivas para ery, con respecto al gen G; todas las 
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colonias ev aluadas de medio c on ant ibiótico y  s olo una de l as c olonias ev aluadas de  

medio sin antibiótico fueron positivas (Fig. 16).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Estabilidad in vivo del plásmido pBBR4CMV-GSV40+. Ratones hembras BALB/c se 
infectaron con la cepa B. abortus S19 pBBR4CMV-GSV40+, siete días después se recuperaron los 
bazos. PCR múltiple de colonia para detectar el operón ery (361 pb) y el gen G (736 pb). Carriles: 1, 
DNA ladder 100 pb; 2, B. abortus S19 pBBR4CMV-GSV40+; 3, B. abortus S19; 4, E. coli; 5-10, colonias 
aisladas en AST-Amp; 11 y 12, colonias aisladas en AST.  
 

   El plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ induce la expresión de la glicoproteína G del 
virus de rabia en células eucariotas. Después de l a transfección de células BHK-21 la 

glicoproteína G se detectó a las 24h, 48h y 72h, no se detectó glicoproteína en las células 

control. La Figura 17 muestra l a expresión de l a pr oteína a l as 48  h (no s e muestra l a 

expresión a l as 24h y 72h). C on es to s e demostró que l a pr oteína v iral s e ex presa 

adecuadamente en c élulas euc ariotas a par tir del  pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ 

demostrando su utilidad para este propósito. 

 

 

Tabla 6.   Cepa de B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ 
aislada de bazo y peso del bazo de ratones BALB/c 

experimentalmente infectados a 7 días post infección. 
Ratones inoculados con 

SBF B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ 

Peso del 
bazo (g) 

Peso del 
bazo (g) 

Log10 UFC/bazo 
en TSA-Amp 

Log10 UFC/bazo 
en TSA 

 
0.120 

 
0.124 

 
2.8 ± 1.2 

 
4.0 ± 1.1 

 Los ratones se inocularon vía intraperitoneal (i.p.) con 0.25 ml de SBF 
conteniendo ~106 UFC de la cepa o 0.25 ml de SBF solamente (grupo 
control). Los resultados son el promedio de tres ratones ± la desviación 
estándar.  
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Figura 17. Expresión de la glicoproteína G del virus de rabia a partir del plásmido pBBR4-CMV-Ggp-
SV40+ en células eucariotas. Las células BHK-21 se transfectaron con 15 µg de plásmido, la detección 
de proteína se hizo a la 24h, 48h y 72 h con IgG humano antirrábico policlonal. A y B; células BHK-21 
transfectadas y no transfectadas respectivamente, ambas a 48 h. Las flechas indican la glicoproteína 
G.  
 

   Inmunización de ratones.  
Entre los t res grupos experimentales, e l peso de l os bazos f ue más al to en l os ratones 

inmunizados con la cepa vacunal B. abortus S19, el peso de los bazos extraídos del grupo 

inmunizado c on pl ásmido pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ y c on bac teria t ransformante B. 

abortus S19 pBBR4 –CMV-gpG-SV40+, mostró una diferencia significativa con respecto al 

de la cepa vacunal (P<0.05), esto en todos los puntos de muestreo. Para los grupos de 

cepa vacunal y transformante se observó un i ncremento en el  peso del bazo del día 7 al  

14 y de éste al día 21, el peso disminuyó a partir del día 28, no se observó este 

comportamiento en el grupo de plásmido (Tabla 7, Gráfica 2).  

Tabla 7. Peso del bazo en ratones hembras BALB/c de 6- 8 semanas de edad 
inmunizadas con diferentes antígenos 

Días 
Post 
Inmunización 

Grupo y Antígeno 
pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19 transformante 

pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ 
 

B. abortus S19 

 No. 
ratón 

Peso del 
bazo (mg) 𝒙� 

 No. 
ratón 

Peso del 
bazo (mg) 

𝒙� No. 
ratón 

Peso del 
bazo (mg) 

𝒙� 

7 36 102.9      1 87.1  68 149.2  
 37 113.3 100.13 2 83 96.27 69 178.3 166.3 
 38 84.2  3 118.7  70 171.4  

14 39 99.1      4 143.6     71 463.9  
 40 81.4 90.93 6 122.6 129.6 72 567.3 488.13 
 41 92.3  7 137.4  73 433.2  

21 42 91.2  8 145.5  74 487.4  
 43 90.3 90.5 9 133.7 137.87 75 542.5 483.23 
 44 90.0  10 134.4  76 419.8  

28 45 113.6  11 142.4  77 274.2  
 46 93.5 101.46 12 134.3 132.63 78 229.5 242.93 

A B 
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Gráfica 2. Peso del bazo en ratones ratones hembras BALB/c de 6- 8 semanas de edad 
inmunizados con diferentes antígenos. Los valores son el promedio de ensayos realizados 
por triplicado ± desviación estándar, * diferencia significativa con B. abortus S19. 
 

Con respecto a las bacterias recuperadas de bazo, la cepa transformante sólo se aisló en 

los días 7 y 14, mientras que la cepa vacunal se aisló desde el día 7 y hasta el 60. El valor 

de UFC/bazo recuperadas de cepa transformante fue menor con respecto a las UFC/bazo 

de cepa vacunal con una diferencia significativa (P<0.05), tanto al día 7 como 14 (Tabla 8, 

Gráfica 3).  

