
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis Doctoral

Factores involucrados en laFactores involucrados en la
interacción inicial de Brucella suisinteracción inicial de Brucella suis

con el hospedador: rol de loscon el hospedador: rol de los
autotransportadores triméricosautotransportadores triméricos

Ruiz, Verónica

2014

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Ruiz, Verónica. (2014). Factores involucrados en la interacción inicial de Brucella suis con el
hospedador: rol de los autotransportadores triméricos. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Cita tipo Chicago:

Ruiz, Verónica. "Factores involucrados en la interacción inicial de Brucella suis con el
hospedador: rol de los autotransportadores triméricos". Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2014.

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


 

 
 

Fa

Tesi

Direc

Cons

Luga

Buen

UNI
Fa

actores 
Bruce

a

s presentad

ctor de T

sejero de 

ar de trab

nos Aires

IVERS
acultad d

involu
ella suis
autotr a

da para opt

esis: Dra.

estudios:

ajo: Fund

, 2013 

IDAD 
de Cienc

crados 
s con el
ansport

tar al título
en el área

Veró

. Angeles

 Dra. Ang

dación Ins

 

DE BU
cias Exac

 

en la in
l hospe
tadores

o de Docto
a Química 

 

ónica Ru

s Zorregu

geles Zor

stituto Le

UENOS
ctas y Na

nteracc
edador:
s trimér

or de la Un
Biológica

uiz 

uieta 

rreguieta

eloir, IIBB

S AIRE
aturales 

ción ini
: rol de 
r icos. 

iversidad d
a 

BA-CON

 

ES 
 

icial de
los 

de Buenos 

NICET  

 

Aires 



Agradecimientos 

 
 

 
 

 

Agradecimientos 

Tengo la suerte de estar muy agradecida con mucha gente que me ayudó de una u otra forma, a la 

largo de todo el tiempo que me llevó la tesis. Espero no olvidarme de nadie. 

Muchas gracias a Fer y Diana que fueron quienes más me enseñaron en cuanto al trabajo, en 

particular con Brucella. No sé qué hubiera sido de ésta tesis sin las largas charlas con Fer cuando al 

principio algunas cosas parecían no tener sentido.   

Muchas gracias a Gastón, con quien se generaron algunas de las ideas más interesantes/locas. 

Más allá de lo mucho que me hiciste reír, sos un excelente compañero al cual extrañé muchisimo 

desde que te fuiste.  

Muchas gracias Dani y Pato por todas las charlas y ayuda brindada. Es buenísimo saber que 

uno cuenta con gente con mucha experiencia que está siempre dispuesta a dar una mano, tanto en lo 

personal como profesional. Mejor aun cuando uno puede preguntar cualquier cosa, sabiendo que no 

lo van a tildar de “bobo” por hacer una pregunta básica, que suelen ser las mas importantes. 

Gracias por la paciencia. 

Muchas gracias Caroline por el aguante en todos y cada uno de los cursos que hemos 

compartido, mas allá del aguante en el labo! 

Muchas gracias Valter por ser una compañía incluso cuando estabas en Bélgica, siempre estás 

“al pie del cañón”. La verdad se te extraña mucho desde que vas y venis. Gracias por saber 

escuchar sin prejuzgar, por esa mente abierta. 

Muchas gracias Maga por sumarte al “equipo Brucella” a pesar de todas las complicaciones 

que trae trabajar con esta bacteria. Vino super bien el empuje de alguien nuevo en la línea. 

Muchas gracias Rodri por el humor cuando los Westerns no daban. A ponerle pilas que se 

viene una buena racha de todo (si no nos lo creemos nosotros antes que nadie, quien sino?!). 

Muchas gracias Nahuel por todas las charlas compartidas. Lástima que hayas tenido tantos 

motivos para cargarme los lunes a la mañana! 

Muchas gracias Angeles por confiar en mí incluso cuando le proponía ideas medio raras 

Muchas gracias por haberme dado la posibilidad de hacer la tesis en tu labo, y haberme dado la 

confianza que me diste. 

Muchas gracias a las chicas del lab 207 y a los chicos del 304 que de a ratos parecíamos ser 

todos del mismo labo. Gracias Isa, Meli, Sil por la buena onda. Muchas gracias Estela por la buena 

onda incluso en el cuarto de Micro. Dentro de la gente del 304 si bien les estoy agradecidos a 



Agradecimientos 

 

 

todos, no quiero dejar de destacar a Gaby y Marie quienes me ayudaron muchisimo sobre todo en 

los últimos años, discutiendo protocolos y otros temas. 

Muchas gracias a las chicas de limpieza y a la gente de mantenimiento. La verdad el poder 

trabajar en la FIL es un lujo, y en gran parte es gracias al trabajo que todos ellos realizan día a día. 

Es increíble lo que trabajaron los chicos de mantenimiento en el armado y justamente 

mantenimiento del cuarto de bioseguridad. Infinitas gracias!! 

Muchas gracias a Babu, Gato, Marian,  Dani, Juan y Patri por siempre ser un cable a tierra; de 

esos que de paso te cargan las pilas. Gracias por estar siempre. 

Muchas gracias Sabri, Marien, Ivi, Sole, Marian, Mel, Ana por haber seguido compartiendo lo 

que nos va pasando, aun sin vernos tanto como en otras épocas.  

Muchas gracias a Gastón, Ielpi y Parodi por haber aceptado formar mi CST. Año a año 

escucharon mis avances y complicaciones para después hacerme distintas sugerencias. Tengo que 

admitir que mi CST fue un lujo!  

Por último quisiera agradecerle a mi familia que siempre es mi apoyo. Gracias a mis viejos 

que son mi ejemplo en la vida; de que siendo honestos, buena gente y laburantes se puede llegar a 

buen puerto. Los admiro profundamente. Gracias además por haberme apoyado siempre, aun sin 

pedirles nada cada vez que pudieron me ayudaron, con todo. Muchas gracias Jean por siempre 

entenderme tanto cuando había cosas del trabajo que me angustiaban, y por ayudarme por ejemplo 

con todos los masajes que me hiciste cuando no me daba más la espalda de tanto pipetear! Muchas 

gracias Pablo por ser un excelente compañero, que aún cuando no entendías el motivo por el cual 

hacía algunas cosas, me seguiste apoyando y escuchando. Pase lo que pase sé que cuento con vos y 

eso no tiene precio. 

 

Como alguna vez dijo alguien a quien admiro mucho: “Eternamente gracias” 

 

 

 

 

Este trabajo fue realizado con el apoyo económico de:  

 Beca Doctoral del CONICET (Tipo I y II) 
 Fundación Instituto Leloir 

 Subsidios UBACyT X-245 y X-997 de la Universidad de Buenos Aires 



Trabajos publicados 

 
 

 
 

 

Parte del trabajo presentado en esta tesis fue publicado en los siguientes trabajos: 

  Título: “BtaE, and adhesin that belongs to the trimeric autotransporter family, is required for 
full virulence and defines a specific adhesive pole of Brucella suis” 
Autores: Verónica Ruiz-Ranwez, Diana M. Posadas, Charles Van der Henst, Silvia Estein, Gastón 
Arocena, Patricia L. Abdian, Fernando A. Martin, Rodrigo Sieira, Xavier De Bolle y Angeles 
Zorreguieta. 
Revista: Infection and Immunity 
Publicación: 2013 81:996-1007  
 
  Título: “The BtaF trimeric autotransporter of Brucella suis is involved in attachment to 
various surfaces, resistance to serum and virulence” 
Autores: Verónica Ruiz-Ranwez, Diana M. Posadas, Silvia Estein, Patricia L. Abdian, Fernando A. 
Martin y Angeles Zorreguieta. 
Revista: PLoS One 
Publicación: 2013 Nov 13; 8(11):e79770. doi: 10.1371/journal.pone.0079770 
 
 

Además durante estos años he colaborado en otros proyectos relacionados a la tesis, parcialmente 
publicados en: 

  Título: “BmaC, a novel autotransporter of Brucella suis, is involved in bacterial adhesion to 
host cells” 
Autores: Diana M. Posadas, Verónica Ruiz-Ranwez, Hernán R. Bonomi, Fernando A. Martín y 
Angeles Zorreguieta. 
Revista: Cellular Microbiology 
Publicación: 2012 14:965-82 



Resumen 
 

 

Factores involucrados en la interacción inicial de Brucella suis con el hospedador: rol 
de los autotransportadores triméricos. 

El género Brucella comprende patógenos intracelulares facultativos que causan una 
zoonosis conocida como brucelosis. Esta zoonosis es una de las más dispersas alrededor del mundo 
y afecta a una amplia variedad de mamíferos, entre ellos muchos de importancia agropecuaria. Un 
aspecto fundamental en la virulencia de Brucella reside en su capacidad de invadir y replicar dentro 
de células fagocíticas y no fagocíticas. El objetivo del trabajo de tesis fue identificar  y caracterizar 
moléculas de B. suis asociadas a la adhesión y/o invasión a las células del hospedador.  

Mediante análisis bioinformáticos del genoma de B. suis 1330 se identificaron posibles 
proteínas que potencialmente podrían cumplir una función en la adhesión y/o invasión.  En esta 
tesis se estudiaron tres de las proteínas candidatas (BtaE, BtaF y MapA). Diferentes análisis in 
silico indicaron que BtaE y BtaF pertenecen a la familia de los autotransportadores triméricos, los 
cuales median su propia translocación a través de la membrana externa.  Enfoques mutacionales y 
heterólogos demostraron que BtaE y BtaF están involucradas en la adhesión a células no 
fagocíticas del hospedador y a componentes de la matriz extracelular. En particular, BtaE confirió 
adhesión a ácido hialurónico mientras que BtaF conferiría una adhesión promiscua a una amplia 
variedad de componentes de la matriz extracelular del hospedador y participaría en la formación de 
un biofilm in vitro.  La adhesina BtaF cumpliriría  una función adicional ya que confirió a la 
bacteria que la porta tolerancia a la actividad bactericida del complemento presente en el suero. 
Ambos autotransportadores fueron necesarios para que B. suis genere una completa virulencia en 
ratones inoculados intragástricamente. Por otro lado, por inmunofluorescencia se pudo detectar a 
BtaE, BtaF y a la adhesina BmaC en un número reducido de células  pero en todos los casos las 
adhesinas se localizaron en el polo nuevo bacteriano generado luego de la división asimétrica de 
Brucella. Se propuso que en Brucella dicho polo estaría funcionalmente diferenciado para la 
adhesión. 

En cuanto a MapA, la cepa mutante defectiva en esta proteína fue menos eficiente en la 
adhesión a células no fagocíticas. Sin embargo, la mutante también presentó una sensibilidad 
notable a diversos compuestos, como polimixina B, Triton X-100 y lisozima, sugiriendo que la 
membrana externa se encuentra alterada. Proponemos que MapA estaría involucrada en la síntesis 
de algún componente de membrana, lo cual a su vez podría afectar directa o indirectamente la 
adhesión a componentes del hospedador y alterar la resistencia característica de Brucella al sistema 
inmune del hospedador. Estudios futuros permitirán dilucidar la función bioquímica de MapA en la 
biogénesis de la membrana de Brucella y su rol en la interacción de la bacteria con el hospedador. 
 
 
Palabras claves: Brucella, autotransportador, adhesina, virulencia, complemento, polo nuevo, 
membrana externa 

 

 

 



Resumen 
 

 

 

Factors involved in the initial interaction of Brucella suis with the host: role of 
trimeric autotransporters 

The Brucella genus contains facultative intracellular pathogens, which cause a zoonotic 
disease called brucellosis. This zoonos is spread around the world and affects a wide range of 
mammals, among them many of agricultural importance. A fundamental aspect in the virulence of 
Brucella is its ability to invade and replicate within phagocytic and non-phagocytic cells. The aim 
of this thesis was to identify and characterize Brucella suis molecules associated to adhesion and/or 
invasion of host cells. 

Proteins that potentially could play a role in adhesion and/or invasion were identified 
through bioinformatic analysis of the B. suis 1330 genome. In this thesis three of the candidate 
proteins (BtaE, BtaF and MapA) were studied. Different in silico analysis indicated that BtaE and 
BtaF belong to the trimeric autotransporter family, which mediate their own translocation across 
the outer membrane. Mutational and heterologous aproaches demostrated that BtaE and BtaF are 
involved in the adhesion to non-phagocytic cells and components of the extracellular matrix. 
Particularly, it was shown that BtaE confers adhesion to hyaluronic acid while BtaF confers a 
promiscuous adhesion to a variety of compounds of the extracellular matrix and it would be 
involved in the formation of biofilms in vitro. The adhesin BtaF was involved in an additional 
function since it conferred the bacteria that carried it, tolerance to the bactericidal activity of the 
complement present in serum. Both autotransporters were necessary for B. suis to exhibit a full 
virulence in mice inoculated intragastrically. On the other hand, by immunofluorescence BtaE, 
BtaF and BmaC were detected in a reduced number of cells but in all cases the adhesins were 
localized at the new bacterial pole generated after the asymmetric division of Brucella. We propose 
that this pole of Brucella is functionally differentiated for adhesion. 

Regarding MapA, the mutant strain defective in this protein was less efficient in the 
adhesion to non-phagocytic cells. However, this mutant also presented a remarkable sensitivity to 
several compounds such as polymyxin B, Triton x-100 and lysozyme, suggesting that the bacterial 
outer membrane is altered. We propose that MapA would be involved in the synthesis of some 
membrane component, which could directly or indirectly affect the adhesion to components of the 
host and alter the characteristic resistance of Brucella to the immune system of the host. Future 
studies will be carried out to determine the biochemical function of MapA in the biogenesis of 
Brucellá s membrane and its role in the interaction of the bacteria with the host. 
 
Key words: Brucella, autotransporter, adhesin, virulence, complement, new pole, outer membrane. 
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Introducción 

 

1.  Brucella spp. y brucelosis 

1.1.  Generalidades  

El género Brucella pertenece a la familia Brucellaceae, la cual se encuentra dentro del 

orden Rhizobiales de la clase α-Proteobacteria (1-3). La clase α-Proteobacteria está compuesta por 

familias de organismos que son patógenos de animales (por ej. Brucella spp., Bartonella spp., 

Rickettsia spp) o de plantas (por ej. Agrobacterium spp.), simbiontes (por ej. Rhizobium spp., 

Sinorhizobium spp. y Bradyrhizobium   spp.), u organismos habitantes del suelo  como por ej.  

Ochrobactrum spp., que es considerado un patógeno oportunista. En la figura 1 se muestra un árbol 

filogenético construido con algunas especies correspondientes a estos géneros, en base a la 

secuencia del RNA ribosomal 16S, del Ribosomal Database Project (4). El género 

filogenéticamente más cercano a Brucella es Ochrobactrum. Todos los patógenos o simbiontes 

mencionados comparten la característica de establecer relaciones de cronicidad con el hospedador, 

como parte fundamental  de su ciclo de vida (5). Una característica genética diferencial de los 

patógenos intracelulares obligados es la disminución del tamaño de sus genomas, una baja cantidad 

de regiones codificantes y una alta pseudogenización; ejemplos son los genomas de las especies de 

Rickettsia, con genomas de 1.1 Mb (6). En cambio, los simbiontes de plantas han sufrido una 

expansión genómica con tamaños de hasta 9 Mb debido a la adquisición de uno o más plásmidos 

simbióticos de más de 100 kb, que albergan genes necesarios y esenciales para la simbiosis (7). 

Dentro de las α-Proteobacterias, las especies de Brucella  presentan genomas de tamaño intermedio 

(aproximadamente 3.2 Mb), entre los genomas pequeños como por ejemplo el de Rickettsia y los 

simbiontes de plantas. Salvo para el biovar 3 de Brucella suis, el material genético de las especies 

de Brucella se encuentra organizado en dos cromosomas circulares, sin presencia de plásmidos. En 

dicha biovariedad de B. suis todo el material genético se encuentra en un único cromosoma (8).  
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corresponden principalmente a genes hipotéticos, que en muchos casos codificarían proteínas 

expuestas sobre la superficie bacteriana. Estas incluyen proteínas de membrana, transportadores de 

membrana, putativas adhesinas (SdhA-like) e invasinas. Estas diferencias en la superficie podrían 

contribuir a las preferencias de hospedador, al tropismo a determinados tejidos y a algunas 

manifestaciones de la enfermedad de las distintas especies, siendo estas características claves en la 

clasificación de las especies de Brucella. Dada la gran cercanía entre los miembros del género y el 

alto nivel de conservación génica, algunos microbiólogos han propuesto que el género debería 

considerarse monoespecífico denominándolo Brucella melitensis, y proponer a las distintas 

especies (según la clasificación actual) como biovariedades o cepas de la misma biovariedad (21, 

24, 25). Sin embargo, esta teoría entra en conflicto con la hipótesis de la supuesta evolución a partir 

de los aislamientos obtenidos de acuerdo a las distintas preferencias de hospedador (26).  

Previamente se describía para cada una de las especies de Brucella una única especie 

hospedadora. Sin embargo se ha observado que, si bien cada especie tiene un hospedador de 

preferencia, algunas especies son además capaces de infectar otras especies (siempre perteneciente 

a los mamíferos) (27). Por ejemplo, el hospedador de preferencia de B. abortus es el ganado 

bovino; sin embargo, esta especie también ha sido aislada, aunque con una frecuencia mucho 

menor, de caballos, cerdos, ovejas, cabras, camellos, dromedarios, búfalos, alces, perros, ciervos 

(28-30) y humanos (31, 32). B. melitensis infecta principalmente cabras y ovejas, pero también se 

ha visto que es capaz de infectar camellos, dromedarios y humanos. Otro ejemplo es B. suis, cuyo 

hospedador de preferencia es el cerdo, pero también fue aislada de otros mamíferos como reno, 

cerdo silvestre (Sus scrofa) (33), liebre europea (Lepus capensis) (33), varias especies murinas, 

vacas, lobos zorros, perros  (34) y humanos (35, 36). La frecuencia de aislamiento de las distintas 

especies de Brucella en los distintos hospedadores es consistente con el concepto de hospedador de 

preferencia (37); por lo tanto, el concepto de adaptación hospedador-especifica sigue siendo 

considerado válido (38). 

Un estudio publicado en 2004 mostró evidencias que sugieren que las α-Proteobacterias se 

dividen mediante una división asimétrica. En el caso de Brucella se generarían dos células hijas de 

tamaño ligeramente distinto, que presentarían funciones específicas (39).  En la figura 2A se puede 

observar una microscopía electrónica de B. abortus tomada justo antes de la tabicación, en la cual 

la célula hija larga está indicada con la letra “L” y la corta con “S”. Por otro lado, se ha propuesto 

que el crecimiento unipolar (implicado en la división asimétrica) sería una característica ancestral 

conservada dentro del orden Rhizobiales, incluyendo a la bacteria mutualista  S. meliloti, al 

patógeno de plantas A. tumefaciens, al patógeno  de animales Brucella,  y al patógeno oportunista 

O. anthropi (40). En la figura 2B se puede observar el crecimiento polar en función del tiempo de 
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20° C y 40% de humedad relativa sobreviven hasta cinco meses. La supervivencia de la bacteria en 

orina es de un mes; sobre fetos abortados puede llegar a sobrevivir dos meses y en exudados 

uterinos llega a los siete meses (43). Aunque Brucella es relativamente resistente y puede 

sobrevivir por un tiempo considerable en el ambiente, éste no es considerado como una fuente 

importante de infección. Cabe destacar que al exponer Brucella a 56ºC las bacterias pierden 

viabilidad rápidamente (44), con lo cual al pasteurizar un producto (calentándolo hasta los 62ºC 

durante 30 minutos) se eliminan todos las Brucellas que lo puedan estar contaminando (ver más 

adelante sección 1.3. “Brucelosis en humanos”). Es muy importante la pasteurización de productos 

lácteos ya que de no hacerlo, Brucella puede sobrevivir hasta dos meses en productos como por 

ejemplo quesos. 

 

1.2. Brucelosis en animales 

Como se mencionó anteriormente, Brucella es el agente causal de la brucelosis, una de las 

zoonosis más dispersas alrededor del mundo que afecta a una amplia variedad de mamíferos, entre 

ellos muchos de gran importancia pecuaria como por ejemplo ganado bovino (B. abortus), ovino 

(B. ovis), caprino (B. melitensis) y porcino (B. suis). La brucelosis (también llamada fiebre de 

Malta, enfermedad de Bang) es endémica en diversas áreas del mundo, aunque en gran parte del 

norte de Europa, Australia, parte de Estados Unidos y Canadá ha sido erradicada o al menos 

virtualmente erradicada del ganado gracias a programas de control. En cambio, en la cuenca del 

Mediterráneo, Medio Oriente, Golfo Arábico, algunas áreas de EE.UU y algunos países de 

Latinoamérica (incluyendo Argentina), la enfermedad persiste (45-47). 

En los animales, Brucella causa infecciones generalizadas, seguidas por una localización 

de la bacteria en órganos reproductivos y el sistema retículo-endotelial. La fuente de infección la 

constituyen los animales infectados ya que excretan una gran cantidad de bacterias junto con los 

tejidos y productos de los abortos, en la leche, y en menor medida en las secreciones genitales y 

orina. De este modo, los animales enfermos contaminan el suelo, los corrales, la paja de las camas, 

los arroyos, etc (48). Además de las especies de interés económico que son susceptibles a la 

brucelosis, también existen reservorios en animales salvajes (49). En los últimos años se ha 

incrementado la aparición de cepas de B. abortus y B. suis en animales salvajes. Los animales 

salvajes infectados son un amplio reservorio (50), ya que son una importante fuente de reinfección 

hacia el ganado (51, 52). La amplia variedad de hospedadores para cada especie del género 

Brucella, la importante diversidad de especies del género Brucella y la presencia de reservorios en 

animales salvajes complica la erradicación de estas bacterias.  
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La brucelosis provoca en el mundo (incluyendo a la Argentina) pérdidas importantes en la 

producción pecuaria y restricciones sanitarias en el comercio interno y exportaciones, tanto en la 

comercialización de los animales como de sus productos derivados (53). Algunos de los problemas 

de los animales enfermos que impactan en la economía son abortos, reducción en la fertilidad 

(incluso infertilidad), nacimientos de terneros débiles, pérdida de peso y merma en la  producción 

de leche (47, 54). En particular B. abortus, B. melitensis (55) y B. suis (56), son las especies con 

mayor impacto económico del grupo. Las estimaciones oficiales sobre las pérdidas anuales 

únicamente por brucelosis bovina en América Latina (en el año 2001) eran de aproximadamente 

US$ 600 millones, de los cuales un 10% corresponde a pérdidas en la Argentina (57). Esta 

enfermedad junto con la tuberculosis bovina fueron las principales causas de pérdida de dinero en 

la ganadería del siglo XX. Es por esto que existen regulaciones internacionales que imponen 

restricciones en el movimiento y comercio de animales infectados con cualquiera de estas especies 

(58).  

La prevalencia en América Latina de la brucelosis bovina varía considerablemente de un 

país a otro, con rangos que varían entre el 0.5 y 10%. En el caso de la brucelosis porcina,  la 

prevalencia no se conoce con certeza. Respecto a la brucelosis caprina y ovina son pocos los países 

que reportan datos y son variables entre países (59-65).  

Particularmente en Argentina, en la década del ´60 el Instituto Nacional de Tecnología 

Agropecuaria (INTA) realizó estudios en distintas regiones del país y determinó que el porcentaje 

de granjas o haciendas con animales infectados era del  25% en el caso de establecimientos de 

ganado lechero, mientras que para las haciendas de ganado para consumo de carne el 20% de las 

granjas estaban infectadas. Para ambos tipos de granjas, aquellas en las que se encontraron 

animales infectados, el porcentaje de individuos infectados fue de aproximadamente el 5% (66). 

Posteriormente, entre los años 1994 y 1998, el INTA realizó otro estudio en la provincia de Buenos 

Aires, en el cual se incluyeron 53.000 bovinos. En ese relevamiento se determinó que la 

prevalencia era del 5.6% (Documento del Programa de Salud Animal, Mimeo, 85 pp, INTA).  Por 

otro lado un relevamiento a nivel nacional realizado por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 

Agroalimentaria (SENASA) entre los años 2004 y 2005, indicó que en el 2004 el porcentaje 

promedio de vacunos infectados era del 2.15% (Tabla 1). En particular las provincias de Buenos 

Aires, Córdoba, Entre Ríos, Formosa, La Rioja, Mendoza, Rio Negro, Salta y Tucumán fueron las 

provincias más afectadas, mientras que en La Pampa, Misiones, San Juan y San Luis no se 

encontraron casos positivos. El promedio de vacunos infectados en 2005 presentó un leve ascenso, 

al 3.27% de casos positivos, con un aumento en el promedio de casos positivos en provincias de 

alta actividad ganadera como Buenos Aires, La Pampa, Santa Fe y Córdoba. 
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Tabla 1. Resultado del muestreo de brucelosis bovina durante los años 2004 y 2005, en 20 provincias de la 

República Argentina. Fuente: SENASA 
 

En cuanto a brucelosis ovina en Argentina, algunos estudios indican que en todas las 

regiones del país en las que se crían ovejas, se detectan ovejas con brucelosis. Por ejemplo, 

estudios realizados en la provincia de Buenos Aires determinaron que el 28.6%  de las ovejas no 

eran recomendables para la cría, debido a la brucelosis (59, 66). Por otro lado, respecto a las cabras, 

el primer reporte en Argentina data de la década de 1940, en la cual la prevalencia fue del 20%. 

Estudios posteriores en el noroeste del país informaron una tasa de infección de entre el 20 y 25% 

de los animales (66). En 1993 hubo un brote en una granja de 2300 cabras en la provincia de 

Mendoza (con una tasa de infección superior al 50%), resultando en 26 personas infectadas (67). 

Por otra parte, relevamientos realizados entre 1999 y 2002 indican una prevalencia entre el 0.5 y 

0.8%, en el noroeste del país (66). Esto sugiere que al menos en el noroeste del país la prevalencia 

en cabras habría bajado.  