 

 

 47 97.3  13 121.5  79 225.1  
45 48 97.3  14 102.5  80 171.6  

 49 95.1 95.2 15 97.4 105.73 81 163.7 162.57 
 50 93.2  16 117.3  82 152.4  

60 51 94.8  17 106.2  83 170.1  
 52 104.7 98.83 18 94.7 107.6 84 178.1 169.3 
 53 97.0  19 121.9  85 159.8  

90 54 127.1  20 74.3  86 162.5  
 55 113.3 117.2 22 130.3 96.97 87 201.6 182.36 
 56 111.4  24 86.3  88 183.0  
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Tabla 8. Concentración de bacterias recuperadas de ratones hembras 
BALB/c de 6- 8 semanas de edad inmunizadas con diferentes antígenos 

 
 
Días  
Post 
Inmunización 

Grupos y Antígeno 
B. abortus S19 transformante 

pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ 
B. abortus S19 

No. 
Ratón 

Log10 
UFC/bazo† 

𝒙� 
 

No. 
ratón 

Log10 
UFC/bazo† 

𝒙� 
 

7 1 3.978 3.164 
 

68 6.659 6.434 
  2 1.623 69 6.336 

3 3.890 70 6.307 
14 4 3.325 3.151 

 
71 6.140 6.204 

  6 4.087 72 6.386 
7 2.041 73 6.087 

21 8  0 74 5.163 5.204 
 9 75 4.911 

10 76 5.539 
28 11  0 77 3.382 4.171 

 12 78 4.652 
13 79 4.479 

45 14  0 80 2.151 2.399 
  15 81 2.870 

16 82 2.177 
60 17  0 83 1.854 1.600 

 18 84 2.177 
19 85 0.771 

90 20  0 86 0.000 0 
22 87 0.000 
24 88 0.000 

† Los valores de UFC se expresan en Log10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfica 3. Concentración de bacterias recuperadas de bazo en ratones hembras BALB/c de 
6- 8 semanas de edad inmunizadas con diferentes antígenos. Los valores se normalizaron 
por Log10 y son el promedio de ensayos realizados por triplicado ± desviación estándar, * 
diferencia significativa con B. abortus S19. 
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La respuesta serológica contra Brucella se evaluó por la prueba de Rosa de Bengala 

(Tabla 9). Los ratones administrados con cepa vacunal fueron positivos desde el día 7 y la 

seropositividad se mantuvo durante todo el tiempo de muestreo, el patrón de aglutinación 

de l os s ueros fue c omparable c on el  del  s uero pos itivo f uerte, l os r atones del  gr upo 

manejado con cepa transformante fueron negativos en l os días 7 y 14, la seropositividad 

se presentó en los días 21, 28, 45 y 60 y para el día 90 los sueros resultaron negativos, la 

aglutinación de los sueros fue s imilar al  del  suero pos itivo débi l, para el  caso del  grupo 

plásmido los sueros fue negativo en todos los puntos de muestreo.  

 

 

 

 

Tabla 9. Resultados de la prueba de Rosa de bengala en ratones hembras 
BALB/c de 6- 8 semanas de edad inmunizadas con diferentes antígenos. 

 
 
Días 
Post 
Inmunización 

Grupo y Antígeno 
pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19 

transformante 
pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ 

B. abortus S19 

No.  
ratón 

Resultado No. ratón Resultado No. 
Ratón 

Resultado 

7 36 - 1 - 68 - 
37 - 2 - 69 + 
38 - 3 - 70 + 

14 39 - 4 - 71 + 
40 - 6 - 72 + 
41 - 7 - 73 + 

21 42 - 8 - 74 + 
43 - 9 + 75 + 
44 - 10 + 76 + 

28 45 - 11 + 77 + 
46 - 12 + 78 + 
47 - 13 - 79 + 

45 48 - 14 + 80 + 
49 - 15 + 81 + 
50 - 16 + 82 + 

60 51 - 17 + 83 + 
52 - 18 + 84 + 
53 - 19 + 85 + 

90 54 - 20 - 86 + 
55 - 22 - 87 + 
56 - 24 - 88 + 

+ aglutinación similar a un suero positivo fuerte, + aglutinación similar a un suero positivo débil  
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La s erología c ontra el  v irus de r abia s e v aloró por  l a pr ueba de RFFIT t omando c omo 

referencia que la OMS considera protector un nivel de AAN superior a 0.5 UI; los ratones 

manejados con el plásmido pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ presentaron un n ivel promedio de 

AAN superior a 0.5 UI desde el día 7, al igual que el grupo manejado con la cepa vacunal 

B. abortus S19, c on valores s imilares en am bos grupos, mientras q ue el  grupo 

administrado c on c epa t ransformante B. abortus S19 pBBR4–CMV-gpG-SV40+ fue 

negativo en  es te p unto de m uestreo. E l ni vel de A AN par a c ada g rupo m ostró u n 

comportamiento diferente durante el seguimiento post inmunización (Tabla 10, gráfica 4); 

en el grupo de ratones donde se administró el plásmido el valor de los aumentó para el 

día 14 y se mantuvo por arriba del nivel protector hasta el día 60, en c ontraste el grupo 

manejado con la cepa vacunal mostró una disminución en el valor de AAN al día 14 y para 

el d ía 28 s e encontró por  debajo del  nivel protector s iendo negativo a par tir del  día 45,  

para el grupo inmunizado con la cepa transformante se detectaron AAN en los días 14 y 

21 con un valor menor al protector, siendo hasta el día 90 cuando se superó el valor de 

0.5 UI .  

Tabla 10. Niveles de AAN en ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad 
inmunizadas con diferentes antígenos. 

 
Días 
Post 
Inmunización 

Grupo y Antígeno 
pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19 transformante 

pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ 
 

B. abortus S19 

 No. 
ratón 

Ac’s 
(UI/mL) 

�̅� No. 
ratón 

Ac’s 
(UI/mL) 

�̅� No. 
ratón 

Ac’s 
(UI/mL) 

�̅� 

7 36 3.7 3.62 1 0 0 68 1.3 3.6 
 37 0.87  2 0  69 4.1  
 38 6.3  3 0  70 5.6  

14 39 1.72 8.14 4 0 0.136 71 1.4 1.7 
 40 6.4  6 0.409  72 1.9  
 41 16.3  7 0  73 2.0  

21 42 4.7 4.3 8 0 0.240 74 1.1 1.7 
 43 3.9  9 0.351  75 2.1  
 44 4.3  10 0.370  76 1.9  

28 45 14.7 7.02 11 0 0 77 0 0.36 
 46 5.4  12 0  78 0.3  
 47 0.96  13 0  79 0.8  

45 48 6.4 4.15 14 0 0 80 0 0 
 49 5.2  15 0  81 0  
 50 0.87  16 0  82 0  

60 51 1.4 2.6 17 0 0 83 0 0 
 52 0.8  18 0  84 0  
 53 5.8  19 0  85 0  

90 54 0 0 20 1.1 1.91 86 0 0 
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Gráfica 4. Nivel de AAN en ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas de edad inmunizados 
con diferentes antígenos. Los valores son el promedio de ensayos realizados por triplicado 
± desviación estándar. La línea representa el valor de 0.5 UI/mL. 
 

El pl ásmido pBBR4–CMV-gpG-SV40+ y l a del eción en el  oper ón ery se de tectaron 

simultáneamente mediante P CR m últiple en c olonias ai sladas de ba zos de ratones 

infectados con la cepa  t ransformante B. abortus S19 pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ o con la 

cepa vacunal B. abortus S19. El plásmido y la deleción del operón ery se identificaron en 

todas las colonias evaluadas de l os días 7 ( Fig. 18a) y  14 ( Fig. 18b) post inmunización 

aisladas de ratones administrados con la cepa transformante; las colonias evaluadas se 

tomaron al azar de diferentes ratones. Para el grupo inmunizado con la cepa B. abortus 

S19; la deleción en el  operón ery se detectó en todas las colonias evaluadas en l os días 

7, 14, 21, 28, 45 y 60 post inmunización (Fig. 18c, 18d y 18e) y todas las colonias fueron 

negativas para el plásmido, en es te grupo se evaluó una colonia de cada ratón en cada 

punto de muestreo. 

    
 
 

 55 0  22 0.8  87 0  
 56 0  24 3.85  88 0  
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Figura 18. Identificación simultánea del plásmido pBBR4–CMV-gpG-SV40+ y de la deleción 
del operón ery en colonias recuperadas de bazo de ratones infectados con diferentes cepas 
de B. abortus S19. El fragmento de 736 pb identifica el plásmido y el de 361 pb la deleción en 
ery. Fig. a y b) Colonias aisladas de bazos con B. abortus S19 pBBR4–CMV-gpG-SV40+ a los 
7 y 14 d.p.i. respectivamente. Carriles: MP; DNA ladder 100 pb, C+; B. abortus S19 pBBR4–
CMV-gpG-SV40+ (control positivo de plásmido y de ery) C-; B. abortus S19 (control negativo 
de plásmido), 1-8 en a y 1-7 en b colonias de diferentes ratones.  Fig. c, d y e) Colonias 
aisladas de bazos con B. abortus S19 en diferentes d.p.i. En c: colonias aisladas a 7 y 14 
d.p.i., carriles 1-3 y 4-6 respectivamente, en d: colonias aisladas a 21 y 28 d.p.i., carriles 1-3 y 
4-6 respectivamente, en e: colonias aisladas a 45 y 60 d.p.i., carriles 1-3 y 4-6 
respectivamente. Carriles: MP; DNA ladder 100 pb, RC; B. abortus S19 pBBR4–CMV-gpG-
SV40+ (control positivo de plásmido y de ery), C+; B. abortus S19 (control positivo de ery), 
C-; E. coli pBBR4–CMV-gpG-SV40+ (control negativo de ery).  
 