En nuestro país se ha estudiado la prevalencia de la brucelosis porcina a partir de la década 

de 1940. Entre 1960 y 1980 se realizaron relevamientos que indicaron una prevalencia de entre el 

14.2 y 25%. En la actualidad no existen programas de monitoreo de brucelosis porcina, y según una 

comunicación personal con personal del área de brucelosis del SENASA, esto se debe 

Cantidad Número Cantidad Número Cantidad Número

Provincia de muestras de sueros IC+ % IC- de muestras de sueros IC+% IC- de muestras de sueros %

(sueros) positivos (sueros) positivos (sueros) positivos

Buenos Aires 3,543 77 2.662.17 1.69 5006 186 4.253.72 3.18 8,549 263 3.08

Catamarca 508 6 2.13 1.18 0.24 12 0 0 0.00 0 520 6 1.15

Córdoba 935 24 3.59 2.57 1.54 828 36 5.774.35 2.93 1,763 60 3.40

Corrientes 780 11 2.24 1.41 0.58 612 23 5.293.76 2.62 1,392 34 2.44

Chaco 510 7 2.39 1.37 0.36 320 13 6.274.06 1.85 830 20 2.41

Entre Ríos 508 16 4.69 3.15 1.61 603 22 5.173.65 2.12 1,111 38 3.42

Formosa 2,650 59 2.792.23 1.66 2281 82 4.373.59 2.82 4,931 141 2.86

Jujuy 377 4 2.10 1.06 0.02 29 0 0 0.00 0 406 4 0.99

La Pampa 750 3 0.85 0.40 0.00 808 22 3.862.72 1.58 1,558 25 1.60

La Rioja 871 29 4.54 3.33 2.12 0 0 0 0.00 0 871 29 3.33

Mendoza 1,172 33 3.782.82 1.86 60 1 4.931.67 0 1,232 34 2.76

Misiones 360 3 1.78 0.83 0.00 195 0 0 0.00 0 555 3 0.54

Neuquén 0 0 352 10 4.6 2.84 1.08 352 10 2.84

Río Negro 2,026 53 3.322.62 1.91 3896 106 3.242.72 2.20 5,922 159 2.68

Salta 1,716 39 2.992.27 1.56 375 3 1.710.80 0 2,091 42 2.01

San Juan 188 0 0.00 0.00 0.00 0 0 0 0.00 0 188 0 0.00

San Luis 140 1 2.11 0.71 0.00 165 5 5.693.03 37 305 6 1.97

Santa Fe 777 12 2.42 1.54 0.67 1008 32 4.273.17 2.07 1,785 44 2.46

Sgo. Estero 290 6 3.72 2.07 0.41 60 2 7.953.33 0 350 8 2.29

Tucumán 370 14 5.77 3.78 1.80 0 0 0 0.00 0 370 14 3.78

TOTAL 18,471 397 2.36 2.15 1.94 16610 543 3.39 3.27 2.87 35,081 940 2.68

TOTAL20052004
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principalmente a la falta de un método de diagnóstico funcional en porcinos. De hecho, la situación 

epidemiológica de la brucelosis en cerdos es desconocida (66). Los métodos de diagnóstico que se 

utilizan por ejemplo en vacas, no son útiles en detectar la brucelosis porcina ya que introducen 

muchos errores. El único método confiable en porcinos es el aislamiento de la bacteria a partir del 

tejido, lo cual es muy difícil de implementar. Sin embargo, algunos criadores realizan un monitoreo 

privado con el fin de luchar contra la enfermedad (66). En Febrero de 2013 mediante la resolución 

63/2013, el SENASA creó el “Registro Nacional de Establecimientos Oficialmente Libres de 

Brucelosis Porcina”. La incorporación a dicho Registro es obligatoria solo para los 

establecimientos que desean comercializar reproductores porcinos y/o material reproductivo 

porcino (por ejemplo, semen), pero no es obligatoria para establecimientos que crían animales para 

ser faenados.  

En cuanto a la brucelosis canina en Argentina existen estudios de los últimos años que 

indican que es frecuente el aislamiento de B. canis en perros (36, 68) tanto en poblaciones urbanas 

como suburbanas. Incluso, se han encontrado también casos de perros positivos para B. abortus y 

B. suis (66). Finalmente, no se han llevado a cabo estudios significativos en el país respecto a 

reservorios de vida silvestre. Sin embargo, se sabe que en el país se ha aislado B. abortus de lobos, 

comadrejas y hurones, y B. suis de la liebre europea (69). 

En cuanto a la prevención, a nivel mundial, existen algunas vacunas aprobadas para uso 

animal. Sin embargo, cabe destacar que aún no existen vacunas para todos los hospedadores, ni 

para todas las especies de Brucella. En el caso del ganado bovino, existen dos vacunas 

comercializadas, pero su uso no está aprobado en todo el mundo. Ambas vacunas utilizan cepas 

atenuadas de B. abortus. Una de ellas utiliza la cepa 19 de B. abortus (S19), cuyo uso está 

aprobado solo para la vacunación de terneros de entre 3 y 9 meses, mientras que la vacuna con la 

cepa RB51 puede aplicarse en animales de cualquier edad. Una ventaja de la cepa RB51 es que no 

produce anticuerpos contra el antígeno O del lipopolisacárido (LPS) ya que es una mutante rugosa 

(deficiente en el antígeno O del LPS, ver sección 2.2.a.). Esto permite discriminar entre los 

animales vacunados con esta cepa, de los enfermos, ya que en animales enfermos hay un título 

importante de anticuerpos anti-antígeno O. Por otra parte, un gran problema de ambas vacunas, es 

que estas especies son atenuadas en bovinos pero son capaces de infectar humanos. Otro de los 

inconvenientes que tienen estas vacunas es que no es claro si protegen al hospedador únicamente 

de B. abortus, o si además son eficientes, por ejemplo, para B. melitensis o B. suis que también son 

capaces de infectar bovinos (70). 

En Argentina la vacunación del ganado bovino ha sido intensa; en el año 1982  se 

estableció que la vacunación de terneras de entre 3 y 8 meses con la cepa S19 de B. abortus fuese 
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obligatoria en todo el territorio nacional (SENASA Resolución 73/82 Mimeo, 32 pp). A partir de 

1998 se autorizó el uso de la vacuna B. abortus RB51 en terneros de sexo femenino de más de 10 

meses y no más de tres meses de preñez  y además se implementó la vacunación simultanea contra 

la brucelosis y la fiebre de aftosa. En ese momento la vacunación de terneras con S19 alcanzó un 

95% (66). Sin embargo, no se combatió la infección del ganado bovino por otras especies de 

Brucella, así como tampoco se previno la infección de B. abortus a otros hospedadores (71).  

En cuanto al ganado caprino, existe la vacuna Rev1 que consiste en el uso de una cepa 

atenuada. Al igual que lo que ocurre con las cepas S19 y RB51 de B. abortus, ésta cepa también es 

virulenta para humanos. A pesar de la alta prevalencia de la brucelosis caprina en el país, el uso de 

esta vacuna fue autorizado en Argentina recién a fines del año 2006 (Resolución 216/2006, 

SENASA).  Por otro lado, en China se ha utilizado una cepa de B. suis (cepa 2) para la vacunación 

de diferentes especies, entre ellos cerdos (72). Sin embargo, un Comité de evaluación internacional 

ad-hoc designado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha determinado que los 

resultados obtenidos en ratón y en ovejas son pobres, con lo cual la utilización de esta vacuna no 

está autorizada en el resto del mundo (73). 

La Organización Mundial de la Sanidad Animal recomienda el uso de las vacunas B. 

abortus S19, B. abortus RB51 y B. melitensis Rev1 para el control de ganado (74, 75). Sin 

embargo, como se mencionó estas cepas son patogénicas para humanos, con lo cual no solo no 

sirven para vacunar humanos sino que además al administrar las vacunas las personas pueden 

contraer la enfermedad (54). 

 

1.3.  Brucelosis en humanos 

Además de las pérdidas económicas por infección de ganado, la brucelosis tiene un alto 

impacto en la salud pública ya que también afecta a los humanos. Tradicionalmente se consideró 

que cuatro de las especies del género Brucella pueden causar enfermedad en humanos: B. 

melitensis, B. suis, B. abortus, y B. canis (el orden en que se nombran coincide con la virulencia en 

humanos, de mayor a menor) (35, 71, 76, 77). Sin embargo, también se ha descripto la aparición de 

infecciones y complicaciones de pacientes infectados con B. maris (ceti) (78). 

Las personas pueden infectarse por consumo de alimentos contaminados y crudos (por 

ejemplo leche y otros lácteos en general, no pasteurizados, carne mal cocida), por exposición a 

animales infectados, muestras de los mismos (por ejemplo sangre, placenta, fetos, secreciones 

uterinas, orina), entre otras. Las bacterias pueden ingresar al organismo vía cortes o abrasiones, por 

vía oral (por ejemplo por ingestión de alimentos contaminados), por contaminación de las 

conjuntivas con aerosoles o por vía respiratoria (por ejemplo por inhalación de aerosoles) (11, 79). 
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La brucelosis en humanos es muy común en áreas como la costa del Mediterráneo, Medio Oriente, 

y Latinoamérica, donde la enfermedad es endémica. En cambio, en áreas del mundo más 

desarrolladas en las que las medidas de higiene y control de alimentos son más estrictos, la 

enfermedad se asocia  con la actividad laboral, por lo que se considera una enfermedad profesional 

(de veterinarios, carniceros, personal de frigoríficos, laboratorios, granjeros y ganaderos) (71). La 

infección lateral y congénita entre humanos es muy poco común, aunque se han reportado casos 

esporádicos por ejemplo por transfusión sanguínea o trasplante de médula (69, 80-83). 

La aparición de esta patología en humanos se asocia a la enfermedad del ganado. En 

particular, en la Argentina la brucelosis humana está muy relacionada con la infección de cabras en 

la zona oeste del país y con ganado bovino y porcino en el este, mientras que en centros urbanos las 

mayores fuentes de infección son los frigoríficos (59). 

Para lograr un adecuado control de la enfermedad en el hombre es fundamental el 

desarrollo de programas de vacunación en el ganado. Así mismo, la vigilancia epidemiológica en la 

población expuesta es fundamental, ya que un diagnóstico temprano permite una rápida mejoría, lo 

cual evita las complicaciones secundarias asociadas a la cronicidad de la enfermedad. Además, 

dado que algunos individuos con brucelosis se muestran asintomáticos, es necesario un diagnóstico 

preciso, especialmente en áreas endémicas (35). Las medidas de control se basan en la prevención 

de los factores de riesgo. La vigilancia es entonces un elemento clave para el manejo de los 

programas de prevención y control (84). Según la OMS desde mediados de la década de los 70, 

cada año se registran en el mundo medio millón de casos de adquisición de brucelosis en humanos. 

Debido a que los síntomas clínicos suelen confundirse con otras enfermedades y a que no se suelen 

realizar  los controles de rutina adecuados para su diagnóstico, se cree que dicho número 

representaría solo el 4% de los casos reales (36, 85). 

En los países libres de brucelosis como Francia o Bélgica la incidencia no supera el 

1/1.000.000 de casos reportados por año, estando usualmente asociados a infecciones contraídas en 

zonas turísticas consideradas endémicas. En cambio, en las zonas endémicas (como por ejemplo 

algunos países de Asia y América Latina), la incidencia alcanza a 30-60 casos nuevos por año cada 

1.000.000 de individuos (47, 66, 86). En América Latina los países en los que se registra la mayor 

cantidad de casos son: Argentina, Perú y México. Según la Organización Panamericana de la salud, 

durante el año 2000 la cantidad de nuevos casos de brucelosis humana registrados fueron 507 en la 

Argentina, 2.171 en México y 1.072 en Perú (87). En cambio, según otra fuente, en ese año en Perú 

se registraron 2.566 nuevos casos (88). Esta alta variabilidad en las cifras de nuevos casos refleja la 

poca validez de los datos oficiales. Por otro lado, en 2008, Lucero y colaboradores (36) publicaron 

un informe correspondiente a un seguimiento de aislamientos de Brucella en humanos y animales 
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en América Latina, comprendido entre los años 1968 y 2006. Este seguimiento se llevó a cabo en 

dos etapas, una primer etapa entre 1968 y 1991 (con cepas aisladas en toda América Latina) y una 

segunda etapa (entre 1994 y 2006) con aislamientos únicamente obtenidos en Argentina. Durante el 

primer periodo, la mayor causa de brucelosis en Argentina fue B. suis, mientras que en México y 

Perú hubo más casos de B. melitensis. En el segundo período en Argentina, B. melitensis y B. suis 

se presentaron con una mayor frecuencia que en el primer periodo, mientras que la frecuencia del 

aislamiento de B. abortus disminuyó. Otro dato interesante de este informe es respecto a la cepa 19 

de B. abortus que se utiliza como vacuna de ganado bovino, ya que el relevamiento muestra que en 

el segundo período hubo un incremento en el número de aislamientos de esta cepa en humanos. 

Esto confirma su potencial patogenicidad para los humanos. 

Después de la exposición a Brucella spp., los humanos presentan un período de latencia o 

“incubación” de dos a cuatro semanas, antes de presentar síntomas de brucelosis. Esto sugiere que 

la penetración inicial de las mucosas por parte de Brucella no se manifiesta con una respuesta de 

inflamación (89). Una vez que se manifiesta la brucelosis se la puede separar desde el punto de 

vista clínico, en 3 etapas. La primer etapa (de carácter agudo) se caracteriza por presentar un 

período de incubación de entre dos a cuatro semanas, durante el cual ocurre la diseminación 

septicémica de la bacteria. Esta etapa se encuentra acompañada por fiebre alta, malestar general, 

dolor de cabeza, sudoración, artralgias (dolor en articulaciones), dolores musculares y pérdida de 

peso. Le sigue la etapa de brucelosis subaguda que es la forma típica descripta en áreas endémicas 

y puede tener una duración que varía entre dos a cuatro meses si no se inicia el tratamiento 

adecuado. Esta etapa se presenta con fiebre baja intermitente, que da lugar a otro de los nombres de 

esta enfermedad que es el de fiebre ondulante (45), frecuentemente con compromiso articular, 

alteraciones hematológicas y daño hepático. El tiempo que transcurre hasta llegar a la última etapa 

llamada brucelosis crónica, es muy variable; esto puede ocurrir rápidamente o varios meses e 

inclusive años después de la infección (90).  La etapa crónica se suele presentar como un cuadro de 

fatiga, depresión, mialgia (dolores musculares) entre otros síntomas. En esta etapa es cuando 

aparecen las complicaciones severas, entre ellas manifestaciones osteoarticulares, como por 

ejemplo artritis, sacroilitis, espondilitis (91); u otro tipo de manifestaciones como neurobrucelosis, 

endocarditis o daños en el hígado (71, 79, 92-94). Si bien menos del 2% de los enfermos 

desarrollan endocarditis, esta complicación constituye la principal causa de muerte de los pacientes 

(71). Brucella puede producir desde manifestaciones clínicas sistémicas relativamente leves, hasta 

complicaciones severas (94). La variedad de manifestaciones de infecciones agudas y crónicas 

muchas veces lleva a un diagnóstico erróneo (35). En muchos casos los síntomas de esta 
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enfermedad hacen que se confunda con gripe, lo que hace que la enfermedad progrese mientras el 

paciente recibe el tratamiento inadecuado. 

Es muy importante tener en cuenta el potencial infeccioso que tienen las bacterias 

pertenecientes a éste género. Se ha descripto que la dosis mínima infectiva de Brucella para 

humanos es menor si ésta ingresa por la vía respiratoria que por la ruta oral (95). Se ha estimado 

que para el contagio de humanos vía aerosoles, la dosis mínima infectiva varía entre 10 y 100 

bacterias (96). Debido al potencial epidémico, la falta de vacunas para humanos y la posibilidad de 

infección por aerosoles y alimentos, el género Brucella se clasifica como un agente de tipo B por el 

Center of Disease Control and Prevention y por el National Institute of Allergy and Infectious 

Diseases (27, 97, 98). Esta es la segunda categoría en cuanto agentes que podrían ser utilizados 

para bioterrorismo.  Debido a esta clasificación y características de Brucella, la agencia de Salud 

Pública de Canadá, una de las más reconocidas a nivel mundial, indica que las prácticas de 

laboratorio que impliquen manipulación de cultivos o experimentos con animales; deben realizarse 

en condiciones de bioseguridad de tipo III (99). 

Por otro lado, la cronicidad de la enfermedad se basa en la capacidad de Brucella de 

sobrevivir dentro de las células del hospedador. Brucella puede invadir y multiplicarse  en una 

variedad de células, incluyendo células epiteliales, trofoblastos placentarios, células dendríticas y 

macrófagos (100). Luego de la endocitosis la bacteria se adapta a condiciones intracelulares y 

supera las defensas del sistema inmune del hospedador (76, 101, 102). Por lo tanto, una vez que se 

alcanzó la etapa crónica es difícil erradicar la bacteria ya que su estilo de vida intracelular la pone 

fuera del alcance de la respuesta humoral del sistema inmune, y de varios antibióticos (102, 103). 

La falta de vacunas seguras y efectivas para humanos así como la falta de un tratamiento específico 

acentúa la importancia de comprender la biología de la brucelosis para poder desarrollar vacunas 

para humanos y agentes terapéuticos efectivos. 

El tratamiento aplicado en la actualidad para la brucelosis humana involucra una 

combinación de antibióticos que pueden penetrar en  las células (como macrófagos) y actuar en el 

ambiente intracelular acídico. Estos incluyen doxiciclina, estreptomicina, gentamicina, rifampicina, 

ofloxacina y ciprofloxacina. Los tratamientos pueden extenderse durante largos periodos de tiempo 

(104, 105), pero no siempre son efectivos (106, 107). El tratamiento recomendado por la OMS 

establece el uso de doxiciclina en combinación con rifampicina o estreptomicina (104), a pesar de 

que este tratamiento ha presentado una tasa de recaída del 5 al 15% (107). 

Distintos grupos de investigación han tratado de mejorar la penetración intracelular de 

antimicrobianos, uniéndolos a micro o nano-partículas. Por ejemplo un grupo español patentó un 

método para obtener un complejo iónico de gentamicina y bis-2-etil etil sulfosuccinato de sodio 
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(108). Estos autores postulan que la unión de los antimicrobianos a las nanopartículas aumentaría el 

acceso de la gentamicina a la célula del hospedador, permitiendo y mejorando el efecto del 

antibiótico. Esta alternativa permitiría reducir las dosis de drogas utilizadas en los tratamientos 

convencionales, lo cual disminuiría la toxicidad del tratamiento. 

Dado que una vez que la bacteria se establece en las células del hospedador es muy difícil 

de erradicar, la prevención de la infección es clave (94). Además de la prevención que involucra 

evitar el consumo de productos sin pasteurizar y el cuidado al tener contacto con animales 

enfermos, otra estrategia sería la vacunación de humanos, al menos en los grupos de alto riesgo de 

infección. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, ninguna de las vacunas aprobadas en la 

actualidad contra Brucella está autorizada para el uso en humanos. Esto se debe principalmente a la 

virulencia residual en humanos de las cepas vacunales utilizadas en animales y la posibilidad de 

una reversión de las mutantes a un fenotipo virulento (94). Esta limitación junto con otros 

inconvenientes de las vacunas que están actualmente en uso para animales, han dado lugar a la 

investigación de vacunas acelulares (también conocidas como vacunas de componentes). Estas 

investigaciones se han centralizado en el desarrollo de respuestas citotóxicas que pueden dar lugar 

al reconocimiento y muerte de las células infectadas y/o a la estimulación de la respuesta de los 

linfocitos T helper (Th1). Esta respuesta induce la secreción de interferón-Ȗ (IFN-Ȗ) que a su vez 

activa la acción microbicida de los macrófagos. Estudios realizados en el modelo de ratón han 

confirmado que estas respuestas son eficaces para limitar la infección de Brucella (94). Uno de los 

antígenos que mostró conferir protección es la lumazina sintasa (BLS).  Estudios realizados en 

ratón y ovejas muestran que la vacunación con la proteína quimérica constituida por BLS y un loop 

expuesto de la proteína de membrana externa de Brucella Omp31 (Omp por outer membrane 

protein), confiere protección significativa al desafío con Brucella viva (109, 110). El uso de BLS 

como andamio para la presentación de péptidos está protegida bajo patente (111). 

Se encontraron otras proteínas de Brucella con potencial a ser utilizadas en la vacunación, 

como por ejemplo algunas proteínas de transportadores de tipo ABC de B. melitensis (que son tanto 

inmunogénicas como protectoras, en modelo de ratón), el polipéptido PotD (codificado por el locus 

BMEII0923 de B. melitensis), el cual confirió la misma protección que la cepa vacunal B. 

melitensis Rev1. El uso de PotD también se encuentra protegido bajo una patente (112). 

  

1.4. Diagnóstico de brucelosis 

El único diagnóstico absoluto o definitivo de brucelosis tanto para animales como humanos 

involucra el aislamiento de Brucella a partir de cultivos de sangre, médula ósea u otros tejidos. Sin 

embargo este método es muy laborioso, se tardan varios días en obtener los resultados e involucra 
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la amplificación del patógeno. La amplificación del patógeno implica un riesgo de contaminación y 

además requiere de personal altamente calificado e instalaciones adecuadas, lo cual lo hace inviable 

como método de diagnóstico de rutina. Existen además pruebas serológicas, que aportan un 

diagnóstico presuntivo (48). Las pruebas serológicas se pueden dividir en dos categorías: directas, 

las cuales evidencian la presencia de la bacteria o sus componentes, e indirectas, que detectan la 

presencia de anticuerpos que se generan en pacientes infectados. Muchas pruebas serológicas 

muestran la aglutinación de anticuerpos específicos, como por ejemplo: i) el Test de aglutinación 

sérica (SAT), en el que se detectan anticuerpos de las clases IgG e IgM (la incorporación de 2-

mercaptoetanol en el tubo inactiva los anticuerpos de clase IgM, y proporciona así el titulo 

específico de los anticuerpos de clase IgG); ii) la prueba de rosa de bengala que detecta anticuerpos 

IgM e IgG1 y iii) la prueba de Coombs que detecta tanto anticuerpos completos como incompletos 

de clase IgG. Otro tipo de prueba serológica es la de Fijación de complemento (CFT), la cual se 

basa en que la presencia de anticuerpos en el suero fija el complemento, previniendo la lisis de 

eritrocitos sensibilizados. Se considera que éste método es más sensible que las pruebas de 

aglutinación porque da menos reacciones inespecíficas, y es la prueba de referencia internacional.  

En las distintas etapas de la brucelosis predominan distintos tipos de anticuerpos, los 

primeros anticuerpos que se generan son de tipo IgM. Luego aparecen de forma progresiva los de 

clase IgG e IgA. Transcurridos los primeros meses se observa una disminución de los anticuerpos 

clase IgM aún en los enfermos no tratados (48). Un problema general de las pruebas serológicas es 

la reactividad cruzada y el tipo de anticuerpo que predomina en cada etapa (tipo IgM o IgG),  los 

cuales pueden ser aglutinantes o no. Por este motivo, no se obtiene un buen diagnóstico con una 

única prueba (48). En un estudio de diagnóstico de brucelosis humana, se utilizaron 911 sueros de 

personas infectadas. Del total de sueros, 341 pertenecían a una población asintomática, y al ser 

evaluados por pruebas serológicas convencionales dieron negativo. Esto evidencia lo difícil que 

resulta el diagnóstico de brucelosis (113). Para un correcto diagnóstico serológico de brucelosis 

humana es recomendable efectuar por lo menos una prueba de aglutinación y una prueba de 

Coombs, o alguna prueba de interacción primaria (por ejemplo ELISA), que permita la detección 

de los distintos tipos de anticuerpos presentes (114), y así poder además estimar el período de la 

infección. Al igual que en humanos, para la mayoría de los animales se obtiene un buen diagnóstico 

combinando dos o más pruebas serológicas. En particular, en porcinos las pruebas serológicas no 

permiten obtener un buen diagnóstico, aún combinando sus resultados. Es por eso que para cerdos 

el único diagnóstico implica el aislamiento del patógeno.  
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2. Patogénesis de Brucella  

2.1. Etapas iniciales de la infección y tráfico intracelular 

En las etapas iniciales de la infección en humanos, Brucella se une a las mucosas, como las 

que están presentes en las vías nasales, respiratorias o digestivas y penetra a través de ellas (66, 71). 

Luego atraviesa el epitelio y se traslada hacia los linfonódulos locales, en donde invade neutrófilos 

y macrófagos. Una vez dentro de los fagocitos, las bacterias están protegidas del sistema inmune y 

proliferan. Cuando el número de bacterias dentro del fagocito es muy elevado (generalmente entre 

la primer y séptima semana post-exposición), se produce la ruptura de las células eucariotas y las 

bacterias se liberan a sangre circulante produciéndose una bacteremia. Luego de colonizar 

macrófagos ubicados en ganglios linfáticos y producirse la bacteremia, Brucella se disemina hacia 

un gran número de órganos y sistemas, tales como hígado, bazo, médula ósea, glándulas mamarias, 

órganos sexuales y glándulas salivales (115). Esto da lugar a las distintas complicaciones de la 

etapa crónica de la enfermedad previamente mencionadas (ver secciones 1.2. y 1.3.). 

Como se mencionó anteriormente, Brucella es un patógeno intracelular facultativo capaz 

de invadir y replicar en fagocitos profesionales (116), así como también en células no fagocíticas 

(106, 117). Brucella infecta macrófagos, células epiteliales, células dendríticas, fibroblastos, 

osteoblastos, sinoviocitos, entre otros tipos celulares (118-120). Para poder invadir y sobrevivir 

dentro de estas células, la bacteria hace uso de una estrategia única en la que modifica el proceso de 

maduración de los fagosomas en la que inhibe la fusión de lisosomas a la vacuola que la contiene, 

estableciendo un nicho celular en donde se multiplica (121-123). Las bacterias ingresan a la célula 

en un macropinosoma (vesícula), proceso que depende de la presencia de rafts  lipídicos (balsas 

lipídicas) ricos en GM1 y colesterol de la célula (124, 125) y del lipopolisacárido (LPS) de 

Brucella  (126). Una vez dentro de la célula, Brucella inhibe la fusión de la vacuola que la contiene 

con lisosomas (120, 123, 127, 128). Las vacuolas que contienen a Brucella (BCV, por Brucella 

containing vacuole) interactúan transitoriamente con endosomas tempranos (120, 128) adquiriendo 

el marcador lisosomal LAMP-1 pero sin fusionarse a estos (129). Posteriormente, la activación de 

la bomba de protones V-ATPasa celular disminuye el pH de la BCV, siendo este cambio en el pH 

una señal esencial para la activación de varios genes de virulencia de Brucella spp. (130). Mediante 

la intervención de la bacteria, la BCV redirecciona la vía fagocítica normal inhibiendo la 

interacción con lisosomas. El escape a la fusión lisosomal por parte de Brucella es dependiente del 

sistema de secreción de proteínas tipo IV VirB (ver sección 2.2.d.) y de la síntesis de los glucanos 

cíclicos (ver sección 2.2.c.), entre otros factores (131). Durante la maduración, la BCV interacciona 

con el retículo endoplásmico, un proceso que también es dependiente de VirB, y así la BCV pasa a 
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2.2. Factores de virulencia de Brucella 

Los factores producidos por un microorganismo patógeno que dan lugar a una infección 

son llamados factores de virulencia. Estos factores le permiten a la bacteria: i) colonizar al 

hospedador, ii) mediar la adhesión e invasión a las células, iii) evadir las defensas del hospedador e 

iv) inhibir la respuesta inmune, entre otras funciones (134). Algo que distingue a Brucella de otros 

patógenos es que no se han descripto factores de virulencia clásicos capaces de dañar directamente 

a las células eucariotas, como son las exotoxinas. Tampoco expresa determinantes patogénicos 

como cápsula, fimbrias, plásmidos, inductores apoptóticos ni fagos lisogénicos (135, 136). Sin 

embargo, Brucella despliega una serie de mecanismos que le permiten evadir la respuesta tóxica 

liberada por las células y alcanzar su nicho replicativo. La falta de factores capaces de dañar 

directamente las células del hospedador, sugiere que la bacteria induce daño tisular de modo 

indirecto, probablemente a través de la activación de mecanismos de la respuesta inmune del 

hospedador, después del reconocimiento de antígenos de Brucella por receptores del sistema 

inmune. Examinaciones histológicas de tejidos de humanos y animales infectados revelaron la 

presencia de infiltrados inflamatorios en las lesiones (94). Estas observaciones parecen contradecir 

la hipótesis que sostiene que Brucella regula negativamente la inflamación. Sin embargo, ambos 

conceptos no son contradictorios ya que el potencial inflamatorio de Brucella es débil comparado 

con el de otros patógenos. Probablemente, el secreto de la patogénesis de Brucella resida en su 

habilidad de establecer infecciones crónicas en determinados tejidos “blanco”, induciendo una 

inflamación relativamente pobre pero permanente (94). A continuación se describirán los 

principales factores bacterianos que influyen sobre la virulencia de Brucella spp. en sus 

hospedadores. 
 

a. Particularidades del LPS y de la membrana externa de Brucella y su rol en la patogenia  
 

La membrana bacteriana actúa como medio de defensa y control de la interacción con el 

hospedador. Uno de los principales componentes de la membrana externa (ME) en bacterias Gram 

negativas es el LPS, el cual se encuentra anclado en la membrana externa a través de su porción 

lipídica. El LPS está constituido por tres partes: el lípido A (porción del LPS asociado a la bicapa 

lipídica), el núcleo ó core polisacarídico y la cadena o antígeno O (Figura 4). Brucella expresa un 

LPS de composición particular. Esta característica se refleja en una superficie con menor carga 

(negativa) global al de la mayoría de los LPSs y una mayor hidrofobicidad. El lípido A de Brucella 

spp. consiste en un glicolípido que contiene un esqueleto de azucares (glucosamina y 

diaminoglucosa) con sustituciones de ácidos grasos de longitud de cadena variable en sus grupos 

amino e hidroxilos. El lípido A de Brucella tiene la característica de estar formado por ácidos 
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(core) y el antígeno O. El LPS de las formas rugosas carece del antígeno O o está reducido a muy pocos residuos. 

El lípido A contiene un esqueleto de azucares, el cual se encuentra acetilado con ácidos grasos muy particulares ya 

que presentan una cadena muy larga (en la figura indicados como AGCML por ácidos grasos de cadena muy 

larga). El LPS junto con proteínas integrales de membrana y la bicapa lipídica conforman la membrana externa. 

Los glucanos cíclicos son sintetizados por proteínas de la membrana interna (Cgs), y luego transportados al 

periplasma por transportadores (Cgt). Modificado de Haag y colaboradores (141) 
 

En muchas bacterias Gram negativas las cargas negativas del LPS son estabilizadas 

mediante la interacción con cationes bivalentes, lo cual confiere estabilidad a la ME (8). Sin 

embargo, las características particulares del LPS de Brucella, hacen a esta bacteria resistente a 

quelantes de cationes bivalentes, lo cual indica que estos cationes no serían importantes para la 

estabilidad de la membrana externa. Se ha postulado que la ausencia de la estabilización dada por 

estos cationes se compensa por las interacciones hidrofóbicas del LPS y el fuerte anclaje a la 

membrana debido, en parte, a la mayor hidrofobicidad de la membrana (142, 143).   

El LPS es uno de los principales factores de virulencia no clásicos de Brucella. Dada su 

estructura “no canónica”, las actividades biológicas inducidas por su LPS son cuanti- y 

cualitativamente diferentes a las del LPS “clásico”, como por ejemplo el de las enterobacterias 

(144, 145). El LPS de Brucella presenta una baja toxicidad (146) y es un pobre estimulador de la 

división celular de linfocitos B (94). En cuanto a la inducción de mediadores pro-inflamatorios, la 

actividad biológica del LPS de Brucella es al menos 3 órdenes de magnitud inferior a la del LPS de 

las enterobacterias (147, 148).  La estructura particular del lípido A del LPS le permite evadir la 

detección por receptores implicados en la respuesta innata de tipo TLR4 (un tipo de Toll-like 

receptor) (149, 150). Una segunda característica anti-inflamatoria del LPS de Brucella es que 

genera una pobre activación del complemento (145). Por otro lado, el LPS de Brucella cumple 

funciones particulares, interviniendo en el control del tráfico intracelular (ver sección 2.1.), en el 

control de la respuesta inmune de la célula hospedadora e inhibiendo la presentación antigénica por 

el Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo II (MHCII) con la consiguiente disminución en 

la activación de linfocitos T (126, 146). En particular, se ha observado que el antígeno-O del LPS 

inhibe la apoptosis de los macrófagos invadidos, beneficiando a la bacteria (151).  

La presencia o ausencia de la cadena O del LPS lleva a la clasificación de cepas de 

Brucella en lisas (LPS con antígeno O) o rugosas (ausencia total o parcial del antígeno O). La 

mayoría de las especies (incluyendo B. abortus, B. melitensis y B. suis) son naturalmente lisas, 

mientras que B. canis y B. ovis son naturalmente rugosas (8). Una gran cantidad de trabajos 

publicados indican que las cepas rugosas son incapaces de subsistir en ratones y están afectadas en 

la replicación en los modelos celulares de macrófagos J774 in vitro (152, 153). Sin embargo, B. 
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canis y B. ovis son infectivas en sus hospedadores naturales; incluso B. canis ha mostrado ser 

virulenta en humanos (77, 154). El LPS de las cepas lisas es el antígeno más importante de la 

superficie celular de Brucella, en particular el antígeno O es la sección serológica 

inmunodominante (8).  

Se ha demostrado que el LPS de B. abortus tiene una menor capacidad de unión al 

lipopéptido catiónico polimixina B  que el de otras especies como E. coli y S. enterica (142, 155) y 

que esta reducción estaría causada, al menos en parte,  justamente por el bajo número de grupos 

aniónicos fosfato presentes en el lípido A (155). Por otro lado, la presencia o ausencia del antígeno 

O modifica profundamente la topología de la superficie de Brucella. Su presencia enmascara los 

grupos iónicos de las proteínas, del lípido A y del core polisacarídico. Es por este motivo que las 

mutantes defectivas en el antígeno O (rugosas) tienen una carga superficial negativa (a pH 

fisiológico), mientras que las cepas lisas tienen muy poca carga (156, 157). Por lo tanto, el acceso a 

los grupos aniónicos del lípido A se encuentra estéricamente poco accesible en las cepas lisas, lo 

cual contribuye con la resistencia a péptidos catiónicos en general. Además, se ha observado que B. 

ovis (especie naturalmente rugosa) y mutantes rugosas de B. abortus  son menos tolerantes a dichos 

péptidos que las cepas lisas, lo cual apoya la idea que la falta del antígeno O repercute en las 

diferencias de permeabilidad de la membrana (158).   

Se ha observado que los cultivos in vitro de Brucella pueden sufrir variaciones en su 

morfología (de lisas a rugosas) que se acompañan por alteraciones en la estructura antigénica,  la 

susceptibilidad a fagos y en su virulencia. A este proceso se lo ha denominado disociación. El 

efecto de la disociación es la pérdida total o reducción de la porción de antígeno O expuesto en el 

LPS. A nivel molecular, la disociación se produce por una menor expresión de genes que codifican 

la glucosilación adicional de las porciones polisacarídicas del LPS, como por ejemplo wboA que 

codifica una glicosil transferasa clave en el ensamblado del antígeno O (151).  

La composición lipídica de las membranas de Brucella spp. también posee características 

particulares; el fosfolípido mayoritario es la fosfatidilcolina, un fosfolípido común en eucariotas 

pero poco frecuente en bacterias (159). Las propiedades estructurales proporcionadas por la 

fosfatidilcolina son distintas a las de la fosfatidiletanolamina, fosfolípido mayoritario en muchas 

otras Gram negativas. En ensayos in vitro, la fosfatidilcolina forma bicapas más estables (8). Se ha 

demostrado que su síntesis ocurre a partir de colina suministrada por el hospedador y que su 

presencia es necesaria para la colonización de ratones BALB/c (160). Las características 

particulares de los lípidos de membrana de Brucella contribuyen a que la bacteria sea 

considerablemente permeable a compuestos hidrofóbicos pero poco permeable a péptidos 

catiónicos (142, 143, 155, 161, 162). Otros componentes de la ME de Brucella relevantes en la 
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virulencia son las Omps (163, 164). Mutantes en  distintas Omps (por ejemplo Omp10 y Omp19) 

han mostrado ser atenuadas en ratón (165).  

Distintos autores han sugerido que la estrecha relación entre la membrana externa 

particular de la bacteria, con su estilo de vida, hacen que ésta membrana sea clave para la 

virulencia de la bacteria (8). 

 

b. Otros factores que confieren resistencia a la respuesta inmune del hospedador 

  

Otros sistemas que confieren a Brucella resistencia a la respuesta inmune innata son: la 

súper óxido dismutasa (166), una catalasa (167), vías metabólicas de denitrificación (168), la 

hidrolasa de sales biliares Cgh (169) y la prolina racemasa PrpA (90). 

 

c. Glucanos cíclicos 
 

Brucella produce, como sus parientes cercanos Agrobacterium, Sinorhizobium meliloti y  

Rhizobium, glucanos cíclicos ȕ1,2 que se acumulan fundamentalmente en el periplasma de la 

bacteria (Figura 4). La sintetasa (llamada Cgs en el caso de Brucella) es una proteína 

multifuncional responsable de todas las actividades enzimáticas (iniciación, elongación, ciclización 

y fosforólisis) necesarias para la síntesis de los glucanos cíclicos (170-172). En Rhizobium y S. 

meliloti, la síntesis de estos glucanos son necesarios para la fijación simbiótica de nitrógeno (173). 

En el caso de Brucella, los glucanos son importantes para la virulencia en diferente modelos (174). 

Se propuso que los glucanos actúan sobre la membrana de la célula del hospedador a nivel de las 

balsas lipídicas, ayudando a prevenir la fusión de la BCV con lisosomas y alcanzar así la vacuola 

derivada del retículo endoplásmico en donde ocurre la replicación masiva (131). Como es 

esperable, mutantes en la sintetasa muestran una virulencia reducida en varios modelos (174). 

Curiosamente, evidencias recientes muestran que los glucanos cíclicos son potentes activadores de 

las células dendríticas,  lo que induce una respuesta in vivo CD8 T específica de antígeno.  

Además, los glucanos aumentarían las respuestas de células T, CD4 y CD8 específicas de 

antígeno (175). Estas observaciones convierten a los glucanos cíclicos en posibles adyuvantes en la 

formulación de vacunas.   

 

d. Sistema de secreción VirB: un factor de virulencia crucial para la vida intracelular 
 

Una excepción a la “falta de factores de virulencia clásicos” utilizados por Brucella  spp.  

es el sistema de secreción tipo IV, VirB (ver sección 2.1.). Este sistema se encuentra codificado en 

un operón de 12 marcos abiertos de lectura (ORFs,  por open reading frames) nombrado por 
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homología al sistema homónimo de A. tumefaciens responsable de la translocación del complejo-T 

a la célula hospedadora (176). Los sistemas de secreción tipo IV han sido descriptos en otras 

bacterias patógenas como Bordetella pertussis, Legionella pneumophila y Helicobacter pylori 

(176, 177). El sistema VirB de Brucella spp. es indispensable para el correcto tráfico intracelular de 

la bacteria ya que está involucrado en la maduración de la vacuola que contiene Brucella (BCV) en 

una organela en la cual Brucella puede replicar (Figura 3) (132, 178, 179). Mutantes en el sistema 

VirB presentan un menor ingreso a la célula hospedadora, no son capaces de sobrevivir  ni replicar 

en el medio intracelular y tampoco son capaces de infectar ratones BALB/c (128, 179, 180). 

Además, por vías aún no comprendidas VirB provoca una respuesta inflamatoria en células 

infectadas (181).  

En varios patógenos, los sustratos transportados por los respectivos sistemas tipo IV han 

sido identificados y asociados a los fenómenos de virulencia (182).  Sin embargo, hasta hace 

relativamente poco tiempo se desconocían los sustratos del sistema VirB de Brucella. Se han 

identificado algunas proteínas que serían translocadas a las células eucariotas de modo dependiente 

de VirB, pero se en general desconocen sus funciones (183, 184). Los primeros sustratos 

identificados fueron VceA y VceC. Recientemente se determinó que VceC induce inflamación a 

través de la inducción de estrés del retículo endoplásmico (181). Otro sustrato identificado de VirB 

es RicA, el cual interactúa con GDP y Rab2 unidos entre sí, evitando el reclutamiento de Rab a la 

BCV, lo que a su vez afecta el tráfico intracelular (185). Otro sustrato de VirB llamado SepA 

también estaría involucrado en el tráfico celular. Si bien la cepa mutante presenta una mayor 

capacidad de invasión que la cepa silvestre; presenta además una un defecto en etapas tempranas de 

la replicación intracelular tanto en fagocitos profesionales como no profesionales (186). Esto se 

debe a que SepA evitaría la fusión de la BCV con lisosomas (186). Cabe destacar que no se 

encuentran homólogos de esta proteína fuera del género Brucella (186). Por último se ha descripto 

que un subgrupo de proteínas translocadas por VirB llamadas BspA, BspB y BspF, inhiben la 

capacidad de secreción de la célula eucariota a la cual han sido translocadas. Mutantes simples o 

combinadas en bspA, bspB y bspF presentan afectadas la capacidad de replicación en macrófagos y 

la persistencia en hígado de ratones infectados (187). Estos resultados sugieren que Brucella 

modula la capacidad de secreción de la célula infectada vía efectores translocados por VirB, que 

actúan de modo coordinado promoviendo la patogénesis de la bacteria (187).     
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e. Sistema de dos componentes BvrR/BvrS 
 

Otro factor de virulencia de Brucella involucrado en la supervivencia intracelular es el 

sistema de dos componentes BvrR/BvrS. Este sistema está compuesto por una histidina quinasa 

sensora localizada en la membrana celular (BvrS), y un regulador transcripcional citoplasmático 

(BvrR). Se ha descripto que el sistema BvrR/BvrS participa en la homeostasis de la ME 

controlando la estructura del LPS y la expresión de Omps (188-190). Estas observaciones son 

relevantes ya que la mayoría de los determinantes de patogenicidad de Brucella parecen estar 

concentrados o actuar en la superficie bacteriana (135). Mutantes en BvrR/BvrS presentan una 

mayor sensibilidad a péptidos bactericidas y al complemento, son deficientes en la invasión celular, 

tienen un tráfico intracelular alterado y además se ha observado que no son virulentas en ratón 

(191). Dentro de los genes regulados por éste sistema de dos componentes se encuentran los que 

corresponden a VirB, con todas las implicancias que éste sistema de secreción implica en la 

virulencia de Brucella (192) (ver sección 2.2.d.). 

 

f. Sistemas de detoxificación 
 

Durante la interacción con los sistemas de defensa del hospedador, Brucella se enfrenta con 

distintas fuentes de estrés ambientales. Los mecanismos por los cuales la bacteria se detoxifica y 

supera estas fuentes de estrés han sido poco estudiados. En B. melitensis se ha caracterizado un 

transportador de expulsión perteneciente a la superfamilia MATE, llamado NorMI. Este 

transportador es una proteína integral de membrana interna que funciona como antiporter de Na+ 

(193). Por otro lado, nuestro grupo de trabajo describió que B. suis alberga sistemas de eflujo de 

tipo RND, dependientes de la proteína de membrana externa BepC, que también contribuirían a la 

detoxificación de la bacteria y a su virulencia (194, 195). 

 

3.  Adhesión a componentes del hospedador  

 3.1. Importancia de la adhesión e invasión en patógenos 

La capacidad de los microorganismos de colonizar y multiplicarse en un tejido específico 

del hospedador es un prerrequisito para poder establecer una enfermedad infecciosa. La 

internalización a células de mamíferos es una estrategia común, utilizada por muchas bacterias 

patógenas que les permite colonizar al hospedador (196). Los patógenos intracelulares deben 

primero adherirse a la superficie celular, y mantener esa asociación con el tejido del hospedador 

(197). Esta etapa es crítica en el proceso de infección ya que evita la eliminación de la bacteria de 
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glicoproteínas adhesivas como fibronectina y vitronectina. Los receptores de la membrana celular 

como integrinas y cadherinas pueden interactuar con algunas de estas adhesinas mediando la unión 

o internalización de la bacteria (201).  

Muchas bacterias patógenas han adoptado estrategias para adherirse y además invadir 

eficientemente células no fagocíticas (200, 202, 203). Esta estrategia les permite tanto multiplicarse 

en un nicho protegido (204), como tener acceso a otros tejidos del hospedador (204, 205). El estilo 

de vida intracelular confiere ventajas al patógeno ya que no necesita invertir tantos recursos en 

mecanismos de adhesión que le permitan permanecer en el sitio de infección, y están protegidos del 

sistema inmune y eventualmente de antibióticos. Incluso, los patógenos intracelulares tienen acceso 

a una amplia variedad de nutrientes presentes en el citoplasma celular (206). La vida intracelular 

requiere de determinantes de virulencia apropiados, no solo para ingresar en la célula sino también 

para tolerar el ambiente intracelular (207). 

La invasión de patógenos intracelulares puede ocurrir por contacto directo con receptores 

celulares (como integrinas) o por translocación directa de efectores bacterianos al citosol de la 

célula hospedadora, lo cual promueve rearreglos de la membrana y luego la entrada de la bacteria 

(201). Dado que la adhesión del microorganismo a la superficie celular y su entrada a la célula 

están muy ligados, no es sorprendente que muchas adhesinas también actúen como invasinas (199).  

Por otro lado, la interacción con las moléculas del hospedador le da a la bacteria tropismo a 

determinadas células y le permite al patógeno infectar ciertos tejidos y/u órganos específicos. Es 

decir, en función de las adhesinas presentes en la superficie bacteriana ésta se adherirá a las células 

del hospedador de modo selectivo, colonizando las que expresen los receptores/ligandos 

reconocidos por sus adhesinas, lo cual determina los tejidos y órganos infectados por el patógeno 

(199, 208). Es más, la mayoría de las bacterias patógenas expresan múltiples adhesinas, que pueden 

actuar sinérgicamente, reforzando su función (200). También pueden expresarse diferencialmente, 

reguladas por distintas señales ambientales (209). La síntesis de diversos tipos de moléculas de 

adhesión, cada una de ellas regulada por distintos estímulos y/o en distintas etapas del ciclo de vida 

bacteriano, podría permitir la modulación del ciclo infeccioso dentro del hospedador. En el caso de 

Brucella, la invasión de tejidos  del hospedador es aparentemente un proceso complejo que consiste 

en muchos pasos entre los que se suceden interacciones específicas e inespecíficas. Como se 

mencionó anteriormente (sección 1.1.), durante la infección, Brucella debe atravesar una capa de 

células epiteliales y en este proceso necesita invadir estas células. Su entrada a las células 

epiteliales es un evento transitorio que da lugar a la infección de macrófagos. Se puede predecir 

que en estadios posteriores de la infección, la bacteria se adherirá e invadirá células de una gran 

variedad de tejidos y órganos.  
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3.2. Adhesinas 

Antiguamente se creía que la adhesión a las células del hospedador servía únicamente para 

que la bacteria colonizara el sitio y evitara el clearance por secreciones mucosas y movimientos 

peristálticos. Sin embargo, es claro ahora que las adhesinas bacterianas dependen de interacciones 

con su ligando para mediar una serie de eventos de señalización que pueden afectar la adhesión y/o 

invasión bacteriana y/o promover eventos pro o anti-inflamatorios al interactuar con receptores del 

sistema inmune innato (210). Una gran cantidad de adhesinas interactúan con ligandos solubles 

presentes en el suero. Si bien estos eventos de adhesión no son estrictamente interacciones del tipo 

adhesina-ligando, este contacto tiene un rol muy importante durante la invasión bacteriana, por 

ejemplo evadiendo la deposición del complemento (211), o por unión de componentes del suero 

implicados en coagulación, liberación de moléculas pro-inflamatorias, y generación de productos 

que actúan como péptidos antimicrobianos (212).    

Dentro de las adhesinas bacterianas las históricamente más estudiadas han sido las 

adhesinas multiméricas llamadas fimbriales o pili . Sin embargo en los últimos años se han 

identificado una gran cantidad de adhesinas no fimbriales unidas a la superficie. Algunas de éstas, 

pero no todas, son filamentosas (210). Dentro de las adhesinas fimbriales presentes en bacterias 

existen distintos tipos de pili  como los de tipo I (por ejemplo FimH de E. coli (213)) y los de tipo 

IV (como por ejemplo Pil de N. gonorrhoeae  o Spa de Clostridium perfringens), y las llamadas 

curli las cuales no suelen tener un ligando específico (como Csg de Salmonella enterica) (210). 

Dentro de las no fimbriales se encuentra la familia de los Autotranspordatores, detallada en la 

siguiente sección (3.2.a.)  
 

3.2.a.  Autotransportadores (Sistema de secreción tipo V) 

La secreción de proteínas es esencial para una enorme variedad de funciones. Para 

translocar proteínas a través de la membrana interna, las bacterias Gram negativas suelen utilizar 

vías dependientes de la maquinaria Sec (214, 215). Otros sistemas de secreción a través de la 

membrana interna son dependientes de otras rutas como Tat (por sus sigla en inglés, Twin-Arginine 

Translocase) y la ruta SRP (por sus sigla en inglés, signal recognition particle) (216, 217). El 

destino de la proteína translocada a través de la membrana interna es amplio. Muchas proteínas 

tendrán como destino final el espacio periplásmico, otras utilizarán este espacio como “de paso”. 

Las proteínas cuyo destino final es la superficie celular o el medio extracelular deben, además, 

atravesar la ME. Para ello, las bacterias han desarrollado varios sistemas de secreción, algunos de 

los cuales prescinden de las maquinarias que median el transporte a través de la membrana interna, 

ya que integran el transporte tanto a través de la membrana interna como de la externa (218).  
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La secreción de proteínas de superficie o extracelulares en Gram negativas tiene al menos 

cinco vías principales enumeradas del I al V, las cuales están muy conservadas. Los sistemas de 

secreción de tipo I son independientes de la maquinaria Sec y la translocación a través de ambas 

membranas de la proteína a translocar (proteína efectora) ocurre en un único paso. Estos sistemas 

consisten en tres proteínas: una proteína de membrana externa que forma un poro, una proteína de 

fusión de membranas (MFP) y una proteína de membrana interna que une ATP (ABC) (218).  Los 

sistemas de secreción tipo II secretan sus sustratos en dos pasos, utilizando en el primero la 

maquinaria Sec. El transporte a través de la membrana externa requiere más de 10 proteínas 

accesorias. Los sistemas de secreción tipo III al igual que los de tipo I, translocan la molécula 

efectora a través de ambas membranas en un único paso, independientemente de la maquinaria Sec. 

Una de las características más llamativas de estos sistemas de secreción es la capacidad de dirigir 

las moléculas efectoras directamente al interior de células eucariotas. Estos sistemas están 

compuestos por múltiples proteínas, llegando a un número de 25. En referencia a los sistemas de 

secreción tipo IV aún no hay un consenso en cuanto a cómo atraviesa la molécula efectora la 

membrana interna. Al igual que los sistemas de tipo III, los sistemas tipo IV son capaces de dirigir 

la molécula efectora al medio intracelular de la célula hospedadora y también comprenden un alto 

número de proteínas (218). Un ejemplo de este tipo de sistemas es el previamente descripto, VirB 

(sección 2.2.d.). Estos sistemas de secreción (del I al IV) implican el gasto de energía por parte de 

la bacteria (218). 

Los sistemas de secreción de tipo V corresponden a los autotransportadores (ATs) (218). 

Éstos se caracterizan porque las propias proteínas median su transporte al medio extracelular, es 

decir que un único gen puede codificar todos los componentes requeridos para su propia secreción. 

La secreción al medio extracelular consta básicamente de dos pasos; las proteínas contienen un 

péptido señal reconocido por la maquinaria Sec, el cual les permite atravesar la membrana interna 

(219). Una vez en el periplasma, son translocados a través de la membrana externa por un 

mecanismo mediado por el dominio C-terminal. Esta translocación parece ser independiente de 

fuentes externas de energía, tales como adenosina trifosfato (ATP), gradiente de iones u otras 

proteínas (218). La hipótesis más aceptada propone que la fuente de energía para la translocación a 

través de la membrana externa deriva del correcto plegamiento del dominio pasajero sobre la 

superficie bacteriana (220), de ahí también su denominación “autotransportador”.  

Quizás la vía de transporte de los ATs sea para las Gram negativas el mecanismo más 

simple para la secreción de proteínas al medio extracelular (221) y por eso, sea uno de los 

mecanismos de secreción más adoptado por numerosos patógenos. Los ATs sólo están presentes en 

el reino Bacteria y son más prevalentes en el phylum Proteobacteria, incluyendo las clases α-, ȕ-, Ȗ-
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, y ε- Proteobacteria (222). Cabe destacar que todos los ATs caracterizados a la fecha han sido 

catalogados como factores de virulencia. Los ATs pueden tener una amplia variedad de funciones, 

incluyendo adhesión, invasión, proteólisis, citotoxicidad, resistencia al complemento, 

hemaglutinación, entre otras (223, 224). Incluso un único AT puede cumplir más de una función. 

En forma general, además del dominio que contiene el péptido señal en el N-terminal (que media el 

transporte a través de la membrana interna) los ATs poseen un dominio pasajero (que presenta la 

actividad biológica) y un dominio C-terminal translocador (223, 225). Se han descripto dos tipos de 

ATs: los de tipo I o monoméricos, y los de tipo II o triméricos. Los AT I  están compuestos por una 

única cadena polipeptídica que contiene las tres regiones características, o sea, un péptido señal 

ubicado en el extremo N-terminal, un dominio translocador en el C-terminal y entre ellos el 

dominio pasajero (221). Se propone que luego de la translocación a través de la membrana interna 

por la maquinaria Sec, el péptido señal es clivado, y la proteína se libera al periplasma. A 

continuación, el dominio C-terminal se inserta en la membrana externa formando una estructura de 

barril ȕ formado por 12 láminas ȕ (197, 219). El dominio pasajero es entonces translocado a través 

del poro del barril al espacio extracelular. En la mayoría de los AT I, el dominio pasajero es 

clivado, resultando un proteína o bien soluble o una proteína que queda en contacto con la 

superficie bacteriana mediante interacciones no covalentes con el barril ȕ (218, 224). En la figura 

6A se muestra una representación esquemática de la secreción de un AT I. 

Aparentemente, el plegado del dominio extracelular a su conformación nativa sería 

simultáneo a la translocación. Se sabe que algunos AT I como por ejemplo BrkA de Bordetella 

pertussis presentan un dominio chaperona intramolecular que es muy importante para el correcto 

plegado del dominio pasajero en el espacio extracelular. Este dominio chaperona es una región 

conservada, que está presente en varios AT I (226). 

La región más variable de los AT I es la que corresponde al dominio pasajero, que es la que 

alberga la actividad biológica. En cambio, el dominio C-terminal identificado se encuentra 

altamente conservado (dominio PFAM03797) y suele estar formado por aproximadamente 250-300 

aminoácidos (224). El dominio translocador del autotransportador NalP de Neisseria meningitidis 

(En PDB: 1UYO) fue cristalizado confirmándose la presencia de un barril ȕ, compuesto por 12 

láminas ȕ transmembrana y un poro central de aproximadamente 10 Ǻ de diámetro, con un 

segmento α helicoidal pasando por el poro (227). En la figura 6B se puede observar la estructura 

obtenida por cristalografía, coloreada en función de la estructura secundaria. Las dimensiones del 

poro formado por el barril sugieren que el dominio translocado atraviesa la membrana en estado 

desplegado (227).  
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porciones de distintos AT I sugieren que los componentes celulares que los posicionan polarmente, 

estarían conservados en varios organismos (234, 235). Por ejemplo, NalP  de N. meningitidis 

(bacteria con forma esférica) contiene la información molecular para localizarse en el polo de E. 

coli mientras que en N. meningitidis, NalP es secretada en sitios distintivos alrededor de la célula 

(233). 

Se identificó una subfamilia de ATs, los AT de tipo II (AT II) o triméricos (224). Los AT II 

tienen la misma organización modular que los de tipo I; un péptido señal en el N terminal que 

media el transporte a través de la maquinaria Sec, un dominio pasajero y un dominio C-terminal 

translocador. El dominio C-terminal está altamente conservado entre los AT II y difiere al de los 

AT  I en que presentan un menor tamaño (aproximadamente 70 aminoácidos, mientras que los 

monoméricos tienen alrededor de 250-300) (219, 224). La conservación del dominio translocador 

(PFAM03895) en los AT II permite una identificación eficiente de estos AT en bases de datos 

(197, 219). Los ATs triméricos tal como indica su nombre, son homotrímeros obligados, ya que se 

necesita de la trimerización de tres polipéptidos idénticos para la formación de la proteína funcional 

y así lograr la translocación del dominio pasajero (219, 236). Como se puede observar en la figura 

7A, el péptido señal de cada molécula media el transporte de cada polipéptido a través de la 

membrana interna vía maquinaría Sec. Luego mediante la trimerización de los dominios 

translocadores de moléculas idénticas, se forma un barril ȕ en la membrana externa. A través del 

poro central del barril, se translocan los tres dominios pasajeros al espacio extracelular. A 

diferencia de los ATs I, todos los dominios pasajeros de los AT II estudiados hasta la fecha 

permanecen unidos covalentemente al barril ȕ del dominio pasajero, es decir, no son clivados luego 

de su secreción (237). Dado que el dominio pasajero queda expuesto al medio extracelular, éste 

puede interactuar con otras moléculas bacterianas expuestas, así como también con moléculas de 

las células del hospedador o de su entorno. 