Ensayos de protección. Con los mismos antígenos y aplicando las mismas condiciones 

de inmunización, se formaron otros grupos de ratones para evaluar la protección in vivo 

contra rabia y Brucelosis. Para el desafío de rabia se administró la cepa virulenta CVS vía 

intracerebral y se det erminó el % de s obrevivencia par a cada grupo. En el  g rupo 

administrado con el plásmido pBBR4–CMV-gpG-SV40+ se obtuvo una sobrevivencia de 

83.3%, s eguido del  g rupo m anejado c on c epa t ransformante B. abortus S19 pBBR4–

a b 

c d 

e 
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CMV-gpG-SV40+ con 7 1.4%, m ientras que l a sobrevivencia m ás baj a c orrespondió a l 

grupo tratado con la cepa vacunal B. abortus S19 con 66.6% (Tabla 11). En la prueba de 

protección para brucelosis, los ratones inmunizados se infectaron a l a cepa v irulenta B. 

abortus 2308 y se cuantificó la cantidad de UFC recuperadas de bazo después del 

desafío. El promedio de Log UFC/bazo, para cada grupo de di ez ratones fue: SBF como 

control; 3.572 ± 0.04309, cepa transformante; 3.338 ±  0 .03466 y cepa vacunal; 3.127 ± 

0.02741 (Gráfica G). Se encontró diferencia significativa (P<0.05) entre el grupo control y 

los grupos de cepa vacunal y transformante, así como entre estos dos últimos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gráfica 5. Bacterias recuperadas de bazo en ratones desafiados con la cepa B. abortus 2308 
inmunizados con diferentes antígenos. * Diferencia significativa (P<0.05) con SBF, ^ 
diferencia significativa (P<0.05) con B. abortus S19 pBBR4–CMV-gpG-SV40+. 
 

 

Tabla 11. Porcentaje de sobrevivencia en ratones desafiados con 
virus CVS† inmunizados con diferentes antígenos 

pBBR4–CMV-gpG-SV40+ B. abortus S19  
pBBR4 –CMV-gpG-SV40+ 

B. abortus S19 

 

83.3 (5/6) 

 

71.4 (5/7) 

 

66.6 (6/9) 

 

† 105.52 DLR50 vía intracerebral 
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Capítulo 8 
Discusión 

La r abia y  al  br ucelosis s e c onsideran de l as pr incipales enf ermedades z oonóticas, 

afectan al ganado, constituyen un problema de salud animal y repercuten en la salud 

humana (Monath et al., 2013) . La B B es c ausada pr incipalmente por  l a bacteria 

intracelular B. abortus (Díaz, 2013). El agente etiológico de la RPB es un virus de ARN 

que contiene en s u envoltura la gpG, que induce la formación de A AN (Cox et al., 1977; 

Ross et al., 2008). Las dos en fermedades causan severas pérdidas económicas en el 

ganado bov ino, am bas s on pr evenibles por  vacunación; par a B B l a c epa S 19 de B. 

abortus es la vacuna más eficiente (Nicoletti, 2010) mientras que la RPB se previene con 

vacunas de virus vivo o atenuado (Rupprecht y Plotkin, 2013). 

En el presente proyecto se planteó desarrollar una alternativa de vacunación 

aprovechando dos circunstancias; por un lado, la generación de un plásmido codificante 

del gen de l a gpG regulado por un pr omotor para la expresión en células eucariotas que 

además fuera út il par a t ransformar Brucella abortus, y  apr ovechar l a nat uraleza 

intracelular de la cepa S19 de B. abortus para utilizarla entonces como vector para 

entregar dicho plásmido en las células fagocíticas que la bacteria infecta naturalmente. 

Los plásmidos vacunales codifican un gen de i nterés que está regulado por un pr omotor 

fuerte par a l a ex presión en c élulas euc ariotas, l os A RNm t ranscritos s e es tabilizan 

mediante una secuencia de poli-A, además incluyen genes de resistencia necesarios para 

la selección de l as bacterias transformadas (Gurunathan et al., 2000). En este trabajo se 

construyó el pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ que c odifica para la pr oteína m ás 

inmunogénica del virus de rabia, la gpG, el  gen está ligado al promotor de CMV para 

potenciar la expresión en células eucariotas. En la construcción se incluyó una secuencia 

de poliadenilación y el origen del virus SV40 para mantener la replicación del plásmido en 

el hués ped. E l pl ásmido c onstruido t iene l a e structura bá sica del  pBBR1MCS-4, un 

plásmido que se ha empleado para transformar diferentes especies de Brucella (Kovach 

et al., 1995). 

El gen G clonado proviene del aislado HQ01-IMSS que se obtuvo del cerebro de un niño 

que murió de rabia t ransmitida po r murciélago hem atófago (Tesoro et al., 2008) . Los 

resultados de  s ecuenciación m ostraron que el gen G  H Q01-IMSS, tiene un t amaño de 

1575-pb que codifica para una pr oteína de 524 aminoácidos que contienen la secuencia 

de los sitios antigénicos. 
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La c epa v acunal B. abortus S19 se transformó ex itosamente c on el  plásmido pBBR4-

CMV-Ggp-SV40+ sin perder su marcador de a tenuación, la deleción en el  operon ery, la 

cepa transformante se denominó B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+. La cepa S19 

ya se ha transformado con plásmidos codificantes de proteínas heterólogas (Comerci et 

al., 1998; Sabio y G arcía et al., 2008; S abio y  García et al., 2010), pero en todos los 

casos, l a ex presión de  l a pr oteína s e enc uentra b ajo l a r egulación de un pr omotor 

procariota. Como r esultado de es tas i nvestigaciones se t ransformó por pr imera v ez la 

cepa de B. abortus con un promotor para la expresión en células eucariotas. 