 Análisis bioquímicos del dominio C-terminal de distintos AT II revelaron que este 

dominio forma trímeros en la membrana externa que son resistentes a tratamiento con calor y 

dodecil sulfato de sodio (SDS) (226, 238). Por otro lado, las predicciones de la estructura 

secundaria indican que cada monómero contiene cuatro láminas ȕ; por lo tanto, en caso que 

ocurriera la trimerización, el dominio translocador de los AT II (trimérico) estaría compuesto por 

12 láminas ȕ, de manera similar a lo que ocurre en los AT I (224). La trimerización de estos ATs 

fue confirmada por cristalografía. Por ejemplo, las estructuras obtenidas por cristalografía de la 

región 107-126 residuos C-terminales del AT II Hia de Haemophilus influenzae (PDB: 2GR8 y 

3EMO) revelan la presencia de un barril ȕ compuesto por 12 láminas ȕ (239) (240). Además, los 

datos estructurales sugieren que el canal formado por el barril es atravesado por 3 hélices, 
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atravesado por un único segmento  helicoidal α, y el de Hia por tres. Incluso, el diámetro del poro 

de Hia es similar al de NalP. Hoy en día, se puede afirmar que los barriles ȕ de todos los AT 

comparten una arquitectura común (219). 

Cabe destacar que las estructuras obtenidas por cristalografía de dominios funcionales 

presentes en el dominio pasajero de ATs II; como por ejemplo el dominio llamado “de unión 

primario” de Hia y el dominio de unión a colágeno de YadA (el ejemplo clásico de AT II), indican 

que éstos también forman trímeros (241, 242), sugiriendo que los dominios pasajeros también 

presentarían una arquitectura trimérica. En base a restricciones físicas, se supone que la 

trimerización del dominio pasajero no podría ocurrir en el periplasma; en particular, porque el 

trímero plegado no podría pasar por el poro formado por el barril. En consecuencia, los dominios 

pasajeros deben ser translocados por el poro como polipéptidos individuales, probablemente en 

estado desplegado o parcialmente desplegado. Una vez translocados los tres polipéptidos, es 

posible que la energía libre asociada con la formación del trímero provea las bases del plegamiento 

y la adquisición de la conformación nativa. Esto podría explicar porque los ATs triméricos no 

presentan dominios intramoleculares BrkA-like con actividad de chaperona que participen en el 

plegado del dominio pasajero en el espacio extracelular (242). 

Todos los AT II descriptos hasta la fecha mostraron cumplir función de adhesina, entre 

otras funciones (197, 224, 237). Miembros de esta familia se unen a diversas moléculas, como por 

ejemplo receptores de la superficie celular de la célula hospedadora, componentes de la ECM 

(como por ejemplo colágeno y laminina) o entre sí (actuando como autoaglutininas). Además, a 

menudo protegen a la bacteria de respuestas del sistema inmune del hospedador, uniendo 

moduladores de vías mediadas por anticuerpos o por la vía innata del complemento (243). Los 

miembros clásicos de los AT II son YadA de Yersinia enterocolitica (244, 245) e Hia de H. 

influenzae (246). El autotransportador YadA promueve la adhesión a células epiteliales y a 

proteínas de la ECM, y está involucrado en la resistencia al complemento presente en el suero 

(247-249). 

Desde el punto de vista estructural, los AT II tienen una organización de tipo cabeza-

conector-tallo-anclaje (Figura 8). El módulo de anclaje coincide con el barril ȕ, mientras que los 

demás corresponden al dominio pasajero. Por microscopia electrónica de YadA de Y. enterocolitica 

y UspA1 de Moraxella catarrhalis se observó que la fracción extracelular de estos ATs protruye 

sobre la superficie celular en forma de tallo mostrando una estructura tipo cabeza en el extremo del 

tallo (250). Lupas y colaboradores desarrollaron el server Domain Annotation in Trimeric 

Autotransporter Adhesins (daTAA, http://toolkit.tuebingen.mpg.de/dataa), que permite predecir la 

estructura modular de los AT II (251).  
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fibronectina, colágeno y vitronectina podrían actuar como puente en las etapas de adhesión (253). 

Estudios anteriores habían demostrado que Brucella se adhiere a ácido siálico presente en glóbulos 

rojos humanos y de otros animales (259). Por otro lado, mediante microscopía de barrido 

electrónico se demostró que una vez que Brucella entra en contacto con la membrana de células 

epiteliales, ocurre una acumulación de bacterias adheridas con la consiguiente formación de 

microcolonias (253).  

En un trabajo posterior cuyo fin era identificar proteínas de superficie de Brucella 

involucradas en la adhesión a células de mamíferos, se marcaron con biotina proteínas extraídas 

con calor de la superficie bacteriana. Luego se determinó cuáles de esas proteínas eran capaces de 

adherirse a una monocapa de células HeLa, identificando así a SP41, una proteína con alta 

similitud a un transportador de glicerol-3-fosfato de tipo ABC. Es interesante destacar que la 

capacidad de adhesión de SP41 se pierde al utilizar células HeLa previamente tratadas con 

neuramidasa, lo cual sugiere que alguna molécula de la célula rica en ácido siálico estaría 

involucrada en la interacción. Por otra parte, se observó que el agregado de anticuerpos anti-SP41, 

inhibe en forma dosis dependiente la adhesión e invasión bacteriana a células HeLa.  La cepa 

mutante en SP41 presentó una menor capacidad de adhesión e invasión a células epiteliales 

humanas. Dado que SP41 parece ser ubicua en el género, se propuso que las interacciones 

promovidas por SP41 serían de tipo inespecíficas (o primarias) y no responderían a interacciones 

de alta afinidad que medien el anclaje irreversible de la bacteria a la célula (208).  

Bandara y colaboradores caracterizaron una proteína de B. suis que pertenecería a la 

familia de los autotransportadores monoméricos, a la que denominaron OmaA. En función de su 

similitud con proteínas con función de adhesina los autores propusieron que podría tratarse de una 

adhesina; sin embargo esta posibilidad no fue explorada. La mutante omaA no presentó diferencias 

con la cepa silvestre en la replicación intracelular en macrófagos (a 24 ni 48 horas) y tampoco en la 

carga en bazo de ratones una semana después de haber sido inoculados intraperitonealmente. En 

cambio, entre la tercer y novena semana siguiente a la inoculación, la mutante fue eliminada más 

eficientemente que la cepa silvestre, indicando que OmaA sería importante en la fase crónica de la 

infección (261).  

En nuestro laboratorio, con el fin de identificar adhesinas de B. suis, se construyó una 

biblioteca de fagos que exponen en su cápside péptidos de B. suis 1330 (phage display). 

Enfrentando esta biblioteca a fibronectina inmovilizada se aislaron fagos que expresaban 

fragmentos de proteínas candidatas a ser adhesinas con capacidad de unión a fibronectina, uno de 

los compuestos de la ECM a los que Brucella se adhiere. Entre los candidatos, se identificó un 

autotransportador monomérico, al que se llamó BmaC (por Brucella monomeric autransporter). El 
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fago que expresaba el péptido de BmaC fue capaz de inhibir la adhesión de B. suis tanto a una 

monocapa de HeLa como a fibronectina inmovilizada. A su vez, la cepa de B. suis mutante en 

bmaC mostró una menor capacidad de adhesión a fibronectina inmovilizada y a las líneas celulares 

epiteliales HeLa y A549 (línea epitelial pulmonar humana). Al realizar infecciones a células HeLa 

co-inoculando las cepas mutante y silvestre, la mutante fue desplazada por la silvestre. Se 

determinó que anticuerpos anti-BmaC así como anti-fibronectina son capaces de inhibir la adhesión 

de Brucella a células HeLa. Por inmunofluorescencia se pudo determinar que la proteína se localiza 

unipolarmente. Se propuso que BmaC mediaría la adhesión de B. suis a la fibronectina, tanto para 

adherirse a la matriz extracelular como a fagocitos no profesionales (262).    

Varios análisis han revelado una importante similitud entre los genomas de las distintas 

especies de Brucella (11, 263). Se ha propuesto que las diferencias en la patogenicidad, tropismo 

de tejido y preferencias de hospedador podrían ser la consecuencia de inactivación en ciertas 

especies de algunos genes codificantes de componentes de la superficie bacteriana, como resultado 

del proceso de adaptación a una determinada especie animal como hospedador (38). Estos 

mecanismos de adaptación especie especifica han sido propuestos para otros patógenos, como 

Yersinia (264) y Bordetella (265).  Es importante mencionar que tanto BmaC como OmaA poseen 

ortólogos en varias especies de Brucella, pero no en todas. En el caso de OmaA existen ortólogos 

con una alta identidad (mayor al 95%) en B. canis, B. microti y en algunas cepas de B. abortus 

(S19) y B. melitensis (16M). En cambio, los ortólogos de otras cepas de B. abortus, B. melitensis y 

B. ovis presentan una identidad mucho menor (alrededor del 41-42%), incluso algunos de estos 

genes podrían codificar proteínas no funcionales. En cuanto a BmaC, pueden identificarse 

ortólogos funcionales en B. microti, B. ovis, B. abortus, B. pinnipedalis y B. microti. En cambio, 

los ortólogos en B. canis y B. melitensis serían inactivos.    

Con el objetivo de identificar nuevos factores involucrados en la interacción inicial de 

Brucella suis con el hospedador se realizó una búsqueda bioinformática en el genoma de la cepa 

1330 de todas las posibles proteínas que expresen algún dominio asociado a adhesinas. Se 

obtuvieron 11 candidatas, incluido el autotransportador monomérico BmaC. De las 10 proteínas 

restantes, otras dos pertenecían a los AT I (monoméricos), uno de los cuales corresponde a OmaA. 

Por otro lado, diversos estudios informáticos (ver secciones I.2. y II.1. de Resultados) demostraron 

que dos de las posibles adhesinas pertenecerían a la familia de los autotransportadores triméricos. 

En el marco de esta tesis se han caracterizado con enfoques genéticos y moleculares los dos AT II y 

un tercer candidato cercano filogenéticamente.  
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Hipótesis 
 

 Las especies comprendidas dentro del género Brucella son patógenos intracelulares 

facultativos. Además de invadir fagocitos profesionales como macrófagos, Brucella es capaz de 

persistir en otros tipos celulares como células epiteliales, fibroblastos, osteoblastos, sinoviocitos, 

entre otros tipos celulares (118-120, 266, 267). Para la invasión y proliferación intracelular, es 

crucial la adhesión inicial de la bacteria a la superficie de la célula. Trabajos previos demostraron 

que Brucella es capaz de unirse a células de origen epitelial y a componentes de la ECM, 

particularmente a fibronectina, aunque también a colágeno y vitronectina (253). Al momento de 

iniciar este trabajo de tesis, con excepción de SP41 (208), se desconocían los factores bacterianos 

involucrados en la adhesión de Brucella a componentes de la ECM o células del hospedador. 

Nuestro grupo de trabajo se propuso identificar y caracterizar estos factores.   

  

La hipótesis general del proyecto es que las bacterias pertenecientes a especies del 

género Brucella expresarían múltiples moléculas involucradas en la adhesión a las células del 

hospedador y/o a su matriz extracelular. Algunas de las adhesinas podrían tener roles 

aditivos e incluso sinérgicos, mientras que otras podrían tener roles complementarios. La 

capacidad de Brucella de adherirse e invadir estas células podría ser clave en el tropismo a 

ciertos tejidos y contribuir con la preferencia de hospedador de las distintas especies del 

género. 

 

Mediante phage display identificamos a BmaC, un autotransportador monomérico de gran 

tamaño que participa en la adhesión a células epiteliales y a la ECM a través de su interacción con 

fibronectina (262). Por otra parte, en función de dominios proteicos asociados a adhesinas, se 

realizó una búsqueda en el genoma de B. suis 1330 de genes que codifiquen posibles adhesinas. 

Tres de las proteínas candidatas (BR_0072, BR_1846 y BR_0049) se agruparon juntas en un árbol 

filogenético.  Comprobamos que BR_0072 y BR_1846 codificarían miembros de la familia de los 

autotransportadores triméricos  (secciones I.2. y II.1. de Resultados).  Para nuestra sorpresa, la 

tercer proteína (codificada por BR_0049) no sería una adhesina, sino más bien una proteína con 

una función en la biogénesis de la membrana externa.  Nos propusimos analizar el rol de estas 

proteínas en la fisiología de la bacteria y en la interacción con el hospedador.  
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Objetivo general 
 

 El objetivo general de este trabajo fue identificar y caracterizar factores de Brucella suis 

involucrados en la adhesión y/o invasión de las células del hospedador.  

 

Objetivos específicos 
 

 Evaluar el rol de BR_0072 y BR_1846 en la adhesión y/o invasión a células del hospedador a 

través de enfoques genéticos (mutacionales y heterólogos) 

 Determinar el rol de BR_0072 y BR_1846 en la adhesión a componentes de la ECM 

 Caracterizar otras posibles funciones de BR_0072 y BR_1846 en la interacción de B. suis con 

el hospedador 

 Evaluar la posibilidad de un efecto aditivo, sinérgico o complementario en determinada(s) 

función(es) de BR_0072 y BRA_1846 

 Analizar la expresión in vivo de BR_0072 y BR_1846 

 Estudiar la importancia de BR_0072 y BR_1846  en la virulencia de Brucella spp. 

 Analizar la localización celular de las proteínas codificadas por BR_0072 y BR_1846. 

 Evaluar el rol de BR_0049  en la adhesión y/o invasión a células del hospedador  

 Caracterizar los fenotipos asociados a las características de la envoltura bacteriana de la 

mutante defectiva en BR_0049 
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Materiales y Métodos: 

 

1. Cepas bacterianas y plásmidos. 

Las cepas de Escherichia coli y Brucella utilizadas en este trabajo, se detallan en la tabla 2. 

En el caso de las cepas del género Brucella, a menos que se indique lo contrario se trata de cepas 

de B. suis. Debido al potencial patógeno de las especies pertenecientes al género Brucella, el 

trabajo realizado con estas cepas fue realizado en condiciones de bioseguridad. 

 
 Cepa Características relevantes      Origen o referencia 
 
Escherichia coli 
  

 DH5α F-φ80dlacZΔM15 ?(lacZYA-argF)U169 deoR, recA1, endA1     Invitrogen LT. 
  hsdR17(rk

- mk
+ phoA supE44 Ȝ- thi-1 gyrA96 relA1. 

 

          BL21     B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [malB+]K-12(ȜS)     Invitrogen LT. 
 

 S17  Cepa para conjugación biparental en B. suis     Dr. Luis Ielpi 
 

 K12 (CC118)  Cepa no adherente ni invasiva de E. coli     Dr. Luis Ielpi 
 

 pBBR  Cepa per se no adherente ni invasiva transformada con el     Esta tesis 
   plásmido pBBR1MCS vacío. 
 

 pBBRmapA  Cepa per se no adherente ni invasiva que expresa el gen mapA     Esta tesis 
   de B. suis clonado en el plásmido pBBR1MCS. 
 

 pBBRbtaE  Cepa per se no adherente ni invasiva que expresa el gen btaE     Esta tesis 
   de B. suis clonado en el plásmido pBBR1MCS. 
 

 pBBRbtaF  Cepa per se no adherente ni invasiva que expresa el gen btaF     Esta tesis 
   de B. suis clonado en el plásmido pBBR1MCS. 
 

 pBBR GFP  Cepa K12 transformada con el plásmido pBBR1MCS y el     Esta tesis 
   plásmido pHC60 el cual codifica para gfp expresada  
   constitutivamente (+ pHC60) 
 

 pBBRbtaE GFP     Cepa K12 btaE que expresa la proteína GFP (+ pHC60)     Esta tesis 
 

 pBBRbtaF GFP     Cepa K12 btaF que expresa la proteína GFP (+ pHC60)     Esta tesis 
 

 BL21 pAcMapA  Cepa BL21 + pAcMapA     Esta tesis 
 

 BL21 pAcBtaE  Cepa BL21 + pAcBtaE     Esta tesis 
 

 BL21 pAcBtaF  Cepa BL21 + pAcBtaF     Esta tesis 
 
 

Brucella 
 
 

 M1330   Cepa silvestre       ATCC 
 

  ΔmapA  Mutante por deleción del gen mapA por doble recombinación      Esta tesis 
   cromosómica 
 

 ΔmapA comp  Mutante por deleción del gen mapA complementada (pBBRmapA)      Esta tesis 
 

 ΔbtaE  Mutante por deleción del gen btaE por doble recombinación       Esta tesis 
   cromosómica 
                                                                                  

 ΔbtaE comp  Mutante por deleción del gen btaE complementada (pBBRbtaE)          Esta tesis 
 

 ΔbtaF  Mutante por deleción del gen btaF por doble recombinación      Esta tesis 
   cromosómica 
 

 ΔbtaF comp  Mutante por deleción del gen btaF complementada (pBBRbtaF)      Esta tesis 
 

 ΔbtaE ΔbtaF  Doble mutante por deleciones de los genes btaE y btaF       Esta tesis 
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 B. suis GFP  M1330 que expresa la proteína GFP (+ pGFP)       Esta tesis 
 

 ΔbtaE GFP  Cepa ΔbtaE que expresa la proteína GFP (+ pGFP)      Esta tesis 
 

 ΔbtaF GFP  Cepa ΔbtaF que expresa la proteína GFP (+ pGFP)      Esta tesis   

 B. suis pPdhS  Cepa silvestre que además porta la fusión de la proteína      Esta tesis  
   fluorescente eGFP al marcador de polo viejo, PdhS 
 

 B. suis pAidB  Cepa silvestre que además porta la fusión de la proteína      Esta tesis  
   fluorescente YFP al marcador de polo nuevo, AidB 
 

 ΔbtaE pPdhS  Mutante en el gen btaE que además porta la fusión de la proteína      Esta tesis  
   fluorescente eGFP al marcador de polo viejo, PdhS 
 

 ΔbtaE pAidB  Mutante en el gen btaE que además porta la fusión de la proteína      Esta tesis  
   fluorescente eGFP al marcador de polo nuevo, AidB 
 

 ΔbtaF pPdhS  Mutante en el gen btaF que además porta la fusión de la proteína      Esta tesis  
   fluorescente eGFP al marcador de polo viejo, PdhS 
 

 ΔbtaF pAidB  Mutante en el gen btaF que además porta la fusión de la proteína      Esta tesis  
   fluorescente eGFP al marcador de polo nuevo, AidB 
 

 B. abortus pPdhs  Cepa silvestre que además porta la fusión de la proteína          (41)  
   fluorescente eGFP al marcador de polo viejo, PdhS 
 

 B. abortus pAidB Cepa silvestre que además porta la fusión de la proteína          (42) 
   fluorescente YFP al marcador de polo nuevo, AidB 
  
Tabla 2: Cepas bacterianas utilizadas 

 
A continuación se detallan todos los plásmidos utilizados en el transcurso de esta tesis (Tabla 3): 
 

  Plásmido               Características relevantes  Origen o referencia 
 
pGEM-T Easy® AmpR. Vector de clonado              Promega Inc. 
 

pK18mobsacB KanR, SacS. Plásmido para obtención de mutantes en Brucella                  (268) 
 por deleción por doble recombinación cromosómica. 
 

pΔmapA KanR Construcción para la deleción de mapA en pK18mobsacB  Esta tesis 
 

pΔbtaE KanR Construcción para la deleción de btaE en pK18mobsacB  Esta tesis 
 

pΔbtaF KanR Construcción para la deleción de btaF en pK18mobsacB  Esta tesis 
 

pHC60 TetR. Porta el gen gfp bajo expresión constitutiva                     (269) 
 

pGFP KanR. Porta el gen gfp clonado en pBBR4 bajo el promotor tac.              Lic. L. Bukata 
 

pBBR1MCS CamR. Vector de clonado de número medio de copias, de amplio                  (270) 
 rango de hospedador 
 

pBBRmapA CamR. Gen completo mapA de B. suis clonado en pBBR1MCs  Esta tesis 
 

pBBRbtaE CamR. Gen completo btaE de B. suis clonado en pBBR1MCs  Esta tesis 
 

pBBRbtaF CamR. Gen completo btaF de B. suis clonado en pBBR1MCs  Esta tesis 
 

pET-22b(+) AmpR Vector de clonado de proteínas bajo promotor inducible                 Novagen 
 por IPTG, con fusión a HisTag en el C-terminal. 
 

pAcMapA AmpR Porción de MapA clonada en pET-22b(+)                  Esta tesis 
pET-28a(+)  KanR. Vector de clonado de proteínas bajo promotor inducible                 Novagen 
 por IPTG, con fusión a HisTag en el N-terminal. 
 

pAcBtaE KanR. Porción del dominio pasajero de BtaE clonada en pET-28a(+) Esta tesis 
 

pAcBtaF KanR. Porción del dominio pasajero de BtaF clonada en pET-28a(+) Esta tesis 
 

pPdhS-eGFP KanR CamR. Porta el marcador de polo viejo PdhS fusionado a la                      (41) 
 proteína fluorescente eGFP 
 

pAidB-YFP  KanR CamR. Porta el marcador de polo nuevo AidB fusionado a la                     (42) 
 proteína fluorescente YFP. 
 
Tabla 3: Plásmidos utilizados 
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Gr. por lt de medio LB 2xYT

Triptona 10 10
Extracto de Levadura 5 10

NaCl 5 5
Agar * 17 -

2. Medios y condiciones de cultivo bacterianos 

2.1 Medios de cultivo 

E. coli fue cultivada  en medio Luria-Bertani (LB), salvo en el caso de la preparación de 

electrocompetentes para lo cual se la cultivó en 2xYT;  B. suis se cultivó en medio Tryptic Soy 

Broth® (TSB, DIFCO). Para ambas especies las incubaciones duraron entre 12 a 24 horas, salvo 

cuando indicado de otro modo y se realizaron a 37ºC con una agitación de 200 revoluciones por 

minuto (rpm). En el caso de medios sólidos se adicionó 1,7% (p/v) de agar (Britania).  

A continuación se describe la composición de los medios de cultivo LB y 2xYT, indicada 

como gramos por litro de cada componente (Tabla 4): 
  

 
 

 

 

 

Tabla 4. Composición de los medios de cultivo LB 

y 2xYT.  

Para cada compuesto se indican los gramos por 

litro. 

*, Únicamente para medios sólidos 

 

2.2 Antibióticos 

En caso de ser necesario se adicionaron distintos antibióticos a los medios de cultivo. En la 

tabla 5 se encuentra el listado de antibióticos utilizados junto con las concentraciones empleadas 

para cada especie. 
 

 
Tabla 5: Concentraciones de los antibióticos utilizados. 

2.3 Conservación de las cepas 

La conservación a largo plazo de las cepas bacterianas fue realizada por congelamiento 

rápido de una suspensión de bacterias cultivadas en medio sólido (bajo presión de selección cuando 

corresponda) en glicerol estéril  a una concentración final de 20% (v/v)  en criotubos conservados a 

-20º y -80ºC.  

 
 

 

 

Antibiótico
Concentración (mg/ml) Solvente E. coli B. suis

Ácido Nalidixico 20 Agua - 10
Ampicilina 200 Agua 400 10

Cloranfenicol 25 Etanol, metanol 50 6
Kanamicina 50 Agua 50 25
Tetraciclina 5 Etanol 10 -

Concentración final (µg/ml)Stock
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3. Aislamiento, purificación y manipulación de ADN 

3.1 Procedimientos generales. 

Los protocolos utilizados para las digestiones con enzimas de restricción, 

desfosforilaciones del ADN,  rellenado de  los extremos 5',  electroforesis en gel de agarosa y 

ligaciones se realizaron según la metodologías descriptas en el manual “Molecular Cloning” (271).  

Para la recuperación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa y PCR se 

emplearon los sistemas Wizard SV Gel y PCR Cleanup System (Promega Inc. Cat Nº #A9282). 

Tanto las enzimas de restricción, polimerización, lisozima, ADNasa, ARNasa y algunos de los 

marcadores de peso molecular fueron provistos por New England Biolabs (Beverly, MA, USA), 

Promega Inc o Invitrogen Life Technologies (La Jolla, CA, USA). En algunos casos el marcador de 

peso molecular, Taq ADN polimerasa y Pfu polimerasa fueron provistos por el servicio de Biología 

Molecular de la Fundación Instituto Leloir (FIL) 
 

3.2 Preparación de ADN cromosómico de Brucella 

Para purificar el ADN cromosómico de Brucella se empleó el siguiente protocolo: 

1) Se cultivaron  las bacterias por 3 días con los antibióticos adecuados. 

2) 25 ml de TSB se inocularon con 0.25 ml del pre-cultivo estacionario. 

3) Cuando se alcanzó una DO600=0.6 las bacterias fueron cosechadas por centrifugación (8.000 rpm 

5 min a 4ºC) 

4) Las bacterias se lavaron 2 veces con 5ml de TE20 0.1% sarcosil y luego dos veces con 5 ml 

TE20. En cada paso de lavado las células se centrifugaron por 5 min a 8.000 rpm.  

5) El sobrenadante (SN) se descartó y las células se resuspendieron en 1 ml TE sacarosa 25% 

6) Se agregaron 30 µl de lisozima (50 mg/ml) y 400 µl de EDTA (0.25 M) y se mezcló por 

inversión. Esta preparación se incubó por 10 min a 37ºC. 

7) Luego se agregaron 2 ml de H2O milliQ, 200 µl de SDS 10%. 

8) Se agregaron 50 µl de RNasa (10 mg/ml), se mezcló e incubó por 15 min a 37ºC. 

9) Luego de agregar 50 µl de proteinasa K (10 mg/ml) la mezcla se incubó por 5 min a 37ºC. 

10) La preparación fue sometida a una extracción con un volumen de fenol: cloroformo (aprox. 4 

ml) y centrifugada a 5.000 rpm por 15 min a 4ºC. La fase superior (acuosa) se transferirió a un 

tubo limpio. Este procedimiento se repetió hasta obtener  una interfase limpia. 

11) Se realizó una extracción con igual volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) 

12) Se agregó acetato de potasio pH 4.8 (0.3 M final) y 2 volúmenes de etanol absoluto y se mezcló 

por inversión. 

13) Se centrifugó a máxima velocidad 10 min y el pellet se lavó con 500 µl de etanol 70%.  
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14) El etanol se descartó y se dejó secar al aire.  

15) El ADN se resuspendió en buffer TE. 
 

Buffers: 

TE20: 50 mM Tris pH 8, 20 mM EDTA, 1M NaCl 

TE: 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA 
 

3.3 Preparación de ADN plasmídico de E. coli. 

Las preparaciones de ADN plasmídico a partir de E. coli se realizaron siguiendo las   

recomendaciones del libro “Molecular Cloning” (271). El protocolo se describe brevemente a 

continuación: 

1) Se cultivaron las bacterias en medio LB con los antibióticos adecuados, hasta obtener un cultivo 

en fase estacionaria (ON a 37ºC). 

2) Las bacterias fueron cosechadas por centrifugación (5.000 rpm, 5 min). 

3) Las células fueron resuspendidas en solución P1.  

4) Luego de agregar solución P2 y RNasa, la mezcla se incubó por 15 min a la temperatura 

adecuada para la RNasa utilizada. 

5) Se agregó la solución P3 y luego se centrifugó (15 min a 14.000 rpm). 

6) La preparación fue sometida a una extracción de ADN con un volumen de cloroformo y 

centrifugada a 5.000 rpm 15 min a 4ºC. La fase superior (acuosa) fue transferida a un tubo 

limpio.  

7) Se agregó etanol absoluto y se incubó el tubo 25 min a -20ºC. 

8) Se centrifugó la muestra (30 min a 14.000 rpm), y luego de descartar el SN se lavó el pellet con 

500 µl de etanol 70%. 

9) Se resuspendió el ADN en 20 o en 50 µl de agua milliQ, según correspondiera a plásmidos de 

bajo o alto número de copias. 
 

Soluciones empleadas: 

 P1: Tris-HCl 50 mM; EDTA 10 mM pH=8,0 

 P2: NaOH 200 mM; SDS 1% 

 P3: Acetato de sodio 2,55 M, pH=4,8 
 

En los casos en que se requirió de plásmidos de alta calidad por ejemplo para 

secuenciación, se utilizó el kit Wizard® SV Gel and PCR Cleanup system (Promega, Cat #A9282).  
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3.4 Secuenciación del ADN 

Las muestras se secuenciaron utilizando el kit BigDye (Applied Biosystems) en un 

secuenciador ABI 377, por el servicio de secuenciación de la FIL. Para el análisis de las secuencias 

se utilizó el programa Chromas Lite versión 2.01. 
 

3.5 Geles de agarosa 

La separación de plásmidos o fragmentos obtenidos por extracción de ADN plasmídico, 

restricción, PCR, colony-PCR y RT-PCR  fue realizada mediante electroforesis en geles de agarosa, 

generalmente entre 0.8 y 1.2% (p/v); conteniendo 1-2 µg/ml de Bromuro de Etidio. El perfil de 

bandas fue fotografiado en un sistema digital de adquisición de imágenes Bio-Rad. 

 

4. Transformación genética bacteriana 

4.1 Preparación de E. coli competentes por shock térmico y transformación 

Para la obtención de células de E. coli competentes por shock térmico se utilizó el siguiente 

protocolo: 

1) Se cultivaron las bacterias en 5 ml de LB ON con agitación, a 37ºC. 

2) 50 ml de LB fueron inoculados con el pre-cultivo y cultivados con agitación a 37ºC. 

3) Cuando se alcanzó una DO600=0.5-0.6 las bacterias fueron transvasadas a mamaderas de 

centrífuga (estériles). A partir de este paso fue crítico mantener las células en hielo todo el 

tiempo. 

4) Las células se centrifugaron a 5.000 rpm durante 5 min a 4ºC en un rotor previamente enfriado.  

5) Luego de descartar el SN, se resuspendió el pellet en 25 ml de CaCl2 0.1M estéril frío, y la 

suspensión fue incubada 20 min en hielo. 

6) Las células fueron centrifugadas a 5.000 rpm durante 5 min a 4ºC sin freno. 

7) Luego de descartar el SN se resuspendieron suavemente las células en 2 ml de CaCl2 0.1M 

estéril frío.  

8) Se agregaron 2 ml de glicerol 30% estéril a las células y se alicuotaron de a 200 µl. Las alicuotas 

se conservaron a -80ºC. 
 

El protocolo utilizado para la transformación por shock térmico fue el siguiente: 

1) Los tubos de competentes guardados a -80ºC se incubaron en hielo 10 a 15 min. 

2) Luego se añadió el ADN y se incubó la mezcla 1 h en hielo. 

3) La mezcla fue incubada durante 90 seg. en baño a 42ºC. 

4) Luego se agregó 1 ml de LB estéril y se agitó vigorosamente.  

5) La mezcla fue incubada 1 h a 37ºC con agitación. 
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6) Se centrifugaron las células 2-3 min y luego se descartó la mayor parte del SN (se dejaron 

aproximadamente 100 µl para resuspender el pellet) 

7) El pellet fue resuspendido en el resto del SN y luego fue plaqueado en medio selectivo. 
 

4.2 Preparación de E. coli  electrocompetentes de alta eficiencia y transformación  

Para obtener células electrocompetentes, se utilizó un protocolo previamente puesto a 

punto con el fin de obtener electrocompetentes de alta eficiencia (272). Este se describe 

brevemente, a continuación: 

1) Se inocularon 25 ml de LB con bacterias provenientes de cultivos en medios semi-sólidos y se 

cultivaron ON a 37ºC con agitación. 

2) 500 ml de 2xYT se inocularon con 5 ml del cultivo ON. 

3) Cuando se alcanzó una DO600=0.5-0.6 se transvaó el cultivo a mamaderas de centrifuga 

(estériles) previamente enfriadas, y se incubaron en hielo durante 30 minutos. A partir de este 

paso fue crítico mantener las células todo el tiempo en hielo. 

4) Las células fueron centrifugadas a 4.000g durante 20 min a 4ºC utilizando un rotor previamente 

enfriado.  

5) Luego de descartar el SN, las células fueron suavemente resuspendidas en 500 ml de glicerol 

10% frío e incubadas por 30 min en hielo. 

6) Se repitieron los pasos 4 y 5, 2 veces (en total se realizaron tres lavados en glicerol 10%). 

7) Se estimó el volumen del pellet y se lo resuspendió en un volumen de glicerol 10% frío. 

8) Las células fueron inmediatamente fraccionadas de a 50 µl en tubos previamente enfriados. 

9) Rápidamente se congelaron los tubos y se los conservó a -80ºC. 
 

Para la electroporación se empleó para cada tubo de 50 µl de células electrocompetentes, 1-

2 µl de ADN (entre 1 y 10 µg, disuelto en agua milliQ) y se utilizaron cubetas de 2 mm (Bio-Rad). 

El electroporador utilizado fue Gene Pulser Transfection System (Bio Rad). Las condiciones de 

electroporación para E. coli fueron las siguientes: 

Capacitancia   25 µF 
 Voltaje    2.5kV 
 Resistencia   200 Ω 
 

Luego de la electroporación, se incubaron las células por 1 hora a 37ºC en medio rico con 

agitación y finalmente se plaquearon en medio selectivo. 
 

4.3 Preparación de B. suis electrocompetentes y transformación 

Las cepas electrocompetentes de B. suis  se prepararon a partir de placas crecidas por 24 h, 

del modo que se describe a continuación: 
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1) Las bacterias fueron cultivadas en medio sólido ON a 37ºC. 

2) Las células fueron tomadas con un ansa y luego fueron resuspendidas en agua milliQ estéril fría. 

A partir de este paso fue crítico mantener las células en frío. 

3) Se lavaron las células 5 veces con agua estéril fría.  

4) Las células fueron resuspendidas en 300 ȝl de H2O milliQ estéril fría. 
 

No es conveniente conservar estas competentes, ya que se obtienen mayores eficiencias si 

se utilizan en el momento. Para la transformación se tomaron 150 ȝl de la suspensión y se 

mezclaron con 2-5 ȝl (10-50 ȝg) de ADN. Luego se realizó la electroporación utilizando cubetas 

BioRad de 2 mm de espesor y el mismo electroporador que en el caso de E. coli. Las condiciones 

de electroporación para B. suis fueron las siguientes: 

Capacitancia   25 µF 
 Voltaje    2.5kV 
 Resistencia   400 Ω 
 

Luego de la electroporación, se incubaron las células por 1 hora a 37ºC en medio rico con 

agitación, y finalmente se plaquearon en medio selectivo. 
 

4.4 Conjugación biparental en placa 

Se utilizó la conjugación biparental para transferir plásmidos conjugables desde cepas 

dadoras (movilizadoras) de E. coli S17 a cepas receptoras (B. suis). Para ello: 

1) Las cepas dadora y receptora fueron cultivadas ON a 37ºC con agitación (cada una por separado, 

con los antibióticos necesarios para cada cepa). 

2) Se lavaron las células 3 veces (para lavar posibles restos de antibióticos) con PBS estéril. 

3) Cada pellet fue resuspendido en 40-80 µl de PBS estéril. 

4) Sobre una placa TSB (sin antibióticos) se sembró a modo de control una pequeña estría de cada 

cepa. 

5) Se mezcló el resto de las células de ambas cepas y se sembró la mezcla en una placa de TSB sin 

antibióticos. 

6) Se cultivaron las bacterias ON a 37ºC. 

7) Se realizó una replica a una placa con los antibióticos necesarios para seleccionar las bacterias  

    transconjugantes. 

 

5. Análisis de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas 

Las secuencias de B. suis se obtuvieron del sitio web de  TIGR (The Institute for Genomic 

Research: http://www.tigr.org ). Las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas fueron almacenadas 
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y analizadas utilizando el programa Vector NTI (Invitrogen Life Technologies). La comparación de 

las secuencias publicadas de B. suis 1330 con las secuenciadas obtenidas se realizó utilizando 

BLAST. Los alineamientos de secuencias fueron realizados utilizando los programas ClustalW 

(273) y  EMBOSS Needle (274). Este último programa fue utilizado para el alineamiento de 

secuencias de a pares para los cuales se calcularon los porcentajes de similitud y de identidad (entre 

las mismas).  

La búsqueda de dominios de los genes a estudiar se realizó utilizando Pfam (275), BLAST 

(276) y daTAA (251). Este último es específico para autotransportadores triméricos. La búsqueda 

de genes homólogos se realizó utilizando BLAST y KEGG (277). 

La identificación de secuencia señal para la secreción de las proteínas vía maquinaria Sec 

fue realizada con SignalP 3.0 (278). Las predicciones de secuencia señal por la vía TAT fueron 

realizadas con la aplicación PRED-TAT (279).  

Las predicciones de localización sub-celular de una determinada proteína se realizaron 

utilizando diferentes aplicaciones: Gneg-PLoc (Predicting Gram-negative bacteria protein 

subcellular location (280)), MetaLocGramN (Method for subcellular localization prediction of 

Gram-negative proteins (281)), SOSUI-GramN  (High performance prediction for sub-cellular 

localization of proteins in Gram-negative bacteria (282)), CELLO v.2.5 (subCELlular 

LOcalization predictor (283)) y PSORTb (Subcellular Localization Prediction Tool (284)). 

Las búsquedas de segmentos transmembrana en secuencias proteicas se realizaron con las 

siguientes aplicaciones: TMHMM Server v. 2.0 (Prediction of transmembrane helices in 

proteins(285)), TMPred (Prediction of Transmembrane Regions and Orientation (286)), DAS  

(Transmembrane prediction server (287)) y SACS MEMSAT (Transmembrane Prediction Page 

(288)). 

 

6. Amplificación de secuencias mediante PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

Todas las amplificaciones fueron realizadas en microtubos de pared delgada de 0.2 ml. 

6.1 Oligonucleótidos 

Los   oligonucleótidos utilizados tanto para PCR como colony-PCR se encuentran detallados en la 

tabla 6. Estos fueron provistos por Invitrogen Life Technologies y por Integrated DNA 

Technologies (Coralville, IA, USA). 
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Oligonucleótido Secuencia (de 5´a 3´)* E.R.

KoMapA_F1 GCGAATTCTCTCCGAGCAGATGCGCGTCG EcoRI
KoMapA_R1 CGGGATCCGCCTGCGGCTGGTCATCAGC BamHI
KoMapA_F2 CGGGATCCTATGAGCGGCCATTACGGC BamHI
KoMapA_R2 CGTCTAGATGATCCTTCAGGCTGACGACA XbaI
KoBtaE_F1 CGGGATCCATCGAGTGAGGCAAGAGTC BamHI
KoBtaE_R1 GGCTGCAGCATGAGATATAATCTCTTAT PstI
KoBtaE_F2 CGCTGCAGTGGAGCATAATCCGACCGCAGC PstI
KoBtaE_R2 GCGCATGCGTCACACACCAATGTCCAGT SphI
KoBtaF_R1 CGCTGCAGCTCCGCCTTCGCAGCGTCG PstI
KoBtaF_F1 GGGCATGCTGTTCTGGACAGGCGTAGCTG SphI
KoBtaF_R2 CGGGATCCACCCAGACATCGCCGCCGC BamHI
KoBtaF_F2 GCCTGCAGCATGGCATAATATGCACCCG PstI
RtMapA_F ATGAAGGGCGATGAAATCAC
RtMapA_R GGCTTGAACGTATTGGCAAG

RtBtaF_L TGCAAGGTCAGATCAACAGC

RtBtaF_R ACCTTTAAAGCCGCCAACAC

MapA_F AGCTCGAGGCAATATCCAGCCCTTCTATGAAT XhoI
MapA_R CTACTAGTAATTAAGGAATCGGGCCAAAGCAGGC SpeI
BtaE_F AGCTCGAGATGCCTGTTACCATGCGCCGCAGCG XhoI
BtaE_R CTACTAGTGTCGGATTATGCTCCAAGACTGATCT SpeI
BtaF_F CTGGTACCAGCGCTGGTGCAGAAGGTGATAGAC KpnI
BtaF_R CTGAGCTCCAATGCCCGCATGTGACGTTGCAAT SacI
MapA_Int TCGGCGGTCAGCGACTGGACG
BtaE_Int ATCGAACCTTGCTCCTTGCT
BtaF_Int TTGCAAGGTCAGATCAACAGCG
AcF_MapA TTCATATGTTGGCATCCGACAAG NdeI
AcR_MapA TTGTCGACATCGGTCTTCGATCC SalI
AcF_BtaE ATCATATGCTGCATGATATTGAAAGTGGC NdeI
AcR_BtaE CTGTCGACTCACGCTTCACCAAGCG SalI
AcF_BtaF CCCATATGCTAATTAGTGAAAATAGGCAAG NdeI
AcR_BtaF CAGTCGACTCCGGCACGTGCCTC SalI

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados. 

* Se subraya la porción de los oligonucleótidos que corresponden a secuencias reconocidas por enzimas de 

restricción. En los casos en que se incluyó un sitio de reconocimiento para una enzima de restricción, en la tercer 

columna se indica el nombre de la misma. 

  

6.2 PCR desde ADN genómico de B. suis  

En las reacciones de PCR en las que se empleó como molde ADN genómico de B. suis, la 

composición de la mezcla de reacción, por tubo, fue la siguiente: 
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 Buffer Taq 10X libre de Mg++   5 µl 
 MgCl2 (50mM)     * 
 dNTPs (40mM)     1 µl 
 Primer Forward* (10 µM)    2,5 µl 
 Primer Reverse* (10 µM)    2,5 µl 
 Taq/KOD polimerasa    0,5 µl 
 ADN molde     1-5 µl 
        H20 (milliQ)   Cant. suf. para llevar a volumen 
       50 µl 

*Variaron de acuerdo a la reacción. 
 

6.3 Colony-PCR 

Tanto en el caso de colony-PCR a partir de ADN de E. coli o Brucella, se empleó como molde 

ADN total proveniente de colonias bacterianas lisadas (sin purificar). Para obtener estos lisados los 

pasos fueron los siguientes: 

1) Se picó la colonia de interés con un escarbadientes estéril 

2) Las bacterias de la punta del escarbadientes fueron resuspendidas en 50 µl de H2O milliQ estéril. 

3) Se incubaron las bacterias durante 5 min a 98ºC. En el caso de Brucella, las bacterias fueron 

congeladas para favorecer la ruptura celular. 

4) Se centrifugaron las células a máxima velocidad 20 min. 
 

Se utilizaron 2 a 5 µl del sobrenadante como molde para reacciones de PCR realizadas con 

las mismas proporciones descriptas en el punto anterior (6.2) pero con un volumen final de 

reacción de 25 µl.  

 

7. Aislamiento de ARN de Brucella, síntesis de ADNc y RT-PCR 

7.1 Aislamiento de ARN de Brucella 

Para el aislamiento de ARN de Brucella se utilizó el kit de Illustra RNAspin mini (GE, 

Cat.N 25-0050-70). Sin embargo no se siguió el protocolo exacto del kit, sino que se realizaron 

algunas modificaciones que mejoran la extracción en este género bacteriano que se detallan a 

continuación: 

 Homogenización de la muestra y lisis celular: 

1) 1 ml del cultivo de bacterias fue centrifugado a 5.000 rpm durante 5 min. 

2) El pellet fue resuspendido en una solución compuesta por 85 µl de buffer TE, 15 µl de 

SDS10% y 1 µl de proteinasa K (10 µg/ml) e incubado por 1 h a 37ºC. 

3) Se agregaron 250 µl de buffer RA1 (provisto en el kit) y 3.5 µl de ȕ-mercaptoetanol. La 

mezcla fue luego vortexeada vigorosamente. 
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 Limpieza del lisado y retención en columna:  

4) El lisado fue transvasado a un tubo RNaspin mini filter y centrifugado a 11.000 x g, 1 min.  

5) Luego de descartar el filtro se transfirió el filtrado a un tubo nuevo al cual se le adicionaron 

350 µl de etanol 70%. 

 6) Se dispuso el lisado en una RNAspin mini column y se lo centrifugó a 8.000 x g, por 30 seg. 

Luego se descartó el eluído. 
 

 Lavados: 

7) Se agregaron a la columna 350 µl de MDB y se la centrifugó a 11.000 x g durante 1 min. 

Luego se descartó el eluído. 

 Elución: 

8) Se agregaron 40 µl de agua DEPC y se centrifugó la columna a 11.000 x g 1 min. El eluído 

contuvo el ARN. 
 

Luego, se corrió una alícuota en gel 0.8% agarosa para visualizar la muestra (previamente 

calentada a 60ºC durante 5 minutos). 
 

7.2 Degradación de ADN genómico 

Para la degradación de ADN genómico se utilizó el kit RQ1 RNase-Free DNase de 

Promega. El protocolo se describe brevemente a continuación: 

1) A 1 µg de RNA se le agregaron 1 µl de RNasa-free DNasa RQ1, 1 µl de RNasa-free DNasa 10X  

    Reaction Buffer, 0.5 µl de inhibidor de RNasa y agua DEPC hasta llegar a 10 µl finales.  

2) Se incubó la mezcla durante 3 hs a 37ºC. 

3) Luego se agregó 1 µl de RQ1 DNase stop solution y se incubó la mezcla a 65ºC durante 10 min 

para terminar de inactivar la DNasa. 
 

7.3 Síntesis de ADNc 

Para la síntesis de ADNc a partir del ARN previamente obtenido, se utilizó la 

retrotranscriptasa viral M-MLV RT de Promega. Para ello: 

1) 1 µg de ARN fue tratado con ADNasa. Se agregaron 0.5 µg de random hexamers (random 

primers).  

2) Se incubó a 70ºC durante 5 min y luego se llevó inmediatamente a hielo. 

3) Se realizó un spin para que el líquido baje al fondo del tubo. 

4) Se agregaron 5 µl de M-MLV 5x buffer, 10 mM dNTPs, 25 unidades de RNaseOUT, 200 

unidades de M-MLV RT y se agregó agua libre de ARNasas hasta 25 µl finales.  
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5) Se incubó a 42ºC durante 1h. 

Controles: ídem pero sin M-MLV RT; y también ídem pero sin ARN como molde. 
 

7.4 RT-PCR 

Para la RT-PCR se utilizó 0.5-1 µl de ADNc como molde y se siguió un protocolo de PCR 

utilizando los oligonucleótidos correspondientes. Los oligonucleótidos se encuentran detallados en 

la tabla 13. La composición de la mezcla de cada tubo fue la siguiente: 
 

cDNA    0.5-1 µl  
oligo Fwd 10 µM   1 µl 
oligo Rev 10 µM   1 µl 
Buffer 10X    0.25 µl 
MgCl2 50 mM   0.5 µl 
dNTPs 10mM   0.5 µl 
H20 (milliQ) Cant. suf. para llevar a volumen 

            25 µl 

Ciclo:
1) 94ºC 4 min 
2) 94ºC 30 seg 
3) 57ºC 30 seg 
4) 72ºC 20 seg 
         Repetir pasos 2 a 4 un total de 33 veces 
5) 72ºC 7 min 
 
 

Visualización: 4 µl en gel agarosa 1.5% 

 

8. Obtención de fracciones subcelulares 

8.1 Obtención de membranas totales de Brucella seguida de un fuerte proceso de 

desnaturalización 

Los protocolos que se utilizan en otras especies bacterianas para obtener por separado la 

membrana externa e interna, no funcionan en Brucella (por sus características estructurales). No se 

conocen protocolos que permitan separar la membrana interna de la externa de Brucella. A 

continuación se detalla la obtención de membranas totales a las que luego se las sometió a un fuerte 

proceso de desnaturalización y posterior análisis por SDS-PAGE y Western blot. Estos protocolos 

son una adaptación de otros previamente descriptos (289): 

1) Se cultivaron las bacterias hasta alcanzar la DO600 deseada. 

2) Las bacterias fueron cosechadas por centrifugación (7.000 rpm 10 min). 

3) Las bacterias fueron resuspendidas en 1 ml de Tris HCl 20 mM pH8, PMSF 1 mM. 
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4) Se rompieron las células utilizando un PreCellys (Bertin Technologies), para lo cual se 

realizaron tres sesiones a máxima potencia, de 30 seg cada una. Entre cada ronda se incubaron 

las bacterias en hielo. A partir de paso fue crítico mantener las muestras en frío. 

5) Las células se centrifugaron a 7.000 rpm durante 10 min a 4ºC. 

6) Luego de pasar el SN a un tubo nuevo, se agregó 1 ml de Tris HCl 20 mM, PMSF 1 mM. 

7) La mezcla se ultracentrifugó a 45.000 rpm durante una hora y media, a 4ºC, en un rotor 

previamente enfriado. El SN correspondió a las proteínas citoplasmáticas solubles, y el pellet a 

las membranas totales. 
 

A continuación se detalla el fuerte proceso de desnaturalización, durante el cual ya no fue    

necesario mantener las muestras en frío. 

8) Se resuspendió el pellet en 1.2 ml de Hepes 20mM, 1% sarcosil y se incubó por 30 min a temp 

amb. 

9) La mezcla se ultracentrifugó a 45.000 rpm durante 1 ½ hs a 4ºC. Luego se descartó el SN. 

10) El pellet fue resuspendido en 600 µl de Hepes 20 mM. 

11) Luego de agregar 1.4 ml de ácido fórmico se incubó la mezcla ON a temperatura ambiente 

(protegida de la luz). 

12) Se agregaron 1-9 ml de H2O y se transvasó la mezcla a un tubo corex de vidrio. 

13) La muestra fue liofilizada. 

14) El liofilizado fue resuspendido en cracking buffer.  

Las muestras resuspendidas en cracking buffer se conservaron a -20ºC. Antes de realizar la 

electroforesis, se calentó la muestra a 99ºC 5 min. 
 

En los casos en que se obtuvieron las proteínas totales, se siguió el mismo protocolo hasta 

el punto 5, en el cual se tomó al producto de la centrifugación como proteínas totales. 
 

8.2 Obtención de fracciones sub-celulares de E. coli 

Con el fin de separar las fracciones subcelulares de E. coli el protocolo utilizado fue el siguiente: 

1) Las bacterias fueron cultivadas hasta alcanzar la DO600 deseada. 

2) Las células fueron cosechadas por centrifugación (12.000 rpm 15 min,  a temperatura ambiente). 

3) Se resuspendieron las células en 4 ml de Tris HCl 20 mM pH8, PMSF 1 mM. 

4) Se rompieron las bacterias utilizando un PreCellys (Bertin Technologies). Para ello se realizaron 

tres sesiones de ruptura a máxima potencia, de 30 seg cada una. Entre cada ronda se incubaron 

las bacterias en hielo. A partir de este paso fue crítico mantener las muestras en frío. 

5) Se centrifugó la mezcla (5.000 rpm 15 min, a 4ºC). 
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Solución Stock Gel corrida 12%Stacking gel

H2Odd 1.65 ml 0.78 ml

Tris HCl 1.5M pH 8.8 1.25 ml -
Tris HCl 0.25M pH 6.8 - 1.25 ml
Acrilamida:bisacrilamida* 2 ml 0.425 ml
SDS 20% 25 µl 12,5 µl
TEMED 3.5 µl 3 µl
APS 10% 50 µl 30 µl

Volumen final 5 ml 2,5 ml

6) Se transfirió el SN a un tubo nuevo y se lo centrifugó (12.000 rpm 15 min, a 4ºC). El pellet 

corresponde a los cuerpos de inclusión. Se lo resuspendió con Tris HCl 20 mM pH8. 

7) Se transfirió el SN a un tubo nuevo y se lo ultracentrifugó (45.000 rpm durante una hora, a 4ºC). 

El SN corresponde a las proteínas citoplasmáticas solubles; y el pellet a membranas totales, las 

cuales se resuspendieron en Tris HCl 20 mM. 

Todas las fracciones se conservaron a -20ºC. 

 

9. Electroforesis de proteínas 

9.1 Geles desnaturalizantes tradicionales 

Las muestras fueron resuspendidas en buffer de siembra (290) y calentadas a 99º C por 5 

min. Luego fueron sometidas a electroforesis en gel discontinuo (290) de poliacrilamida 12% con 

SDS (desnaturalizante), cuya composición se describe a continuación (Tabla 7): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 7. Composición de geles discontinuos 

desnaturalizantes de poliacrilamida. 

* Acrilamida: bisacrilamida 30% (p/v) 

(29.2:0.8) 

 

 

Buffer de corrida 10X: 30.3 gr de Tris; 144 gr de glicina, 10 gr SDS. Llevar a 1 litro con agua 
 

9.2 Geles desnaturalizantes con Tricina 

Con el fin de resolver bien proteínas de pequeño tamaño se realizaron electroforesis en gel 

discontinuo con tricina y SDS (desnaturalizante) (291). Estos geles permiten obtener una mejor 

resolución de proteínas con peso molecular menor a 100 kDa. El buffer de siembra utilizado fue el 

mismo que con los geles desnaturalizantes tradicionales. En la tabla 8 se encuentra la composición 

de este tipo de geles. 
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Solución Stock Gel corrida 10%Stacking gel

H2O milliQ 1.115 ml 1. 9 ml

Tris HCl 3 M pH 8.5 1.66 ml -
Tris HCl 0.4 M pH 7.5 - 0.775 ml
Acrilamida:bisacrilamida* 1 ml 0.25 ml
Glicerol 0.66 ml -
SDS 10% 50 µl 30 µl
TEMED 2.5 µl 2 µl
APS 10% 25 µl 40 µl

Volumen final 5 ml 2,5 ml

Solución Stock Gel corrida 10%Stacking gel

H2Odd 2.42 ml 2.42 ml

Tris HCl 1.5M pH 8.8 1.5 ml -
Tris HCl 0.5M pH 6.8 - 1 ml
Acrilamida:bisacrilamida* 2 ml 0.5 ml
TEMED 3 µl 3 µl
APS 10% 75 µl 75 µl

Volumen final aprox. 6 ml 4 ml

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 8. Composición de geles 

discontinuos desnaturalizantes de 

poliacrilamida con Tricina. 

* Acrilamida: bisacrilamida 30% (p/v) 

(29.2:0.8) 

 

 
 

Buffer de corrida anódico 1 X: Tris-HCl 0.2 M pH 8.9 

Buffer de corrida catódico 1 X: Tris 0.1 M; Tricina 0.1M; SDS 0.1%.No es necesario ajustar el pH 
 

9.3 Geles semi-nativos 

La separación de proteínas en geles semi-nativos fue realizada basándose en protocolos 

preexistentes (290). Brevemente a las muestras se les adicionó un volumen de buffer de siembra 

apropiado (buffer 2X: Tris 20 mM pH8.0; EDTA 2 mM pH 8.0; sacarosa 40%; azul de bromofenol 

0.02%). En el caso de muestras de E. coli  se agregó 0.05% de SDS, y para Brucella 0.1%; luego se 

las incubó durante unos minutos en hielo y se las sometió a electroforesis en gel discontinuo semi-

nativo, cuya composición se describe en la tabla 9. Cabe destacar que ni el buffer de corrida ni el 

gel contienen SDS. La electroforesis se llevó a cabo con la cuba inmersa en hielo, de modo que ésta 

se desarrolle a baja temperatura. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 9. Composición de geles 

discontinuos semi-nativos de 

poliacrilamida. 