Después de l a transformación se evaluó la estabilidad del plásmido mediante ensayos in 

vitro e in vivo. En los ensayos in vitro, la estabilidad del plásmido se determinó siguiendo 

la estrategia de Elzer et al (1995), la bacteria transformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-

Ggp-SV40+ se cultivó por pasajes sucesivos en medios con y sin el factor de selección, 

los r esultado m ostraron q ue l a c oncentración de l a c epa transformante fue 

significativamente m ás baja en el  medio c omplementado c on an tibiótico q ue s in él , s in 

embargo el  c recimiento de l a c epa f ue hom ogéneo c uando se c ultivó en pr esencia de  

antibiótico. El tamaño del plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ es de 9921 pb, posiblemente 

es dem asiado pes ado para que l a c epa S 19 l o r eplique debi do al  e fecto de c arga 

metabólica que se produce en las bacterias que portan un plásmido, se sabe que entre 

más grande es el  t amaño del  plásmido se consume más energía para mantenerlo y  en 

consecuencia se reduce el crecimiento de la célula (Glick 1995). Cuando la cepa 

transformante s e c ultivó en un m edio s in an tibiótico, s e obs ervó variabilidad en  s u 

crecimiento, así como en la identificación del plásmido, esta variabilidad puede deberse a 

que s i bien el  plásmido confiere la habi lidad para resistir c ircunstancias adversas no es  

esencial para la viabilidad de l a bacteria, puesto que Brucella spp no contiene plásmidos 

de forma natural (Crasta et al., 2008), de manera que en ausencia de presión selectiva 

puede ocurrir una pérdida en parte de la población. 

En cuanto a los ensayos de estabilidad in vivo, la concentración de la bacteria 

transformante recuperada de bazo fue similar a los reportados anteriormente a los 7 d.p.i. 

(Comerci et al., 1998, Sabio y  G arcía et al., 2008). La i dentificación s imultánea del  

plásmido y  de l a del eción del  oper ón ery en c olonias ai sladas c on y  sin ant ibiótico, s e 

realizó m ediante l a pr ueba de P CR Múltiple q ue s e des arrolló en es te t rabajo y  puede  

aprovecharse como una her ramienta ú til para el  diagnóstico di ferencial entre la cepa B. 

abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+  y cepas de campo, así como para diferenciar entre 
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animales infectados y vacunados con la cepa S19 de B. abortus. La identificación del 

plásmido pB BR4-CMV-Ggp-SV40+ en c olonias ai sladas en m edio s in ant ibiótico 

demuestra su estabilidad en l a cepa vacunal B. abortus S19 aún en ausencia de pr esión 

selectiva  

Se demostró la expresión de la gpG del virus rábico en células BHK-21 transfectadas con 

el pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, es te r esultado es  al entador pues to q ue l a c epa 

transformante ent regará un pl ásmido funcional a l os m acrófagos des pués de  s u 

destrucción, de m anera q ue s e puede es perar un es tímulo s imultaneo de l a r espuesta 

anti-Brucella inherente a esta cepa y de la respuesta inmune contra la proteína viral. Para 

evaluar esta idea, hace falta realizar ensayos de infección en una l ínea de macrófagos y 

determinar si la gpG se expresa a partir del plásmido entregado por la bacteria. 

En el  ens ayo de i nmunización de r atones s e pudo obs ervar q ue l a c oncentración d e 

bacterias recuperada del bazo así como el peso de este órgano fueron significativamente 

menores en l os r atones i nfectados c on l a c epa t ransformante que en l os r atones 

manejados con cepa vacunal, además la persistencia de la bacteria transformante en los 

ratones fue m ás corta q ue l a de l a c epa v acunal. D ado q ue l a ac tividad del  s istema 

inmune para resolver la infección por Brucella spp se concentra en el bazo (Golding et al., 

2001), la infección causada por la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ no 

demandó una respuesta inmune intensa para ser eliminada.  

La serología c ontra B. abortus se ev aluó mediante la prueba de r osa de bengala que 

revela Ac contra el LPS (Alton et al., 1988), la respuesta humoral anti-Brucella inducida 

por l a c epa transformante s e p resentó t ardía y  leve a l os 21 d. p.i., en contraste c on l a 

respuesta fuertemente positiva desde 7 d.p.i. que indujo la cepa vacunal. La membrana 

externa de B. abortus es marcadamente resistente a los péptidos catiónicos presentes en 

los l isosomas y f luidos corporales, se sabe que mutantes deficientes en la cadena O del 

LPS resultan más sensibles a la lisis por complemento  (Ko y Splitter 2003), y se ha 

observado q ue c epas m utantes en el  s istema de dos  c omponentes BvrR-BvrS,  q ue 

controla l a r esistencia a l os pol icationes a sociada al  c ore del  LPS, r educen s u 

multiplicación y  per sistencia en el  bazo de r atón (Sola-Landa et al., 1998). La i nfección 

causada por  l a c epa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ mostró un pat rón de  

replicación similar al de cepas no virulentas mutantes en BvrS en el modelo de ratón 