* Acrilamida: bisacrilamida  (29:1) 

 

 
 

Buffer de corrida 1X: 3 gr de Tris, 14.4 gr de glicina. Llevar a 1 litro con agua. No hace falta 

ajustar el pH; se recomienda preparar en el momento. 
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10. Obtención de anticuerpos policlonales 

10.1 Obtención de los péptidos inyectados. 

Se generaron anticuerpos policlonales anti-BtaE, anti-BtaF y anti-MapA. En cada caso se 

clonó y purificó una porción de la proteína de interés con la cual se inmunizaron ratones. En el caso 

de los autotransportadores, se clonaron porciones del dominio pasajero. En la tabla 10 se detallan 

los oligonucléotidos utilizados para cada gen, la longitud del segmento clonado y el vector 

utilizado. En el extremo 5´de cada uno de los oligos forward se agregó la secuencia de 

reconocimiento para la enzima de restricción NdeI (y dos bases extra al azar, en el 5`), mientras 

que al 5`de los oligos reverse se les adicionó la secuencia de reconocimiento de la enzima SalI (y 

otras dos bases al azar, en el extremo 5´). Esto permitió el clonado de los fragmentos amplificados 

en plásmidos de la familia pET utilizando los sitios de restricción para las enzimas NdeI y SalI, 

respetando el marco de lectura original de los insertos. De este modo se obtuvieron los plásmidos 

pAcMapA, pAcBtaE y pAcBtaF. Las construcciones se confirmaron por miniprep seguida de 

digestión y análisis del patrón obtenido y por PCR. Además por secuenciación de cada 

construcción se confirmó que las secuencias clonadas no tuvieran errores. 
 

 

Tabla 10. Construcciones utilizadas para generar péptidos utilizados en la obtención de anticuerpos. 

Se detalla para cada gen, los oligonucleótidos utilizados para amplificar el fragmento de interés, el tamaño del 

mismo, el vector en el que se lo clonó; y finalmente el plásmido obtenido. 
 

Con cada uno de los plásmidos obtenidos (pAcXXX) se transformó E. coli BL21, se puso a 

punto la concentración de IPTG en la que el péptido de interés se sobreexpresó y se determinó la 

localización sub-celular de cada uno de los péptidos. En cada caso se confirmó la identidad del 

péptido mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-HisTag ya que los péptidos tienen 

fusionados dicho tag. Luego se procedió a la purificación de cada péptido y a la inoculación de 

ratones. La purificación de los péptidos fue compleja ya que éstos formaron grandes agregados, lo 

cual dificultó su separación por tamaño. En el caso del péptido derivado de BtaE, la purificación se 

realizó a partir de la fracción correspondiente a proteínas citoplasmáticas solubles y se realizó 

mediante HPLC (Cromatografía liquida a alta presión). El primer lugar se utilizó una columna de 

Níquel (IMAC) y luego dos columnas que resuelven en función del tamaño: S-75 y S-200. En la 

primer inoculación de ratones se adicionó a la muestra adyuvante completo, mientras que en las 

demás se utilizó adyuvante incompleto. 

Gen Región amplificada (pb) Vector Plásmido obtenido
mapA AcF_MapA AcR_MapA 720 pET22 b pAcMapA
btaE AcF_BtaE AcR_BtaE 654 pET28 a pAcBtaE
btaF AcF_BtaF AcR_BtaF 456 pET28 a pAcBtaF

Oligonucleótidos
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En el caso de BtaF se trató de purificar el péptido utilizando HPLC con columna de níquel; 

sin embargo la unión del péptido a la columna no fue eficiente a pesar de tener en su extremo N-

terminal el HisTag. Es por eso que se utilizó un método alternativo, que consistió en lavar los 

cuerpos de inclusión y luego separar las proteínas mediante SDS-PAGE. Para el lavado de los 

cuerpos de inclusión el protocolo utilizado fue el siguiente: 

1) Se resuspendió el pellet correspondiente a la fracción que contiene los cuerpos de inclusión en  

    buffer con Tritón X-100 0.5%, EDTA 10mM, 1 mM PMSF.  

2) La muestra fue incubada durante 10 min a temperatura ambiente con agitación. 

3) La preparación fue centrifugada (12.000 rpm durante 10 min).  

4) El pellet fue resuspendido en agua centrifugado nuevamente (12.000 rpm durante 20 min).  

5) El lavado con agua se repitió otras 2 veces (en total fueron 3 lavados). 
 

De este modo se obtuvieron el pellet correspondiente a los cuerpos de inclusión más 

limpios y fracciones correspondientes a los lavados (SN corresponde al sobrenadante del punto 3, 

mientras que los sobrenadantes obtenidos en los 3 lavados con agua se denominaron Snp1 al Snp3). 

Se tomaron las fracciones que contenían mayoritariamente al péptido de interés que fueron los 

sobrenadantes de los pasos de lavado (SN y Snp1-3). Salvo la fracción SN que contenía una alta 

concentración de Tritón X-100, se concentraron los demás sobrenadantes. Las fracciones fueron 

sometidas a una separación en SDS-PAGE en gel 10% de calles anchas. Luego el gel fue sometido 

a un proceso de crosslinking incubándolo 40 minutos en glutaraldehido 2%, se lo lavó con 

abundante agua y se lo enjuagó ON. Al otro día se tiñó el gel y se lo volvió a enjuagar con 

abundante H2O, de modo de poder visualizar las bandas de las proteínas y lavar posibles residuos 

de ácido acético utilizado para desteñir el gel. Finalmente, se cortó en cada gel la banda de interés, 

la cual fue liofilizada y conservada a -20ºC. Por otro lado se estimó la concentración del péptido en 

la fracción sometida a SDS-PAGE, corriendo una alícuota en un gel en el que se corrieron también 

distintas concentraciones conocidas de BSA. Luego, utilizando el programa ImageJ y comparando 

las intensidades de las bandas se estimó la concentración del péptido en la alícuota. Teniendo en 

cuenta la concentración y el volumen sembrado en el gel, se estimó la masa del péptido recuperada 

en las bandas cortadas. Al momento de cada inoculación, la cantidad adecuada de liofilizado fue 

resuspendida en PBS estéril, agregando en la primer inoculación adyuvante incompleto; dado el 

carácter inmunógenico de la poliacrilamida de la propia muestra no fue necesario utilizar 

adyuvante completo. En las demás inoculaciones no se agregó ningún adyuvante. El uso de 

proteínas obtenidas como bandas a partir de geles SDS-PAGE es muy útil cuando, como ocurrió en 

este caso, la purificación de la proteína es compleja mediante otros métodos (292). Además, esta 
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técnica aumenta la respuesta inmune, ya que la poliacrilamida ayuda a retener el antígeno en el 

animal, actuando como adyuvante (293).  

 Por último, en el caso de MapA, el péptido se purificó por HPLC a partir de proteínas 

citoplasmáticas solubles, utilizando una columna de níquel y luego una columna S-75. Dado que la 

separación por tamaño no fue eficiente, se utilizó un método similar al utilizado para purificar el 

péptido derivado de BtaF. La fracción obtenida luego de la separación en la columna S-75 que 

contenía mayoritariamente al péptido, fue sometida a SDS-PAGE en gel de calles anchas. De este 

modo se separaron las proteínas, se cortó la banda del gel que correspondía al péptido derivado de 

MapA. Esta banda de gel fue liofilizada y utilizada del mismo modo que la banda que contenía al 

péptido derivado de BtaF, para la inoculación de ratones. 

En todas las inoculaciones, los ratones utilizados fueron machos C57 de 6 semanas; en 

cada inoculación, se inyectaron 25 µg de antígeno. Para BtaE se utilizaron 10 ratones, mientras que 

para las otras dos proteínas se utilizaron 5 ratones. El esquema de inmunización y la manipulación 

de los animales fueron llevados a cabo por personal entrenado del bioterio de la FIL. Los 

procedimientos realizados con animales fueron llevados a cabo de acuerdo a las regulaciones del 

Instituto así también como a las regulaciones gubernamentales, de modo de provocarles el menor 

sufrimiento posible. 
 

10.2 Esquema de inmunización (por ratón). 

Se realizaron tres inmunizaciones de 0.2 ml cada una (con un intervalo de nueve a doce 

días entre una y otra), la primera intraperitoneal; y las siguientes subcutáneas. Quince días después 

de la tercer inoculación se realizó el sangrado total de los ratones. Todas las extracciones de sangre 

incluyendo una previa a la primer inoculación para obtener suero pre-inmune, se efectuaron con los 

ratones anestesiados con ketamina y xilacina (80 mg/kg y 5-10 mg/kg respectivamente).  
 

10.3 Obtención del suero a partir de la sangre. 

La sangre extraída de los ratones se incubó 1 h a 37ºC y luego ON a 4ºC para permitir la 

formación de coágulos. Luego se centrifugó a 3.000 rpm durante 10 min para separar los glóbulos 

rojos que no fueron incluidos en los coágulos y se transfirió el SN (que corresponde al suero) a 

varios tubos limpios y estériles. La especificidad del antisuero fue evaluada mediante Western blot. 

Las alícuotas se conservaron a -20ºC. 
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11. Western blot 

A continuación se describe brevemente el protocolo utilizado para los Western blot:  

1) Se transfirieron las proteínas previamente separadas mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida a una membrana PDVF (Hydrophobic polyvinylidene difluoride, GE Healthcare). 

2) Se bloqueó la membrana incubándola en TBS 5% leche descremada (p/v), ON a 4ºC con 

agitación.  

3) Se incubó la membrana con el anticuerpo primario (dilución adecuada, en TBS- leche 5%) 

durante 2 hs, a temp ambiente con agitación suave. 

4) La membrana fue lavada 3 veces con TBS 0.05% Tween (cada lavado tuvo una duración de 5-10 

min). 

5) La membrana se incubó con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado a peroxidasa de 

rabanito (1:30.000 en TBS- leche 5%; de Santa Cruz) durante 1 h, a temp ambiente con 

agitación suave.  

6) La membrana fue lavada 2 veces con TBS 0.05% Tween  (cada lavado tuvo una duración de 5-

10 min) 

7) La membrana fue lavada una vez con TBS (el lavado tuvo una duración de 5-10 min).  

8) La membrana fue revelada con ECL Plus (Amersham). 
 

Los antisueros fueron preadsorbidos. Para ello en el caso de muestras de E. coli  se 

utilizaron extractos de E. coli portando los vectores pET28 o pET22 vacíos y en el caso de Brucella 

se utilizaron extractos totales de la doble mutante B. suis ΔbtaEΔbtaF o de la mutante mapA. En el 

caso de los anticuerpos anti-MapA, éstos fueron preadsorbidos utilizando al mismo tiempo 

extractos totales de la mutante mapA y de E. coli transformada con pET22 vacío. 

 

12. Obtención de mutantes en B. suis y sus respectivas cepas complementadas 

12.1 Obtención de las cepas mutantes 

Con el fin de obtener mutantes por deleción de cada uno de los distintos genes, en cada 

caso se amplificaron las regiones río arriba y abajo de los genes, utilizando oligonucleótidos 

específicos. En la figura 11A se puede observar un esquema representativo (sección I.1. de 

Resultados). Para amplificar dichas regiones, se utilizaron oligos que tienen adicionado en su 5´ 

secuencias de reconocimiento de enzimas de restricción. La secuencia de restricción del oligo 

reverse de la región río arriba (representado en el esquema como KoGenX_R1) y la del forward de 

la región río abajo (KoGenX_F2) es la misma, comparten la enzima de restricción que los reconoce 

(BamHI en el caso de mapA, y PstI en los casos de btaE y btaF). Esto permitió ligar los dos 
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fragmentos amplificados entre sí, obteniendo un nuevo fragmento compuesto por las regiones río 

abajo y arriba de cada gen. Este fragmento fue clonado en el vector pK18mobsacB (268), 

utilizando las enzimas de restricción adicionadas por los oligos de los extremos (en el esquema: 

KoGenX_F1 y KoGenX_R2), obteniendose los plásmidos pΔmapA, pΔbtaE y pΔbtaF. En todos 

los casos se confirmó que la secuencia del inserto no presentara errores mediante secuenciación. Es 

importante destacar que el origen de replicación de estos plásmidos no es funcional en Brucella. En 

la Tabla 11 se encuentra el detalle de los oligonucleótidos utilizados en cada caso para amplificar 

las regiones río arriba y abajo de cada gen, los tamaños de los productos amplificados y los 

plásmidos obtenidos, con los cuales se generaron cada una de las mutantes. 

 

Tabla 11. Detalles de la construcción de los plásmidos utilizados para la obtención de mutantes por deleción. 
 

Para obtener las cepas mutantes, los plásmidos fueron introducidos en B. suis por 

electroporación o conjugación biparental (empleando al cepa S17 de E. coli como dadora) y luego  

se seleccionaron los eventos de simple recombinación al cromosoma, plaqueando las bacterias en 

TA kanamicina (resistencia provista por el plásmido). Los eventos de recombinación fueron 

confirmados por colony-PCR. Luego, una colonia simple recombinante fue inoculada en medio 

TSB (sin antibiótico) y cultivada 16 horas a 37ºC. Se seleccionaron colonias dobles recombinantes 

plaqueando en TSA sacarosa 10%. Se confirmó que los clones resistentes a sacarosa fuesen 

sensibles a kanamicina. Los clones dobles recombinantes se confirmaron por colony-PCR. Para 

esto se utilizaron dos pares de oligos:  

 Uno de los oligos utilizados en la obtención de la mutante junto con un oligo interno del gen. 

En este caso se espera que ocurra amplificación únicamente en presencia del gen silvestre ya que el 

oligo interno no puede aparearse en presencia de una copia del gen delecionada. 

 Los oligos F1 y R2 utilizados en la obtención de la mutante. Con esta combinación de oligos 

la presencia del gen silvestre da lugar a la amplificación de un producto de mayor longitud que en 

el caso de la versión delecionada.  

El detalle de los oligonucleótidos utilizados para discernir si las colonias dobles recombinantes 

eran cepas con el gen delecionado, o si tenían el genotipo silvestre se encuentra en la Tabla 12. 
 

Gen Plásmido 
pb amplificadas pb amplificadas obtenido

mapA KoMapA_F1 KoMapA_R1 306 KoMapA_F2 KoMapA_R2 391 pΔmapA
btaE KoBtaE_F1 KoBtaE_R1 463 KoBtaE_F2 KoBtaE_R2 332 pΔbtaE
btaF KoBtaF_F1 KoBtaF_R1 371 KoBtaF_F2 KoBtaF_R2 379 pΔbtaF

Oligonucleótidos Oligonucleótidos
Región río abajo Región río arriba
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Gen pb amplificadas
mapA RtMapA_F RtMapA_R 146
btaE AcF_BtaE BtaE_Int 224
btaF RtBtaF_L RtBtaF_R 134

Oligonucleótidos

 

Tabla 12. Oligonucleótidos utilizados para discernir entre dobles recombinantes con el gen delecionado o silvestre. 

Para cada gen se indican los dos pares de oligonucleótidos utilizados, y para cada par se detalla la cantidad de pb 

amplificadas (pb amplificadas) en presencia de la versión silvestre o delecionada (mutante) del gen. 
 

Por otro lado, mediante RT-PCR (ver sección 7.4.) se pudo evaluar la transcripción de cada 

uno de los gens. En la tabla 13 se indican los oligonucleótidos utilizados, y el tamaño esperado de 

las regiones amplificadas.  

 

 

 

 

Tabla 13. Oligonucleótidos utilizados para confirmar 

las mutaciones mediante RT-PCR.  

En cada caso se indica la cantidad de pb 

amplificadas (pb amplificadas). 
 

En el caso de la obtención de la doble mutante (ΔbtaEΔbtaF) el procedimiento fue el 

mismo que para las simples mutantes, con la diferencia que en lugar de partir de la cepa silvestre de 

B. suis, la deleción de btaF se generó partiendo de la mutante en btaE. 
 

12.2 Obtención de las cepas complementadas 

Se clonó cada uno de los genes junto con la región flanqueante que se encuentra río arriba 

del gen en el plásmido pBBR1MCS (270). Este es un plásmido de número medio de copias, con un 

origen de replicación funcional en Brucella. En la tabla 14 se encuentra el detalle de los 

oligonucleótidos utilizados, el tamaño de la región amplificada, y el plásmido obtenido en cada 

caso. Así, se obtuvieron los plásmidos pBBRmapA, pBBRbtaE y pBBRbtaF. En todos los casos se 

secuenció el inserto de modo de corroborar que la secuencia fuese exactamente la misma que la 

secuencia genómica.  

 
Tabla 14. Construcción de los plásmidos utilizados para obtener las cepas complementadas.  

En cada caso se indican los oligonucleótidos utilizados, la cantidad de pb amplificadas (pb amplificadas) y el 

plásmido obtenido. 

Los plásmidos fueron introducidos en las distintas cepas de B. suis mutantes,  por 

conjugación biparental (empleando la cepa S17 de E. coli como dadora). Se seleccionaron los 

clones de Brucella transformadas plaqueando en medio TSA con ácido nalidíxico (selección de B. 

Gen
Silvestre Mutante Silvestre Mutante

mapA KoMapA_F1 MapA_Int 537 - KoMapA_F1 KoMapA_R2 5370 697
btaE KoBtaE_F1 BtaE_Int 780 - KoBtaE_F1 KoBtaE_R2 3066 795
btaF KoBtaF_R2 BtaF_Int 656 - KoBtaF_F1 KoBtaF_R2 1618 750

Oligonucleótidospb amplificadas pb amplificadasOligonucleótidos

Gen pb amplificadas Plásmido 
mapA MapA_F MapA_R 5284 pBBRmapA
btaE BtaE_F BtaE_R 2839 pBBRbtaE
btaF BtaF_F BtaF_R 1645 pBBRbtaF

Oligonucleótidos
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suis) y cloranfenicol (resistencia provista por el plásmido). Lo esperado es que estos clones porten 

tanto la versión delecionada del gen (en el cromosoma) como el gen silvestre (en el plásmido). Para 

confirmar esto, se realizó colony-PCR utilizando los mismos 2 pares de oligos utilizados para 

confirmar las mutantes (Tabla 12).  

 

13. Expresión heteróloga en E. coli 

Se realizaron ensayos de expresión heteróloga similares a estudios realizados 

previamente por otros autores en otras especies bacterianas (209). Esta estrategia se basa en la 

expresión de cada uno de los genes de forma heteróloga en una cepa de E. coli que no es adherente 

ni invasiva (CC118, derivada de la cepa K12). Para ello se transformó esta cepa con los plásmidos 

pBBRbtaE y pBBRbtaF. La primer estrategia para llevar a cabo esta transformación fue la  

electroporación. Sin embargo por algún motivo que se desconoce, al preparar células 

electrocompetentes de esta cepa, éstas mostraron un cambio en la capacidad de swimming y 

swarming que no se revertía luego de la electroporación. Entonces para transformar esta cepa se 

decidió hacerlo por shock térmico. De este modo se obtuvieron las cepas E. coli pBBRbtaE y E. 

coli pBBRbtaF. 

 

14. Análisis de la envoltura celular de Brucella 

14.1 Disociación y test de aglutinación en acriflavina 

Los cultivos de B. suis cultivados in vitro pueden sufrir espontáneamente variaciones en 

su morfología en el antígeno O de su LPS mediante un proceso denominado disociación (ver 

sección 2.2.a. de la Introducción) (294). Para detectar si un cultivo sufrió disociación existen 

distintos protocolos, el utilizado en esta tesis es el que se describe a continuación (294): 

1) Se dispuso en un tubo transparente, 1 ml de solución de acriflavina 0.1% p/v. 

2) Se picó una colonia y se emulsionó en la solución de acriflavina.  

3) Luego se observó el comportamiento de la suspensión. Se ha descripto que las cepas lisas se 

emulsionan fácilmente y producen una suspensión homogénea de células que se encuentran bajo 

movimiento browniano. En cambio las cepas rugosas son difíciles de emulsionar y/o se 

aglutinan inmediatamente. 
 

En los análisis se incluyeron las cepas silvestre de B. suis y de B.ovis a modo de controles de cepas 

lisa y rugosa, respectivamente. 
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14.2 Tolerancia a distintos compuestos 

Se evaluó la supervivencia de Brucella al incubarla con distintos compuestos. Los 

compuestos analizados y las concentraciones finales utilizadas fueron: Tritón X-100 0.1%, SDS 

0.1%, EDTA 200 µg/ml, DOC 0.1% y polimixina B. En el caso de la polimixina B se utilizaron 

distintas concentraciones de modo de poder construir una curva; estas concentraciones fueron: 0, 

10, 50, 100 y 500 unidades/ml. El protocolo utilizado para evaluar las tolerancias fue el siguiente: 

1) Se cultivaron las bacterias ON a 37ºC, con agitación. 

2) Las células se cosecharon por centrifugación (5.000 rpm 5 min) y se lavaron con buffer fosfato. 

3) Se realizó una dilución de las bacterias en el mismo buffer de modo de obtener 4 x 105 u.f.c/ml.  

4) Se agregaron a pocillos de una placa de 96 wells (CELLSTAR®, Greiner Bio-one; Cat no 655 

180) 100 µl de la suspensión bacteriana y 100 µl de cada uno de los compuestos ó buffer (control).  

5) Se incubó la placa sin agitación a 37ºC (durante 20 min en los casos del Triton X-100 y DOC, 1 

h para EDTA y polimixina B y 3 hs en el caso de EDTA).  

6) Se realizaron diluciones seriadas en PBS estéril. Se realizó un recuento en placa de la cantidad 

de bacterias viables.  
 

En el caso de la evaluación de la tolerancia a polimixina B, se incluyeron en el análisis a 

E.coli y B. abortus como controles adicionales de cepas sensible y resistente, respectivamente. 

Cada cepa se evaluó con cada compuesto por duplicado o triplicado. Los resultados se expresaron 

como porcentaje de u.f.c sobrevivientes. 
 

14.3. Hiperpermeabilidad 

Para evaluar la posibilidad de que por alguna alteración en la superficie bacteriana, alguna 

cepa se haya tornado hiperpermeable, se realizó un ensayo de tolerancia a lisozima (295). Para ello: 

1) Se cultivaron las bacterias hasta llegar a la OD deseada. 

2) Se tomaron 700 µl - 1 ml de cultivo, y se cosecharon las células por centrifugación (5 min a 

5.000 rpm). 

3) Las células fueron resuspendidas en una solución de lisozima 2 µg/ml en 0.05M de Tris 

Clorhídrico (pH 8.0 a 22ºC).  

4) Rápidamente se dispuso la suspensión en una cubeta y se midió la absorbancia cada 5 ó 10 

segundos, a lo largo de algunos minutos. 
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15. Adhesión in vitro 

15.1 Adhesión bacteria-bacteria (autoagregación) 

Al estudiar la autoagregación en E. coli  se utilizó un protocolo clásico el cual se describe a 

continuación, o el protocolo desarrollado para Brucella que se describe luego: 

1) Se cultivaron las bacterias en medio adecuado, ON a 37ºC. 

2) Se realizó una dilución en medio fresco (1:100) en tubos idénticos entre sí, y se cultivaron ON a 

37ºC, con agitación.  

3) Luego los cultivos se agitaron vigorosamente y se los dejó en reposo sobre una superficie plana. 

Se marcó un punto del tubo (por ejemplo 4 cm por encima del fondo), y se lo mantuvo durante 

varias horas en el mismo lugar, sin agitación, a temperatura ambiente. Con cuidado y utilizando 

una micropipeta, a distintos tiempos se tomaron 100 µl del cultivo a la altura de la marca del 

tubo. Luego se realizó una dilución en H2O y se midió la DO600. 

4) Se graficó la DO600nm en función del tiempo. 
 

Para B. suis se utilizó el siguiente protocolo: 

1) Se cultivaron las bacterias ON, a 37ºC. 

2) Se realizó una dilución de las bacterias en medio fresco (1:100) en tubos idénticos entre sí, y se 

cultivaron ON a 37ºC con agitación.  

3) Luego se agitaron los cultivos vigorosamente y se los dejó en reposo sobre una superficie plana. 

Se los mantuvo a temp ambiente, sin agitación, durante varios días. A distintos tiempos se 

tomaron fotografías y se calculó el porcentaje del medio de cultivo (en altura) que contenía 

células en suspensión (proporción opaca). 

4) Se graficó la proporción del tubo opaca en función del tiempo. 
 

15.2 Adhesión a superficies abióticas (biofilm) 

La adhesión bacteriana a distintas superficies abióticas (placas de poliestireno como 

modelo de soporte hidrofóbico, y cubreobjetos de vidrio como modelo hidrofílico) se midió por el 

método de Cristal violeta. Brevemente el protocolo utilizado, en el caso de las placas de 

poliestireno fue el siguiente: 

1) Se cultivaron las bacterias ON a 37ºC, con agitación. 

2) Se realizó una dilución 1:1000 del cultivo, de la cual se dispusieron 150 µl en cada pocillo de 

una placa de poliestireno multiwell de 96 pocillos (Cellstar, Greiner Bio One). Se selló la placa 

por fuera con parafilm de modo de desfavorecer la evaporación del medio de cultivo. 

3) Se cultivaron las bacterias a 37ºC ON, con agitación 

4) Los pocillos fueron lavados 3 veces cuidadosamente, con NaCl 0.9%. 
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5) En cada pocillo se agregaron 150 µl de Cristal violeta 0.1% (Acros Organics, Geel, Belgium; 

disuelto en H2O) y se incubaron durante 15 minutos a temperatura amiente, protegidos de la luz. 

6) Los pocillos fueron lavados 3 veces con NaCl 0.9%. 

7) Se agregaron 150 µl de etanol absoluto por pocillo. 

8) El líquido de cada pocillo fue mezclado con una micropipeta, y se lo transvasó a uno de una 

placa nueva. 

9) Se midió la absorbancia a Ȝ= 595 o 570 nm. Para ello se utilizó un lector de microplaca DTX 

880 multimode detector, Beckman Coulter. Para cada cepa el ensayo se realizó por octuplicado.  
 

En caso de la adhesión a vidrio, el protocolo fue similar; con la diferencia de que la 

dilución 1:1000 se cultivó en tubos de ensayo limpios y estériles que tenían en su interior un trozo 

de cubreobjetos. Mediante tinción con Cristal violeta se evaluó la biomasa bacteriana adherida a 

esos trozos de vidrio, adaptando a tal fin el protocolo anterior. 
 

15.3 Adhesión a componentes de la matriz extracelular 

Se evaluó la adhesión bacteriana a componentes de la matriz extracelular y a fetuína en 

base al protocolo descripto previamente (296) que fue adaptado a las necesidades de este trabajo. 

Los componentes evaluados fueron: colágeno tipo I, fetuina, fibronectina y ácido hialurónico. Para 

ello: 

1) Se realizaron diluciones de los distintos compuestos (0.1 mg/ml), en PBS. 

2) Se dispusieron 50 µl por pocillo de cada sustrato (por triplicado) en una placa muliwell, y se la 

incubó ON a 4ºC sin agitación. 

3) Las bacterias previamente cultivadas ON fueron lavadas con PBS estéril. 

4) Las bacterias se resuspendieron en PBS estéril de modo de obtener 1 x 109 u.f.c/ml (DO600=0.2 

en el caso de Brucella y DO600=1 en el caso de E. coli). 

5) La placa fue lavada 3 veces con PBS estéril. 

6) Se agregaron 50 µl de la suspensión bacteriana, por pocillo. 

7) La placa fue incubada 3 hs a 37ºC, sin agitación. 

8) Se lavaron 3 veces los pocillos con PBS estéril. 

9) Para despegar las bacterias adheridas se agregaron 50 µl de Tripsina-EDTA (Tripsina 

0.05%(Gibco), EDTA 0.5%(USB)) por pocillo, y se incubó la placa 10 min a 37ºC.  

10) Se plaquearon diluciones en medios semi-sólidos con los antibióticos adecuados de modo de 

determinar el número de u.f.c recuperadas. 
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Los datos se expresaron como el porcentaje de bacterias incubadas que permanecieron 

adheridas a cada compuesto, referidos a la cepa control (E. coli pBBR1MCS o B. suis wt, según 

corresponda). 

 

16. Líneas celulares  

Para los ensayos de infección se utilizaron células HeLa (ATCC® ccl-2), A549 (ATCC 

CCL185, obtenida a partir de epitelio pulmonar humano) y la línea derivada de macrófagos 

murinos J774.A1 (ATCC® tib-67). Las células HeLa y A549 se cultivaron en medio DMEM 

(Gibco Invitrogen Cell Culture) suplementado con 2 mM glutamina (Sigma-Aldrich), 10% de suero 

fetal bovino (SFB, Natocor Argentina) en presencia de 100 unidades/ml de penicilina, 100 µg/ml 

de estreptomicina y 0.025 µg/ml de Fungizone® (GIBCO Antibiótico - antimicótico, Cat N 15240-

096). Los macrófagos J774 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen Cell Culture) 

suplementado con 2mM glutamina, 10% de SFB, en presencia de la misma combinación de 

antibióticos y antimicóticos que en el caso anterior. Las células se incubaron a 37 °C en una 

atmósfera controlada con 5% de CO2. Para el mantenimiento las células se utilizaron botellas de 25 

o 75 cm2 (Cellstar® greiner bio-one Cat Nº658 175). Todos los ensayos de  infección con las 

diferentes cepas de B. suis se realizaron con células entre el pasaje 4 y 12, contados a partir del 

descongelado de un stock mantenido en nitrógeno líquido. 

 

17. Adhesión a células en cultivo 

17.1 Infección de células eucariotas 

Con el fin de determinar la cantidad de bacterias adheridas y cantidad de bacterias 

invasoras, se realizaron ensayos de infección a células eucariotas. En estos ensayos se utilizó una 

multiplicidad de infección (MOI, por multiplicity of infection) de 100:1. El protocolo utilizado fue 

el siguiente: 

1) Se sembraron en placas de 24 wells (Cellstar® Greiner Bio-one Cat Nº662 160) 5x104 células 

por pocillo (en 1 ml de medio). Se las incubaron ON a 37ºC en atmosfera con 5% CO2 en el 

medio adecuado. 

2) Las células fueron lavadas 2 veces con 1 ml de PBS estéril. 

3) Por otro lado, el volumen necesario de un culivo ON de bacterias, se diluyó en el medio 

adecuado (RPMI o DMEM) sin antibióticos de modo de obtener una suspensión de 1 x 107 

u.f.c/ml. 
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4) Se reemplazó el PBS del lavado de las células por 0.5 ml de la suspensión bacteriana. Se 

inocularon 6 wells por cepa; tres fueron utilizados para  determinar la cantidad de bacterias 

totales asociadas, y los otras tres para determinar las invasoras (tratadas con gentamicina). 

5) Las placas fueron centrifugadas (1.000 rpm 10 min). 

6) Luego las placas fueron incubadas a 37ºC 5% CO2 durante 1 h en el caso de las líneas HeLa y 

A549, y 45 minutos en el caso de la línea J774. 

 

 Para el recuento de bacterias totales asociadas: 

7a) Se lavaron 3 veces los pocillos con 500 µl de PBS estéril. 

8a) A cada pocillo se le agregaron 100 µl de Tritón X-100 0.1% (en H2O). 

9a) La placa se incubó 10 min a 37ºC. 

10a) Luego se realizaron diluciones seriadas del contenido de cada pocillo. 

11a) Se plaquearon las diluciones en placas con el antibiótico adecuado y se realizó el recuento en 

placa (5 gotas de 10 µl para cada dilución de cada pocillo). 
 

 Para el recuento de bacterias invasoras: 

7b) Se cambió el medio de cultivo de las células por medio fresco suplementado con gentamicina 

(20 µg/ml), de modo de matar las bacterias que no lograron invadir las células. 

8b) La placa se incubó 1 h a 37ºC 5%CO2. 

9b) Los pocillos se lavaron 3 veces con 500 µl de PBS estéril. 

10b) A cada pocillo se le agregaron 100 µl de Tritón X-100 0.1% (en H2O). 

11b) Se incubó la placa 10 min a 37ºC. 

12b) Luego se realizaron diluciones seriadas del contenido de cada pocillo. 

13b) Se plaquearon las diluciones en placas con el antibiótico adecuado, y se realizó el recuento en 

placa (5 gotas de 10 µl para cada dilución de cada pocillo). 
 

Por medio de la diferencia entre bacterias totales asociadas e invasoras, se obtuvo el 

número de bacterias adheridas. De todas formas, a tiempos cortos como los utilizados en estos 

ensayos, la cantidad de bacterias invasoras es mínima, con lo cual se podrían despreciar en el 

recuento total. Además se calculó la eficiencia en la invasión como el porcentaje de bacterias 

invasoras, respecto a las adheridas.  

En el caso de la mutante defectiva en MapA, se utilizó una variante a este protocolo; la lisis 

de las células eucariotas en lugar de realizarse con Tritón X-100 se realizó utilizando DOC 0.1%. 
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17.2 Competencia 

Se evaluó la infección de células HeLa coinoculando las células con dos cepas bacterianas. 

A modo de control se infectaron células con la cepa silvestre de Brucella y otros pocillos con la 

cepa mutante. En otra serie de pocillos se coinocularon la cepa silvestre y mutante al mismo 

tiempo, con cantidades equivalentes de bacterias respetando la MOI final (MOI de 50:1 cada cepa, 

MOI final 100:1). El protocolo utilizado fue básicamente el mismo que el descripto en el punto 

anterior, pero las distintas cepas fueron marcadas con distintas resistencias a antibiótico de modo 

de poder determinar para cada una el número de bacterias adheridas e invasoras. La cepa silvestre 

fue transformada con un plásmido derivado de pBBR1MCS-2 que confiere resistencia a 

kanamicina (270) mientras que la mutante se transformó con un plásmido que confiere resistencia a 

cloranfenicol, ambos con el mismo origen de replicación. Al plaquear los lisados celulares que 

contenían las bacterias se utilizaron placas TSA con Kan y también placas con Cam, para así 

determinar las u.f.c/ml de cada cepa. 
 

17.3 Efecto del AH en la adhesión a HeLa 

El protocolo utilizado es el mismo que el descripto en el punto 17.1. con un único paso 

extra: luego de realizar la suspensión bacteriana de cada cepa en el medio de cultivo de las células 

eucariotas (paso 3), la suspensión bacteriana se alicuotó. A cada una de las distintas alícuotas se le 

agregó AH de modo que las concentraciones finales de AH fuesen: 0, 25, 50 y 100 µg/ml y se 

incubaron durante 30 min a 37ºC. Luego, se continuó con el protocolo tal cual está indicado en el 

paso 4 del punto 17.1. Así se determinó para cada cepa y con cada concentración de AH, la 

cantidad de bacterias adheridas e invasoras. 

 

18. Replicación intracelular 

Se realizaron ensayos para evaluar la replicación intracelular de distintas cepas  de Brucella 

tanto en células HeLa como macrófagos. Para ello se realizaron infecciones en las cuales, en el 

caso de HeLa la MOI utilizada fue 1:50, mientras que para macrófagos fue 1:20. A distintos 

tiempos se determinó la cantidad de u.f.c intracelulares. El protocolo fue similar al utilizado 

previamente (262) y similar al utilizado para determinar las bacterias intracelulares (ensayo con 

gentamicina, descripto en el punto 17.1). Hasta el punto 7b; se cambia el medio por uno con 

gentamicina; el resto del protocolo es idéntico con la salvedad que la cantidad de células eucariotas 

sembradas por pocillo fue 104. Luego de 30 minutos de incubación con DMEM/RPMI con 

gentamicina, se vuelve a cambiar el medio por DMEM/RPMI fresco. A partir de ese momento 

(considerado tiempo 0), a distintos tiempos se determinó la cantidad de bacterias invasoras en 
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distintos pocillos (mediante lisado con Tritón X-100, y plaqueo de diluciones seriadas). Cada cepa 

fue analizada por triplicado 
 

Aclaración: en el caso de la mutante mapA, el lisado de las células se realizó con DOC 0.1% en 

lugar de Tritón X-100 0.1%. 

 

19. Microscopia confocal 

19.1 Localización de las adhesinas sobre la superficie bacteriana 

Para marcar las bacterias con proteína verde fluorescente (GFP, del inglés green 

fluorescent protein), las cepas de Brucella fueron transformadas con el plásmido pGFP, que porta 

gfp bajo un promotor constitutivo (excitación a 488 nm, emisión a 509 nm); mientras que las cepas 

de E. coli fueron transformadas con el plásmido pHC60 que también porta gfp bajo un promotor 

constitutivo (269). 

Para detectar la presencia de las adhesinas sobre la superficie bacteriana mediante 

inmunofluorescencia (tanto Brucella como E. coli), el protocolo utilizado fue el siguiente: 

1) Las bacterias marcadas con la proteína fluorescente GFP se cultivaron a 37ºC con agitación, ON. 

2) Se realizó una dilución del cultivo en medio fresco y se la cultivó durante 1 h. 

3) Las células se consecharon por centrifugación (5 min a 5.000 rpm). 

4) Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS. 

5) Las células se fijaron con paraformaldehido 3.7%, durante 15 minutos a 37ºC. 

6) Las células fueron lavadas 2 veces con PBS, y una vez con PBS-1% seroalbúmina bovina 

(BSA).  

7) Las bacterias fueron resuspendidas en 40 µl del anticuerpo primario diluido 1:50 en PBS-BSA 

0.5% e incubadas durante 40 min a temp ambiente, con agitación suave. 

8) Se lavaron las bacterias 3 veces con PBS-BSA 1%.  

9) Las bacterias fueron resuspendidas en 40 µl de anticuerpo anti-ratón conjugado a Cy3 (IgG-Cy3-    

conjugated donkey anti-mouse antibody, Jackson Immuno Research) diluido 1:250 en PBS BSA     

0.5%, y se las incubó durante 40 min, a temperatura ambiente. 

10) Las bacterias fueron lavadas 2 veces con PBS-BSA 1% y una vez con PBS. 

11) Las bacterias fueron resuspendidas en un volumen de PBS.  

12) Se montó una alícuota de la suspensión con Mowiol 4-88 (Calbiochem) en un portaobjetos, o 

sobre un pad de agarosa 1%. Se cubrieron las muestras con un cubreobjetos y se las observó con 

un microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 5 Pascal laser scanning microscope) utilizando un 
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objetivo adecuado (Plan Apochromat 100x/1.4 Oil differential interference contrast objetive 

(DIC)). 
 

19.2 Determinación del polo de Brucella en el cual se encuentran las adhesinas 

Se utilizaron cepas de Brucella transformadas por conjugación biparental con los 

marcadores polares fusionados a proteínas fluorescentes: el marcador de polo viejo PdhS,  

fusionado a eGFP (41); y el marcador de polo nuevo AidB, fusionado a YFP (42). Las 

construcciones fueron gentilmente cedidas por Xavier De Bolle. Una vez obtenidas las cepas de 

Brucella que portan los marcadores de polo, se realizó una inmunofluorescencia utilizando el 

protocolo descripto en el punto anterior (19.1), con la salvedad de que la forma de la bacteria se 

determinó por observación de contraste de fase (y no con GFP). Además en algunos casos junto 

con el anticuerpo secundario se agregó DAPI (4´,6´ diamidino-2-phenylindole) a una concentración 

final de 1 µg/ml, de modo de teñir el ADN lo cual contribuyó en la determinación de la forma de 

las bacterias. Estas muestras fueron observadas con otro microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 

510 Meta laser scanning microscope) utilizando un objetivo Plan-Apochromat 60x/1.4 oil DIC. 
 

19.3 Microscopia confocal de infecciones 

Para poder observar las diferencias en adhesión de otro modo, las células HeLa se 

cultivaron en las mismas placas de 24 pocillos que en los ensayos tradicionales, pero con 

cubreobjetos redondos estériles en el fondo. Se realizaron infecciones con las cepas de Brucella 

marcadas con GFP, siguiendo un protocolo muy similar al se indica en el punto 17.1. La diferencia 

con este protocolo es que en lugar de realizar el lisado de las células eucariotas con Tritón X-100 

(punto 8a), luego de los lavados con PBS, las células se fijaron con paraformaldehido 3.7% 

(incubando a temperatura ambiente durante 20 min.). Luego se lavaron 3 veces nuevamente con 

PBS y se montaron los cubreobjetos (con las células hacia abajo) sobre un portaobjetos con 

Mowiol 4-88 20% (Calbiochem) como protector de la fluorescencia (antifade) y de la muestra. Las 

muestras fueron observadas por microscopia confocal (Carl Zeiss LSM 5 Pascal laser scanning 

microscope) utilizando un objetivo adecuado (Plan Apochromat 100x/1.4 oil differential 

interference contrast (DIC) objetive). 

La observación de la adhesina en bacterias asociadas a HeLa se realizó por 

inmunofluorescencia; el protocolo utilizado fue similar al previamente descripto. Luego de fijar las 

muestras con paraformaldehido y lavarlas con PBS, se realizó la inmunofluorescencia adaptando el 

protocolo descripto. Brevemente: 
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1) Cada cubreobjeto sobre el cual se encuentraban adheridas las células infectadas fue lavado con 

PBS-BSA 1% durante 10 min.  

2) El cubreobjeto fue incubado con el anticuerpo primario 1:50 en PBS-BSA 0.5% durante 1h, a 

temperatura amb. 

3) Luego se los lavó 3 veces con PBS-BSA 1%.  

4) Cada vidrio fue incubado con el anticuerpo anti-ratón conjugado a Cy3 (IgG-Cy3- conjugated 

donkey anti-mouse antibody, Jackson Immuno Research) diluido 1:250 en PBS BSA 0.5%, 

durante 1h a temperatura amb.  

5) Se lavó cada muestra 2 veces con PBS BSA1% y luego una vez con PBS. 

6) Se colocaron 3-4 µl de Mowiol 4-88 (Calbiochem) sobre un porta objetos, y se montó el vidrio 

con las células hacia abajo (quedando inmersas en el Mowiol). 
 

Las muestras fueron observadas por microscopía confocal (Carl Zeiss LSM 5 Pascal laser scanning 

microscope) utilizando un objetivo adecuado (Plan Apochromat 100x/1.4 oil DIC objetive). 

 

20. Microscopía de barrido electrónico 

Se utilizó el servicio de Microscopía Electrónica de Barrido del Museo Argentino de 

Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”, el cual cuenta con un microscopio electrónico de 

barrido marca Philips modelo XL30 TMP New Look. La potencia del sistema del microscopio 

incluye magnificaciones entre 10 y 100.000x. Las muestras observadas fueron cultivos de B. suis 

wt y B. suis ΔmapA, y para ello la preparación de las muestras fue la siguiente: 

1) Se tomaron 200 µl  de los cultivos bacterianos que se dejaron secar sobre el soporte (se probó 

utilizando vidrio y papel whatman). 

2) Se fijaron las muestras incubándolas con paraformaldehido 2.5% durante 15 min, a temp amb. 

3) Se realizaron dos incubaciones seguidas de 10 minutos cada una, sumergiendo la muestra en 

etanol 50%, luego otras dos en etanol 70%, y finalmente otras dos en etanol 90%. 

4) Las muestras fueron conservadas sumergidas en etanol 100% hasta el momento del metalizado. 

5) Las muestras fueron metalizadas con oro-paladio, en un metalizador Termo VG Scientific SC 

7620.  

Una vez finalizada la preparación de las muestras, se observaron en condiciones de alto vacío en el 

microscopio previamente mencionado. 

 

21. Resistencia al complemento 

Para evaluar la resistencia al complemento presente en el suero, se utilizó un protocolo 

adaptado a partir de uno previamente descripto (297). El mismo se detalla a continuación: 
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1) Las bacterias fueron cultivadas hasta una DO600= 0.3-0.5. 

2) A partir de 1-2 ml de cultivo las células fueron cosechadas y lavadas con PBS-MgCl2 5mM. 

3) Las bacterias fueron resuspendidas en 750 µl de PBS-MgCl2 5mM. 

4) Se realizó una dilución de las bacterias en el mismo buffer hasta obtener una DO600= 0.01  

     (equivalente a 1x107 u.f.c/ml en E. coli y 5x107 u.f.c/ml para Brucella). 

5) En cada pocillo de una placa estéril de 96 pocillos, se dispusieron 50 µl de la suspensión 

bacteriana y: 

para Brucella: 50 µl de suero 

para E. coli: 10 µl de suero + 40 µl PBS-MgCl2 5 mM 

A modo de control en algunos pocillos se agregó en lugar de suero, 50 µl del buffer 

6) La placa fue Incubada a 37ºC durante 60 min en el caso de E. coli y 90 min en el caso de 

Brucella.  

7) Se realizaron diluciones seriadas al décimo en PBS estéril y se plaquearon. Luego se determinó 

la cantidad de u.f.c./ml. Para cada cepa se calculó el porcentaje de bacterias sobrevivientes al 

incubarlas con suero, respecto a las bacterias incubadas en buffer (sin suero). Los resultados se 

expresaron relativizados a la cepa control, a la cual se le asignó el 100% (E.coli pBBR1MCS o 

B.suis wt, según corresponda). 
 

A modo de comprobar que la acción bactericida del suero fuera debida al complemento, se 

realizó un control. Para ello se siguió el mismo protocolo mencionado anteriormente incubando 

cada cepa con suero, con buffer sin suero y además con suero previamente calentado a 56ºC 

durante 30 minutos. Como consecuencia del calentamiento del suero, se inactivó el complemento 

(298). Estos experimentos fueron realizados por triplicado, tres veces con resultados similares. Se 

informan las u.f.c/ml luego de las incubaciones. 

 

22. Antigenicidad de las proteínas (ELISA indirecto) 

Para detectar si BtaE y BtaF son antigénicas (en chanchos y en humanos), se decidió 

evaluar la antigenicidad de los péptidos producidos a partir de las adhesinas para generar los 

anticuerpos en ratón, mediante ELISA indirecto. Cabe destacar que éstos péptidos corresponden a 

porciones de los dominios pasajeros, los cuales estarían expuestos en la superficie bacteriana. 

Tanto el péptido derivado de BtaE como de BtaF se encontraron en alta cantidad en la fracción sub-

celular enriquecida en cuerpos de inclusión de E. coli BL21 pAcBtaE y  E. coli BL21 pAcBtaF, 

respectivamente.  
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El protocolo utilizado al evaluar los sueros provenientes de chanchos y humanos fue 

similar. En el caso de los humanos se contó con una muestra de un único paciente infectado con B. 

suis, y un paciente sano. Estas muestras fueron gentilmente cedidas por la Dra. Nidia Lucero, 

responsable del Servicio de Brucelosis de la Administración Nacional de Laboratorios e Institutos 

de Salud (ANLIS). El protocolo utilizado para evaluar los sueros humanos fue el siguiente: 

1) Se recubrió cada pocillos de una placa multiwell de 96 pocillos (Greiner bio-one REF655061) 

con 50 µl de la fracción sub-celular enriquecida en cuerpos de inclusión de alguna de las 

siguiente cepas: E. coli BL21 pAcBtaE, E. coli BL21 pAcBtaF, o la cepa control (E. coli BL21 

transformada con el plásmido pET28 vacío), diluidas en buffer carbonato 0.06M pH 9.6, a una 

concentración final de 10 µg/ml.  

2) Se incubó la placa durante 2 hs a temp ambiente, con agitación muy suave. 

3) Se retiró suavemente el líquido. 

4) Cada pocillo se lavó con 100 µl de PBS.  

5) Cada pocillo se bloqueó con PBS-BSA 1% durante 1 ½ hs a 28ºC. 

6) Se lavaron los pocillos con PBS-Tween 20 0.05% (PBS-T), 3 veces. 

7) Se realizó una incubación con suero de los distintos donantes (1:500) ON a 4ºC. 

8) Cada pocillo fue lavado 4 veces con PBS-T. 

9) Se realizó una incubación con proteína A/G conjugada a fosfatasa alcalina intestinal (Thermo 

Scientific, 1:5000). 

10) Se realizaron 2 lavados con PBS-T y luego uno con PBS. 

11) Se reveló utilizando lector multiplaca a Ȝ=405 nm (DTX 880 multimode detector, Beckman 

Coulter). 
 

Para cada suero proveniente de individuo sano o enfermo, al valor obtenido en los pocillos 

en los que se había inmovilizado la fracción enriquecida en alguno de los péptidos, se le restó el 

valor  promedio de los pocillos en los cuales se inmovilizó el control (E. coli pET28). Por ejemplo, 

a los valores de los pocillos en los cuales se inmovilizó la fracción enriquecida con el péptido 

derivado de BtaE analizados con suero de un determinado paciente, se le restó el valor promedio de 

los pocillo en los cuales se inmovilizó la fracción del control (plásmido vacío) y se utilizó el suero 

del mismo paciente. De este modo se pretende restar a la señal medida, la contribución de los 

demás elementos presentes en la fracción enriquecida en cuerpos de inclusión que no 

correspondieran al péptido de interés. El experimento se realizó por triplicado, cuatro veces; 

con resultados similares. 
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En el caso de los chanchos se contó con sueros de 14 individuos sanos y 14 enfermos 

gentilmente provistos por Sebastián Elena y Ana Nicola del SENASA. Al utilizar suero porcino el 

protocolo fue similar al descripto, al cual se le realizaron algunas modificaciones: el bloqueo 

(punto 5) se realizó con PBS-caseina 0.1% durante dos horas, a 37ºC y el suero primario fue 

utilizado en una dilución 1:1000 en lugar de 1:500 como se utilizó para humanos (punto 7). Es 

importante destacar que la proteína A/G es capaz de unirse tanto a anticuerpos porcinos como 

humanos. En este caso los ensayos se realizaron dos veces, por triplicado. 

 

23. Infección de ratones BALB/c. 

Ratones hembras BALB/c de 6 a 8 semanas adquiridos en la facility de animales de la FIL 

fueron distribuidos de forma aleatoria en grupos de 10 ratones, al menos una semana antes de ser 

inoculados. Los animales se mantuvieron en la facility de la Facultad de Ciencias Veterinarias 

(Tandil) en compartimentos con ventilación adecuada (filtros). Estos experimentos fueron llevados 

a cabo por la Dra. Silvia Estein. 

El protocolo utilizado fue similar a otros previamente descriptos por distintos autores 

(169). Brevemente, ratones hembras BALB/c (10 por grupo, un grupo por cepa) fueron inoculados 

intragástricamente con una suspensión de aproximadamente 1.3 x 108 u.f.c en bicarbonato de sodio 

10% mediante una cánula plástica introducida por la boca. Cinco ratones de cada grupo fueron 

sacrificados a los 7 y 30 días post-infección (p.i.); a los cuales se les extirpó el bazo. Se plaquearon 

en TSA (por duplicado) diluciones del homogenato de bazo, y se incubaron las placas durante 4 

días a 37ºC. Luego se contaron las u.f.c y estos datos se normalizaron mediante transformación log, 

lo cual permitió la evaluación mediante ANOVA, seguido por un post test de Dunnett (Prism 5.0; 

GraphPad Software, Inc,). Los experimentos se realizaron dos veces, con resultados similares. 

Todos los protocolos fueron realizados siguiendo la premisa de minimizar el sufrimiento de 

los animales y utilizando el número mínimo de animales para asegurar la significancia estadística 

los resultados. Los procedimientos y manejo de animales fueron aprobados por el Comité del 

Bienestar Animal institucional, de acuerdo a la Política de Bienestar Animal (Act 087/02) de la 

Facultad de Medicina Veterinaria (Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos 

Aires [U.N.C.P.B.A], Tandil,Argentina; http://www.vet.unicen.edu.ar) 

 

24. Análisis estadístico. 

Todos los experimentos fueron analizados utilizando el programa GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software, Inc). Al comparar 2 grupos, la diferencia estadística se determinó con el test 

de Student (T test); mientras que al comprar 3 ó más grupos el test utilizado fue ANOVA de una 



Materiales y Métodos 

 
 

74 
 

vía, seguido del test de Tukey o el de Dunnett. El criterio adoptado para determinar que una 

diferencia fuera estadísticamente significativa fue que p < 0.05. 
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La presencia de por lo menos 11 proteínas candidatas a estar involucradas en la adhesión, 

sugiere que B. suis podría expresar múltiples adhesinas. Las bacterias patógenas suelen expresar 

múltiples adhesinas, que pueden actuar sinérgicamente (reforzando su función) o diferencialmente 

(por ejemplo expresándose diferencialmente) (209). Además, expresar distintas adhesinas le podría 

permitir a Brucella modular su ciclo infeccioso dentro del hospedador. De hecho, en el año 2006 

Castañeda-Roldán y colaboradores (208) postularon que Brucella expresaría varias moléculas de 

adhesión.  

Se comenzó con la caracterización de las proteínas del grupo 1. Se confirmó que estas 

proteínas son miembros de la familia de los ATs tipo I.  BR_A1148 había sido aislada también a 

través de un enfoque de phage display por su capacidad de unirse a fibronectina. Se demostró que 

esta proteína, denominada BmaC, es capaz de mediar la adhesión a fibronectina y a células no 

fagocíticas a través de su unión a fibronectina. Además, se observó que esta proteína se localiza 

unipolarmente sobre la superficie bacteriana (262). Durante la caracterización de BR_0173 y 

BR_2013 se obtuvieron evidencias que indican que las proteínas codificadas por ambos genes 

estarían implicadas en la adhesión de la bacteria a células del hospedador y en la autoagregación 

bacteriana (D. Posadas, V. Ruiz-Ranwez, A. Zorreguieta et al, no publicado). Cabe destacar que 

BR_2013 corresponde al autotransportador OmaA (261). 

Por otro lado, dos de las proteínas del grupo 2 (BR_1846 y BR_0072) resultaron pertenecer 

a la familia de ATs II y por lo tanto se consideraron como candidatas interesantes a participar en 

adhesión (ver sección 3.2.a. de la Introducción). Llamativamente, si bien BR_0049 se agrupó con 

BR_1846 y BR_0072, BR_0049 no presentó dominios típicos de ATs tipo II (ver capítulo III de 

Resultados, sección III.I).  

En el marco de esta tesis se exploró la función de las proteínas del grupo 2 en la fisiología 

de la bacteria y en la interacción con el hospedador. 

 Con el fin de estudiar la funcionalidad de las proteínas candidatas, se llevaron adelante dos 

estrategias: la caracterización fenotípica de mutantes obtenidas por deleción del gen y un enfoque 

heterólogo, expresando la proteína en una cepa de E. coli no adhesiva ni invasiva. Este último 

enfoque se basa en la hipótesis que el autotransportador podría mediar su propia secreción aún en 

un hospedador sustituto. Para generar las mutantes se amplificó una región río arriba del gen 

(utilizando los oligonucleótidos KoGen_F1 y KoGen_R1), y otra correspondiente a la región río 

abajo (utilizando los oligonucleótidos KoGen_F2 y KoGen_R2) (Figura 11A). Estos fragmentos se 

ligaron entre sí y se clonaron en el vector pK18mobsacB (268), el cual contiene un origen de 

replicación funcional en E. coli pero no en Brucella. Las mutantes por deleción del gen se 
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La segunda estrategia consistió en expresar en forma heteróloga en una cepa no adherente 

ni invasiva de E. coli el gen que codifica para la adhesina candidata (209). Para ello, se transformó  

la cepa CC118 de E. coli con el plásmido pBBRgen el cual porta el gen de la adhesina y se 

evaluaron las propiedades conferidas al hospedador sustituto.  Esta estrategia tiene la ventaja de 

proporcionar evidencias sobre adhesinas que puedan cumplir funciones redundantes con otras 

adhesinas en Brucella. Dado que la expresión del gen está regulada por su propio promotor, existe 

la posibilidad de una ineficiente expresión del gen en E. coli. Por este motivo será importante 

confirmar la expresión del gen.  