(Grilló et al., 2012). 
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La baj a respuesta s erológica c ontra B. abortus, j unto c on el  crecimiento r educido de l a 

cepa t ransformante con r especto a l a cepa vacunal par ental, m uestran q ue el  plásmido 

pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ afecta la viabilidad y antigenicidad de la cepa S19 de B. 

abortus. Cuando una bacteria se transforma con un plásmido, se produce un efecto 

negativo debido a la carga metabólica que consume la energía y los precursores 

requeridos para la replicación del plásmido, la transcripción del ARNm y la traducción de 

la proteína codificada, de manera que la síntesis de los metabolitos propios de la célula 

queda limitada, incluso la expresión genética puede resultar en agregados de l a proteína 

o de s us productos hidrolizados que se vuelven tóxicos para la bacteria (Glick 1995). La 

cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ es c apaz de e xpresar el  A RNm de l a 

glicoproteína G , s in l legar a pr oducir l a pr oteína en e l c ultivo, pos iblemente l a 

glicoproteína se expresa pero se degrada y algún fragmento de degradación pudiera estar 

interfiriendo con la síntesis del LPS o b loquear los sistemas de sobrevivencia. Además el 

plásmido es de 9921 pb , más grande que el tamaño promedio de 5 Kb, de los plásmidos 

recombinantes con que se ha transformado la cepa S19 en otros trabajos (Comerci et al., 

1998; Sabio y García et al., 2008; Sabio y García et al., 2010).  

Con r especto a l a r espuesta i nmune ant irrábica, el  pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ 

demostró s er c apaz de i nducir l a pr oducción de  AAN en t odos l os r atones en un ni vel 

mayor a 0.5 UI desde los 7 d.p.i., esto es congruente con el ensayo de células BHK-21 

transfectadas con dicho plásmido donde se demostró la expresión de la glicoproteína G 

en células eucariotas, y concuerda con otros estudios donde el 75% de los r atones 

mostraron seroconversión 7 días después de la vacunación génica antirrábica y todos a 

los 14 días (Bahloul et al., 1998). El nivel de AAN en el  grupo de ratones manejados con 

la c epa t ransformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ se pr esentó has ta 90  

d.p.i., el perfil de replicación de esta cepa hace pensar que la carga bacteriana se reduce 

rápidamente fuera de la célula y que la bacteria restante es fácilmente destruida dentro de 

la célula infectada, de modo que la glicoproteína G expresada a partir del plásmido 

disponible r epresenta un es tímulo ant igénico que r equiere más t iempo par a i nducir una  

respuesta. S ería nec esario det erminar el  ni vel de e xpresión de l a g licoproteína G  en  

macrófagos i nfectados con l a c epa t ransformante, como se ha hec ho par a ev aluar l a 

utilidad de S. typhimurium y Y. pseudotuberculosis como v ectores de pl ásmidos 

reporteros, demostrando que solo el 0.07% de células dendríticas infectadas expresan la 

proteína verde fluorescente (Dietrich et al., 2001). Los ratones donde se administró la 
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cepa vacunal B. abortus también presentaron niveles de AAN mayores a 0. 5 UI desde 7 

d.p.i., este efecto neutralizante pudiera deberse a mediadores de la r espuesta inmune 

como IFN-γ y TNF-α que se liberan  durante el estado de inflamación aguda inducido 

durante la infección por Brucella spp (Jiang y Baldwin 1993) y que ayudan también a 

reducir la replicación activa del virus (Chai et al., 2014; Barkhouse et al., 2015; Faber et 

al., 2005). Esto llevaría a preguntarse si la neutralización encontrada en los ratones 

administrados con la cepa transformante, se debe al mismo efecto de protección cruzada, 

sin embargo, se presentó esplenomegalia leve,  la neutralización se encontró hasta el día 

90 y , desde 21 d. p.i. se dej ó de r ecuperar bacteria de baz o, por  l o q ue s e pued e 

considerar que el efecto de neutralización se debe a AAN inducidos después de la 

expresión de la glicoproteína a partir del plásmido entregado por la bacteria. 

Para la prueba de desafío contra rabia se encontró un 83.3% de sobrevivencia en el grupo 

manejado c on el  pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, de mostrando que es  c apaz d e 

inducir una r espuesta i nmune pr otectora c ontra r abia, aun que de forma par cial. Este 

resultado s e pudi era as ociar c on l a c oncentración de pl ásmido, en es tos enas yos se 

administraron 30 µg de pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, comparado con el trabajo de Bahloul et 

al. ( 1998) q ue obt iene un 100%  de s obrevivencia al  r eto vacunando c on 50 µg d e 

plásmido, sin embargo, Aguilar Setién et al (2008) obtiene un 100% de sobrevivencia con 

solo 20 µg. Bahloul et al (1998), demostraron también que el título de AAN aumenta en 

proporción a l a c oncentración de pl ásmido adm inistrado, es  pr obable ent onces q ue e l 

nivel de AAN inducidos por el plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ alcance para neutralizar 

al virus en el ensayo in vitro, pero sea insuficiente para resolver la infección por una cepa 

virulenta. En los ratones vacunados con la cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ 

la sobrevivencia fue de 71.4%, esta protección se puede as ociar a la respuesta inducida 

por la glicoproteína G expresada a par tir del plásmido entregado por la bacteria y no por  

una protección cruzada puesto que esta cepa no desencadeno una respuesta inflamatoria 

severa. Este resultado muestra que la cepa B. abortus S19 funciona como vector de un 

plásmido v acunal ant irrábico, no obs tante c onsiderando q ue el  pl ásmido per se, es  de 

moderado nú mero de c opia (Kovach et  al ., 1995 ), es nec esario det erminar l o q ue es tá 

afectando l a v iabilidad de l a c epa par a aum entar l a c antidad de p lásmido ent regado a l 

interior de la célula. Para los ratones manejados con la cepa vacunal S19 se encontró una 

sobrevivencia de 66.6%, que se puede relacionar con el efecto de neutralización mostrado 
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por los sueros de es tos ratones y  probablemente s e deba a una efecto de pr otección 

cruzada como el que fue demostrado Mackaness (1964), donde ratones infectados con la 

cepa de B. abortus S19 q uedaron protegidos contra l a i nfección c on Listeria 

monocytogenes y q ue l os m acrófagos de es tos r atones r esolvieron l a infección i n vivo 

posterior al reto con Listeria. El efecto neutralizante no s e l imita a bacterias, puesto que 

macrófagos humanos activados con IFN-γ o LPS incrementan el  g rado de endoc itosis y  

degradación de HIV-1 con respecto a los macrófagos no activados (Gobeil et al., 2012). 

La prueba de desafío para Brucella evaluó la capacidad de r esolver la infección con una 

cepa virulenta, los resultados mostraron que el grupo con el mayor nivel de protección fue 

vacunado con la cepa vacunal B. abortus S19, lo cual era de esperarse dado el 

reconocido nivel protector contra Brucelosis para la cepa S19 (Nicoletti 2010), la menor 

protección l a pr esentó el g rupo c ontrol m anejado c on SBF. La c epa t ransformante B. 

abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, indujo una protección menor al de la cepa parental 

y esto se relaciona con la baja respuesta serológica contra el LPS que se encontró en la 

prueba de rosa de bengala. La cepa S19 de B. abortus ha mostrado tener el mayor nivel 

protector sobre otras cepas vacunales, por lo que se ha empleado en todas las campañas 

que han tenido éxito en el control de BB, y su eficiencia se debe a que induce Ac contra el 

LPS que protegen contra el aborto (Godfroid et al. 2011), el comportamiento de la cepa 

transformante representa una des ventaja par a l os f ines de u tilizarla c omo v acuna 

bivalente, es  nec esario entonces det erminar l a m anera en que el  pl ásmido a fecta l a 

integridad de la membrana externa. 

Se requiere realizar más estudios para producir una vacuna bivalente y sabemos que las 

estrategias de v acunación ac tuales par a a mbas en fermedades e stán funcionando 

adecuadamente, sin embargo vale la pena la idea de aprovechar la naturaleza intracelular 

de l a c epa S 19 de B. abortus para ac tuar c omo v ector par a ent regar un pl ásmido 

codificante del principal antígeno del virus rábico directamente a las células presentadoras 

de antígeno  

Además una  vacuna b ivalente a yudaría a aum entar l a c obertura de l as c ampañas d e 

vacunación y a q ue l os animales podr ían q uedar v acunados c ontra do s en fermedades 

aprovechando el  momento en q ue el  ganadero los reúne. O tro beneficio adicional sería 

una r educción en l os c ostos de pr oducción, e s m ás ec onómico pr oducir una v acuna 

bacteriana que solo se requiere medios inertes, en comparación con la infraestructura 

para manejar cultivos de tejidos animales que necesita una vacuna viral. 
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Los resultados experimentales demostraron que Brucella spp puede aceptar y mantener 

un plásmido de expresión eucariota que codifica una proteína viral, este conocimiento se 

puede aprovechar para desarrollar vacunas contra otras enfermedades como diarrea viral 

bovina o r inotraqueitis i nfecciosa bov ina en l as c uales l os pr incipales ant ígenos s on 

glicoproteínas (Brodersen, 2014; Suman et al., 2013). 
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Capítulo 9 
Conclusiones 

1. El p lásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ construido en es te trabajo, es  e ficiente par a 

inducir la expresión de la gpG del virus de rabia en células eucariotas. 

 

2. La cepa B. abortus S19 se transformó con el pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ y lo mantiene 

establemente in vitro e in vivo. 

 
3. La c epa t ransformante  B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ presenta u n 

crecimiento más lento y en menor concentración que la cepa parental B. abortus S19. 

 
4. La cepa transformante  B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ expresa el gen de la  

gpG del virus rábico en condiciones in vitro. 

 

5. El plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ afecta la viabilidad de la cepa B. abortus S19 ya 

que és ta p resentó un perfil de r eplicación s imilar al  de c epas no -virulentas en el  

modelo de ratón. 

 
6. El pl ásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ afecta la ant igenicidad de la cepa B. abortus 

S19 puesto que la cepa transformante indujo una respuesta anti-Brucella débil y tardía 

en el modelo murino en comparación con la cepa vacunal B. abortus S19. 

 
7. El plásmido pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ induce la producción temprana de ant icuerpos 

antirrábicos neutralizantes en r atones BALB/c y genera una al ta respuesta protectora 

contra el desafío de rabia. 

 

8. La cepa B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ induce tardíamente la producción de 

anticuerpos ant irrábicos neut ralizantes y  g enera una pr otección i ntermedia contra el  

desafío de rabia. 
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Capítulo 10 
Perspectivas 

Se r equiere c omprobar l a e xpresión de l a g pG del   v irus r ábico en c élulas en c ultivo 

infectadas c on l a c epa t ransformante B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+ para 

evaluar su utilidad como vector. 

Es necesario determinar la ubicación de la gp G en las células infectadas con la bacteria 

B. abortus S19 pBBR4-CMV-Ggp-SV40+, los resultados ayudarían a conocer si la gp G 

está interfiriendo con la síntesis de la membrana externa de B. abortus S19 y explicaría la 

débil respuesta anti-Brucella inducida por la cepa transformante. 
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Anexo 1 

 

Preparación de semillas de B. abortus S19 y B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-
SV40+. 
Las cepas de B. abortus S19 y B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-SV40+ se sembraron en 

AST y  AST -Amp r espectivamente y  s e i ncubaron has ta obt ener colonias ai sladas, s e 

preparó un pre-cultivo en CST, con y sin antibiótico según la cepa, tomándose 1 c olonia 

por cada m L de m edio y  se i ncubo por  48 hr s, pos teriormente se pr eparó el  cultivo de  

cada cepa en una relación 1:50 (pre-cultivo/CST) y se incubó hasta obtener una DO600=1. 

Se prepararon alícuotas de 1 m l con glicerol al 10% y se conservaron en congelación a -

70°C, cada alícuota se consideró una semilla. Cada cultivo se sembró en Agar Sangre de 

Carnero (ASC) para verificar la ausencia de contaminación. Una semana después de la 

congelación, se t omaron al  az ar t res s emillas par a c alcular U FC/mL, el  pr omedio s e 

consideró el título de las semillas para todo el lote, cada semilla se sembró en ASC para 

descartar contaminación durante envasado. La concentración de la cepa B. abortus S19 

fue de 319. 83x107 UFC/mL y la de B. abortus S19 pBBR4-CMV-gpG-SV40+ fue 143x107 

UFC/mL 
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Anexo 2 

Determinación de Ac antirrábicos neutralizantes mediante la prueba de 
Reducción rápida de focos fluorescentes.  

El suero obtenido para determinación de AAN fue inactivado a 64°C por 30 

min. Se hicieron crecer células BHK-21 en una botella de cultivo hasta presentar 

una capa confluente. Posteriormente, se despegaron con 1 mL de tripsina-verseno 

0.3%, des pués s e a gregó 15 mL de M EM al  10% S FB par a r esuspender l as 

células. De ésta suspensión se colocaron 100 μL en cada pozo de una placa de 

96 pozos de f ondo plano. Ésta placa se incubó por 24 horas, 37°C en atmosfera 

húmeda con 5% de CO2 para obtener monocapas 100% confluentes en cada uno 

de los pozos. En otra placa de 96 poz os de fondo plano (placa de neutralización), 

se hicieron las diluciones de los sueros a titular colocando en cada pozo 100 μL de 

MEM sin suero como diluyente, excepto en los controles de células a los cuales se 

le agregaron 150 μL de MEM sin suero. Se realizaron cuatro diluciones triples (1:9, 

1:27, 1 :81 y  1: 243). C on el  s uero de  r eferencia ( Ig hum ana ant irrábica c on 10  

UI/mL) se hi cieron oc ho di luciones t riples ( 1:9, 1:27, 1 :81, 1: 243, 1 :729, 1: 2187, 

1:6561 y 1:19683). Se adicionó a cada pozo 50 μL de virus rábico cepa PV que 

presentaba un título de 30 –40 unidades f ormadoras de f ocos f luorescentes 

aproximadamente, excepto los controles de las células. La pl aca de di luciones se 

incubo por 1 hora, 37°C en atmosfera húmeda con 5% de CO2. Se sacaron ambas 

placas de l a incubadora y  una vez que se observó que el  es tado de las células 

fuera normal y que la monocapa celular fuera confluente, se aspiró suavemente el 

sobrenadante de l as c élulas y s e le c ambió p or las di luciones de  l a placa de  

neutralización. Por último se agregaron 50 μL de MEM sin suero a cada pozo y se 

incubo a 37°C en atmosfera húmeda con 5% de CO2 durante 24 horas. Para fijar 

las c élulas s e u tilizó un a s olución de ac etona al 80%  di luida c on al cohol et ílico 

(almacenada a -20°C) (aproximadamente 150 μL en cada pozo), durante 30 

minutos a -20°C, des pués s e des echó l a ac etona y  s e dej ó s ecar al  ai re. E n la  

tinción de los focos de replicación viral se utilizaron 40 μL de conjugado 

fluorescente antirrábico por pozo, se incubó por 30 minutos a 37°C en atmosfera 

húmeda, se lavó con agua corriente y se le adicionaron 80 μL de un líquido de 

montaje (50% glicerol-50% P BS pH  7. 2, a justado a pH  8. 3). S e obs ervó en el  

microscopio i nvertido de l arga di stancia focal con l ámpara U V par a realizar el  
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conteo de focos fluorescentes. Los datos se analizaron por el método de Reed y 

Muench para determinar el título de anticuerpos que presentaba cada suero. 
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