 

I.2. Análisis bioinformático de BR_0072 

El  locus BR_0072 se localiza en el cromosoma I de B. suis 1330 entre las posiciones 

78967 y 81189, y  tiene una longitud de 2223 pares de bases (pb). La proteína predicha está 

anotada como una proteína putativa de membrana de 740 aminoácidos cuyo peso molecular 

estimado es de 75 kiloDalton (kDa). Río arriba de BR_0072 se encuentran los genes BR_0070 y 

BR_0071, los cuales se transcribirían en forma divergente a BR_0072 y codificarían proteínas 

hipotéticas conservadas (Figura 12A). Río abajo de BR_0072 y en la misma dirección de 

transcripción se encuentra BR_0073 cuyo producto correspondería a una proteína hipotética 

conservada. Río abajo de BR_0073 se ubica BR_0074, que se transcribiría en dirección opuesta y 

codificaría para una arginino succinato sintetasa (Figura 12A).   

Utilizando SignalP (278) se determinó que la proteína codificada por BR_0072 tendría en 

su amino terminal una secuencia señal con sitio de clivaje entre los aminoácidos glicina y alanina 

de las posiciones 11 y 12, respectivamente, la cual mediaría el transporte de la proteína a través de 

la membrana interna vía la maquinaria Sec (278). Por otra parte, por análisis de dominios con la 

herramienta PFAM (275) se identificó la presencia de un dominio de tipo translocador típico de los 

autotransportadores de tipo II o triméricos (YadA-like) en la región C-terminal  (ver sección 3.2.a. 

de la Introducción). Entre el dominio translocador y la secuencia señal se encuentra una región de 

642 aminoácidos que correspondería al dominio “pasajero” del autotransportador (sección 3.2.a. de 

la Introducción). Por lo tanto, BR_0072 muestra la arquitectura general de los AT II y fue  

nombrada BtaE (por Brucella trimeric autotransporter). Dentro de la región que correspondería al 

dominio pasajero  se identificaron tres repeticiones del motivo Hep_Hag (número de acceso 

PF05658) y cuatro del motivo HIM (número de acceso PF05662) (Figura 12 B). Se ha descripto 

que el motivo Hep_Hag  está presente en la mayoría de las hemaglutininas e invasinas bacterianas. 

Incluso en estas proteínas se pueden encontrar hasta 10 repeticiones de dicho motivo. Además, el 
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Se utilizó la herramienta “Meta Server” del Instituto BioInfoBank (299), la cual permite 

predecir la estructura de una proteína y la compara con las estructuras conocidas de otras proteínas 

depositadas en distintas bases de datos. El análisis de BtaE utilizando ésta herramienta mostró, 

como se esperaba, una alta similitud en la estructura predicha del dominio C-terminal con dominios 

C-terminales de ATs II. También se obtuvo cierta similitud en la estructura predicha de la región 

comprendida entre los aminoácidos 564 a 620 de BtaE con la estructura depositada en PDB bajo el 

nombre 2qih_A. Esta estructura corresponde a un dominio del AT II UspA1 de Moraxella 

catarrhalis, responsable de la unión al receptor celular CEACAM1 (300). Por otro lado, al analizar 

BtaE mediante BLAST utilizando una base de datos que contiene proteínas o péptidos cuya 

estructura ha sido depositada en PDB, se encontró una similitud significativa con la secuencia de 

una porción de la cabeza del AT II BpaA de Burkholderia pseudomallei (3LA9_A) (301) y con la 

cabeza del AT II BadA de Bartonella henselae (3D9X_A) (302). 

Por medio de BLAST y KEGG se analizó si la proteína BtaE se encuentra presente en otras 

especies de Brucella y otras cepas de B. suis (Tabla 15). Con excepción de B. melitensis (ver más 

abajo), las restantes cepas analizadas albergan un ortólogo de BtaE.  Es llamativa la variabilidad en 

la secuencia de las distintas proteínas. Por ejemplo, el ortólogo de B. abortus 2308 tiene 1333 

aminoácidos, casi 600 aminoácidos más que la proteína de B. suis 1330. También se observaron 

diferencias entre los ortólogos de distintas cepas de B. suis ya que, si bien algunas presentan una 

identidad mayor al 97% comparada con la secuencia de la proteína de B. suis 1330, otras, como 

ATCC 23445, comparten una identidad del 86.5%. El gen ortólogo de B. melitensis parece haberse 

fragmentado como consecuencia de una mutación que generó un sitio de terminación de la 

traducción. BMEI1873 de B. melitensis correspondería a la porción N terminal del gen de B. suis 

1330, mientras que BMEI1872 correspondería a la porción C-terminal, incluyendo el barril 

translocador. Es posible que los productos de estos genes no sean funcionales. 

Crasta y colaboradores (303) compararon la secuencia del genoma de la cepa atenuada (y 

vacunal) S19 de B. abortus con las secuencias genómicas de las cepas virulentas 2308 y 9-941 con 

el fin de identificar nuevos genes de virulencia. En este análisis identificaron 45 genes que fueron 

idénticos en ambas cepas virulentas pero distintos a los ortólogos de la cepa S19. Uno de estos 

correspondió al ortólogo de BtaE. Curiosamente, el ortólogo de la cepa S19 presentó mayor 

identidad con BtaE de B. suis 1330 que con el ortólogo de B. abortus 2308. Por análisis con 

ClustalW se observó que BtaE de B. suis y el ortólogo de S19 comparten una identidad del 97.8%, 

sin presencia de gaps o aberturas, y contienen el mismo número de dominios según la anotación 

daTAA. Por otro lado, el fragmento de la proteína de la cepa 2308 comprendido entre los 

aminoácidos 343 y 907 no está presente en el ortólogo de la cepa 19 (ni tampoco en B. suis 1330) y 
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como consecuencia el número de dominios estructurales según daTAA difiere notablemente (Tabla 

15).  
 

 

Tabla 15. Ortólogos de BtaE en distintas cepas y especies del género Brucella.  

En cada caso se indica: el nombre del locus, el número de aminoácidos de la proteína, la cantidad de dominios 

estructurales correspondientes a cabeza, tallo, conector y anclaje identificados con daTAA y la identidad y 

similitud respecto a la proteína de B. suis 1330. 

 

I.3. Obtención de la cepa de B. suis mutante en btaE y su complementada 

A partir del ADN genómico de  B. suis 1330 se amplificó una secuencia río arriba de btaE 

de 460 pb y un fragmento río abajo del gen de 330 pb  (Figura 13A). Ambos productos de PCR 

fueron ligados entre sí. A partir de la ligación se amplificó por PCR el fragmento ligado de 

aproximadamente 800 pb (Figura 13B), el cual fue  clonado en el vector pk18mobsacB, 

obteniéndose el plásmido pΔbtaE. Se confirmó que dicha construcción fuese correcta mediante 

colony-PCR, por digestión con enzimas de restricción y por secuenciación. El plásmido fue 

introducido a la cepa S17 de E. coli por transformación y luego  transferido por conjugación 

biparental desde E. coli a B. suis. Se seleccionaron dobles recombinantes en medio selectivo en 

presencia de sacarosa ya que el plásmido contiene el gen sac que hace que la presencia de sacarosa 

sea letal para  la bacteria que contiene el plásmido integrado. Las mutantes (sacarosa y ácido 

nalidixico resistentes y kanamicina sensibles) se confirmaron por colony-PCR como se explica en 

Materiales y Métodos. Con los oligonucleótidos adecuados se amplificó la banda correspondiente a 

la versión delecionada del gen en los clones 14 y 15 (Figura 13C). Por otro lado, al utilizar el par de 

oligos KoBtaE_F1 y BtaE_Int no se espera amplificar producto a menos que se encuentre la 

versión silvestre del gen. A partir de B. suis silvestre (wt) se amplificó esta banda, mientras que los 

clones  14 y 15 no la amplificaron (Figura 13D). Se eligió el clon 14 para los siguientes estudios.  

Cepa Locus Longitud (aa) %  Identidad/Similitud 

Cabeza Tallo Conector Anclaje

B. suis 1330 BR_0072 740 10 3 6 1 -

B. suis VBI22 BSVBI22_A0072 740 10 3 6 1 100/100

B. suis 686 EEY33640   759 10 3 6 1 97.4/97.4

B. suis ATCC 23445 BSUIS_A0075 835 12 3 7 1 86.5/86.5

B. abortus 2308 BAB1_0069 1333 20 3 11 1 55.1/55.2

B. abortus S19 BAbS19_I00660 768 10 3 6 1 94.3/94.9

B. melitensis 16M BMEI1872-BMEI1873 365-505 5-7 2-0 4-3 1-0 47.7/48.2-44.2/44.5

B. canis ATCC 23365 BCAN_A0073 740 9 3 6 1 99.7/99.7

B. microti BMI_I75 994 14 3 8 1 74.3/74.4

B. pinnipedialis B2/94 EEX99450 795 12 2 7 0 73.7/73.8

B. neotomae WP_004687844      661 10 3 7 1 70.8/74.6

B. ovis ATCC 25840 BOV_0071 766 10 3 5 1 90.4/91.5

Anotación daTAA 
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iotrópico sobr

evaluó la tole

vestre a: deox

1%. No se ob

guno de estos

fenotipos aso
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e de unidades fo

orcentaje de ba

Los resultados 

do. Los datos 
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a interacción 
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la interacció
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as invasoras y

la capacidad 

B). En camb
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con las célula

n modelo val

nalizar en Bru

diferencias 

a de una adh

e invasión a 

nte en btaE m

63 ± 7% respe

as (del 70 ± 

as adheridas 

s la responsab

ltados 

92 
 

suis wt 

as a los 

ultados 

fueron 

AH y 

notipo 

esinas 

as del 

idado 

ucella 

en la 

hesión 

HeLa 

mostró 

ecto a 

14% 

como 

ble de 



 

 
los 

bac

inva

inic

pue

Alte

Bru
 

     A

 

 

 

 

 

 
 

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figu

Las 

mul

lueg

inva

coli 

mue

anal

*, si

fenotipos ob

terias adherid

asión fue sim

cial de B. suis

La ausen

ede deberse a 

ernativamente

ucella.  

A  

  

ura 26. Adhesió

células HeLa 

tiplicidad de in

go (E) se determ

asoras y adheri

pBBR1MCS ó

estran correspo

lizados por test 

gnificativament

bservados. Se

das fue simila

milar en las d

s a HeLa y no 

ncia de un fen

una insuficie

e, la función

  

  

ón e invasión a c

se infectaron 

nfección de 100:

minó el porcen

das. El porcent

ó B. suis según 

onden a un ex

de Student o A

te distinto del c

e hace notar 

ar en las disti

distintas cepa

así en la inva

notipo diferen

ente expresión

n de BtaE co

 

D
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n la adhesión 
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esultados sug
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taE fue fuerte

ura 27A y B)

s. 

taE en la adhe
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lazada por la

la hipótesis d
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terias (A) adher

terias adherida
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 invasión a 
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ipo restaurado
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           B
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%) a células A
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lativo a la cep
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), con un interva
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ferencias en c
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mente signific

ínea A549.  
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utilizando co
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resentativo de t

1. Localizació
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a BtaE. Por u
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s bacterias fu
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a fase expone

scencia utiliz

se detectó Bta

ltados 

96 
 

hesión 

La. En 

cación 

estos 

de (A) 

imento 

poder 

ECM. 

 de la 

re con 

mplen 

n una 

utante, 

atorio 

manera 

n una 

as  de 

encial. 

zando 

aE en 



 
apro

señ

no 

cep

serí

exp

prot

unip

(no 

port

que

entr
 

A 

 

 

 

 

Figu

Se c

anal

util i
 

célu

sob

prot

con

util

en l

célu

tom
 

oximadament

al roja corres

se observó se

a complemen

ía la primer de

Se decid

presa en form
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cultivaron (A) B
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dió evaluar de
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a 30B). En cam
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o, se colocó u
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BtaE mostró l
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eLa. Las célu

de adhesión e 

las células fu
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ntaron la prote
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liza sobre la s
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de los pocillo

infectadas sig
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BtaE cuando 
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recluta espe

otéticamente 
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rcadores de p

ólogo de Bma

n el homólog
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estra). Luego 
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icroscopio Pasc

o en cuenta 

polar, ii) apa

edador a travé
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por inmunof

scentes de ma
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ecíficamente 
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a la infección c
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en la reparac
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ción de ADN

sección 1.1.d
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de BmaC tam

BmaC en ba

elativa de Bm
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n rojo) sobre l
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marcada con 
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rde) y BtaE (en

na lente plana
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pondría en co
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as que portab
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roducción, Pd
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de la Introdu
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uorescencia c
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ontacto con l
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reclutada en 
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dad de secue
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te microscopí

de B. abortus

Resul

 

as fueron fijad
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tanto BmaC 
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ó la localizaci
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Dado que a

la localizació

encia aminoac

pos anti-Bma

ón unipolar (
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n DAPI y con

ía confocal m

s que expresa
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gura 32A). En
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uvo presente o

uso, pero nun

B. abortus bm

ortus, BmaC s

Con cep

álisis que para

maC solamente

Siguiend

z que la adhes

jo (PdhS-eGF

gura 32C) y e

que se detect

arillo), la adh

terias en las c

uviera en el p

yoritariament

eGFP (en verd

n ningún caso

ctó BmaC en 

o bien en el m

nca se encontr

maC no most

se localiza en 

as de B. suis 

a B. abortus y

e fue detectad

do el mismo p

ina BtaE fue 

FP, en verde)

en ningún cas

tó a BtaE en 

hesina se enco

cuales el marc

polo opuesto 

te, en el polo n

de), la adhesi

o se observó q

una cepa que

mismo polo q

ró en el polo 

tró señal roja

el polo nuevo

que expresan

y se llegó a l

da en el polo n

protocolo, se 

detectada (en

), la proteína 

so estuvo ubic

una bacteria

ontró en el m

cador se enco

a AidB. Esta

nuevo de la b

 

ina se ubicó e

que BmaC y 

e portaba la f
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opuesto (ver 

a (no se mues

o de la bacter

n fusiones de 

a misma con

nuevo de la b
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n rojo) en una

se ubicó en 

cada en el mi
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mismo polo qu
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bacteria. 

en el polo opu

PdhS-eGFP c
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Figura 32B).

stra). Estas ob
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nclusión, es de
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calización rel
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el polo opue

ismo polo. En

el marcador 

ue el marcado

o, pero en nin
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uesto al del m

co-localizaran

-YFP (en ama
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. Como se esp

bservaciones 

res de polo se

ecir, en la co

e muestra).  

lativa de BtaE

e expresaba el

esto al del ma

n cambio, en 

de polo nuev

or (17 casos) 

ngún caso se e

que BtaE se 

Resul

marcador (29 c

n. En cambio

arillo), la adh

as con el mar

peraba, la mu

indican que 

e realizó el m

ondición anali

E en B. suis. 

l marcador de

arcador (30 c

todos los cas

vo (AidB-YF

(Figura 32D)

encontró que 

localiza, al m
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se 
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ura 32. BtaE y B

realizaron inm
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traste de fase p

focal utilizando

imágenes repre

pectivamente. A

ales, construido

itrarias. El mis

P. 

Se pued

queña proporc

evo de la ba

cionalmente d

2. Resistencia

Como se

erante a la act

teria es, al m

ha propuesto

istencia (151)

BmaC se localiz

unofluorescenc

o (A) PdhS-eG

para determin

o un microscop

esentativas se i

Además se mues

o sobre la línea 

mo análisis fue

e concluir qu

ción de bacter

acteria. Estas

diferenciado p

a a suero de B

e mencionó 

tividad bacter

menos en parte

o que otras 

). Dado que a

zan en el polo n

cias con anticu

GFP, o (B) Aid

ar la forma de

io LSM 510 M

indican BmaC, 

stra una repres

punteada celes

e realizado para

ue, en las con

rias, pero en 

s observacio

para la adhesi

BtaE 

anteriormente

ricida del com

e, responsable

moléculas ad

algunos ATs t

 

uevo de B. suis.

uerpos anti-Bm

dB-YFP. Se rea

e las bacterias.

Meta con lente P

PdhS-eGFP y 

sentación esque

ste que está pre

a BtaE en B. su

ndiciones del

todos los cas

nes sugieren

ión. 

e (sección 2.

mplemento (14

e de esta may
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calentado a 56ºC durante 30 min. Los resultados que se muestran corresponden a un 

experimento representativo de tres realizados por triplicado Los datos fueron analizados por test de Student o 

ANOVA, según corresponda.  

*, significativamente distinto del control (p<0.05), con un intervalo de confianza del 95% 

I.13. Expresión in vivo de BtaE 

Es esperable que BtaE se exprese in vivo en el hospedador natural. Por lo tanto, se analizó 

la presencia de anticuerpos capaces de reconocer a BtaE  en sueros de 14 chanchos sanos y 14 

chanchos infectados con B. suis a través de un ensayo de ELISA indirecto. Los sueros fueron 

gentilmente cedidos por Sebastián Elena y Ana Nicola del SENASA.  Los pocillos de placas de 

ELISA fueron recubiertos con la fracción sub-celular enriquecida en cuerpos de inclusión de las 

cepas de E. coli BL21 pAcBtaE (la cual expresa el péptido derivado de BtaE utilizado para la 

obtención de anticuerpos, sección I.4 de éste capítulo) o de la cepa transformada con el plásmido 

vacío como control. Los pocillos recubiertos se incubaron con los sueros y se midió el título de 

anticuerpos capaces de reconocer a BtaE, mediante el uso de la proteína A/G conjugada a fosfatasa 

alcalina. A los valores obtenidos se les restó la señal observada en pocillos que tenían 

inmovilizados los cuerpos de inclusión de la cepa control (plásmido vacío), analizados con el 

mismo suero. El título de anticuerpos capaces de reconocer a BtaE fue significativamente mayor en 

chanchos enfermos que en sanos (Figura 34A), incluso si se descarta al cerdo muy desviado con 

alto título. Estos resultados sugieren que: i) BtaE se expresaría in vivo en el hospedador natural, ii) 

la proteína sería antigénica y iii) BtaE induciría una respuesta humoral generando producción de 

anticuerpos. 

También se analizó la expresión de BtaE en un suero humano proveniente de un individuo 

infectado con B. suis y un suero de un individuo sano, gentilmente cedidos por la Dra. Nidia 

Lucero de la Administración Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS). La señal de 

anticuerpos anti-BtaE en el suero del paciente enfermo fue significativamente mayor (p < 0.001) 

que el obtenido para el individuo  sano (Figura 34B). Sin embargo, es importante  señalar que este 

resultado es preliminar y que para confirmar esta observación será necesario evaluar un número 

significativo de sueros humanos provenientes de individuos infectados y sanos.  
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Capítulo II: Caracterización de BR_1846  
 

II. 1. Análisis bioinformático de BR_1846 

El locus BR_1846 se localiza en el cromosoma I de B. suis 1330 entre las posiciones 

1778557 y 1777721 y tiene una longitud de 837 pb. El producto del gen está anotado como una 

proteína hipotética de una longitud de 278 aminoácidos y un peso molecular estimado de 28.5 kDa. 

Al analizar las regiones adyacentes a BR_1846 se observa que los genes lindantes se encuentran 

codificados en la misma hebra de ADN (Figura 36A). Río abajo se encuentran los loci BR_1843 y 

BR_1844, los cuales codifican proteínas involucradas en la biosíntesis de aminoácidos de la familia 

del glutamato y el locus BR_1845, que codificaría una proteína que uniría GTP. Río arriba se 

encuentran BR_1847 y BR_1848, los cuales codificarían putativas acetiltransferasas. 

Al analizar con más detalle la secuencia de BR_1846 se determinó que la proteína tendría 

en su amino terminal una secuencia señal con sitio de clivaje entre los aminoácidos alanina y 

prolina de las posiciones 29 y 30, respectivamente. Este péptido señal mediaría el transporte de la 

proteína a través de la membrana interna por la maquinaria Sec (278). El análisis del C-terminal 

reveló la presencia del dominio traslocador típico de los AT II (dominio C-terminal YadA-like). 

Entre el dominio C-terminal y la secuencia señal se observó una región de 170 aminoácidos que 

correspondería al dominio pasajero del autotransportador. Dado que la proteína consta de los 

elementos típicos de ATII se la llamó BtaF (por Brucella trimeric autotransporter). Con respecto a 

la región que corresponde al dominio pasajero no se encontraron dominios asociados a alguna 

función ni tampoco dominios conservados de función desconocida (Figura 36B).  

Como se mencionó en la Introducción (ver sección 3.2.a), se espera que los AT II tengan 

una estructura de tipo cabeza-conector-tallo-anclaje (Figura 8). Sin embargo al estudiar la 

estructura modular de BtaF se pudieron identificar únicamente el clásico dominio de anclaje de 

membrana, que coincide con el dominio C-terminal YadA-like, y segmentos correspondientes al 

tallo (Figura 36C). No se pudieron predecir dominios estructurales correspondientes al conector ni 

a la cabeza.  
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Es interesante destacar que dentro de los ortólogos se observó una importante variabilidad 

entre las distintas especies, así como también entre cepas de una misma especie. El largo total de la 

proteína varió entre 155 (para B. melitensis BMEI0205) y 437 aminoácidos (para B. microti) (Tabla 

16). En forma similar al ortólogo de B. suis 1330, no se detectaron dominios estructurales 

correspondientes a la cabeza en varios de los homólogos; sin embargo, otros ortólogos presentaron 

uno e incluso dos de estos dominios. El porcentaje de similitud del ortólogo de la cepa 1330 de B. 

suis con el de las proteínas de otras especies analizadas varió entre el 67.6% (para BAB1_1854 de 

B. abortus 2308) hasta el 86.5% (B. pinnipedialis). Al comparar homólogos de otras cepas de la B. 

suis se observó que en el caso de la cepa VBI22 las proteínas son idénticas (100% identidad), 

mientras que las correspondientes a otras cepas como 92/93 y la cepa 686 presentan una baja 

similitud (89.4 y 74.9% respectivamente). Incluso en la proteína de la cepa 686 se predicen dos 

dominios asociados a la estructura correspondiente a la cabeza, mientras que en los demás 

homólogos de B. suis analizados no se predice dicha estructura (Tabla 16). Todas estas 

observaciones indican que existe una importante variabilidad entre los ortólogos no solo entre las 

distintas especies del género, sino también entre distintas cepas de una especie. 
  

 
Tabla 16. Ortólogos de BtaF en distintas cepas y especies del género Brucella.  

En cada caso se indica: el nombre del locus, el número de aminoácidos de la proteína, la cantidad de dominios 

estructurales correspondientes a cabeza, tallo, conector y anclaje identificados con daTAA y la identidad y 

similitud con respecto a la proteína de B. suis 1330. 

*Locus no anotado; el cual codificaría un homologo funcional a BtaF ubicado entre las posiciones 1786495 y 

1785911 (585 nucleótidos) del cromosoma I de B. ovis ATCC25840. 

 

 

 

 

Cepa Locus Longitud (aa) %  Identidad/Similitud 

Cabeza Tallo Conector Anclaje

B. suis 1330 BR_1846 278 - 1 - 1 -

B. suis VBI22 BSVBI22_A1842 278 - 1 - 1 100/100

B. suis 92/29 C062_01978 311 - 1 - 1 89.1/89.4

B. suis 686 EEY31924 269 2 1 - 1 74.6/74.9

B. abortus 2308 BAB1_1854 197 2 2 - 1 66.2/67.6

B. abortus S19 BAbS19_I17340 257 2 2 - 1 74.6/75.9

B. melitensis 16M BMEI0205 155 - 1 - 1 53.6/54

B. canis ATCC 23365 BCAN_A1884 374 - 2 - 1 73.5/74.1

B. microti BMI_I1862 437 1 2 - 1 61.3/62.5

B. pinnipedialis BPI_I1902 311 - 2 - 1 85.5/86.5

B. ovis ATCC 25840 Presente* 195 - 1 - 1 69.4/69.4

Anotación daTAA 
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ndas esperada
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suis ΔbtaF pBB
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esenta el gen bt
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fin de comple
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vector pBBR

plásmido p

ásmido (Figur

l plásmido pB

ny-PCR se e

lvestre del ge

     B  

ón de B. suisΔb

ADN genómico

sus regiones fla

nfirmó el corr e

r icción KpnI 

1.6 y 4.7 kb. Po

encia. Finalmen

BRbtaF. Media

la versión silve

ales y Métodos”

ue con el segun

mbas bandas, lo

lecionada del ge

te 660 pb en pr

ximadamente 7

taF delecionado

molecular, y Ct

ementar la m

egión río arri

1MCS, cuyo

pBBRbtaF. S

ra 38B) y sec

BBRbtaF fue

evaluó en la

n (Figura 38C

 C

btaF pBBRbtaF.

 de B. suis 133

anqueantes, el 

ecto ensamblad

y SacI. Medi

or otro lado se 

nte el plásmido 
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estre provista e
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do par de oligo
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resencia de la ve
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Su correcto e
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en btaF fue c
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ativo es funci
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plementada l

          D
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stión se obtu
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s que han sido 
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n el primer cas
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n todos los caso
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n btaE. Para e
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transformó B. s

ctivo. Mediante

sencia de la v
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nes 7 y 11 se 

respondiente a 

ecionado. 
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gura 40A), el

B). El fragme

ionado en su 

sencia del ins

los clones po

BtaF en E. co

mM. Se obse

cha en la Fig

diante Wester

estas condici

de la cepa d

ue BtaF y Bt

genes btaE y b

dantes, aditiv

ener la doble 

ello se realizó

ón de B. suis Δb

suis ΔbtaF con

e colony-PCR ut

versión delecio
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la versión sil
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ura 40C). Se
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ones de induc
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mutante se p
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btaEΔbtaF 
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del ADN gen

a gran parte d
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cción, la fracc

 

tante en btaE
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nticuerpo prim
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E y btaF 
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F 

. suis 1330 un
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guientes. La 
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tante permitir
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stintos clones. E

no se amplif

 tenían el gen

del gen de 44

ayada en la F

o resultante q
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rminó la localiz
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na columna d
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por el otro 
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La expre
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B. Dada la alt
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la cepa silves
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5. Expresión 

Se trans

smido pBBRb

coli pBBR1M

ctroforesis en

mario los an

s fracciones S

a cuantificaci

diante SDS-P

al péptido, s

y generar ant

  

 

esión de BtaF

Western blot.  

ta estabilidad
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n la cepa mut

heteróloga e

sformó la cep

btaF y se con
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n gel semi-na

nticuerpos an

Snp1, Snp2 y

ión del péptid
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se la liofilizó

ticuerpos poli

F in vitro y la 

Para ello se o

d del trímero c
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tante (Figura 

n E. coli 

pa de E. col
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ativo. Luego 

nti-BtaF gene

 

y Snp3, y alíc
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F

B
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m
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P
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42).  

Figura 
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nativas

anti-Bt
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li CC118 (la 

resión de Bta

li pBBRbtaF
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erados en ra

cuotas de los

indica en “M

cha. En cada 
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Figura 41. Puri

BtaF. 
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e los lavados (S

roteínas de las 

PAGE (el péptid
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a esperada med

e los anticuerp

s proteínas to

los AT II, se d
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al trímero de 

42. Western bl

la. 

roteínas totales 

das a una ele

s. BtaF fue rev

taF (1:800) y 

como anticuer

lente teñido con

cual es no 

aF por Wester

F (pBBRbtaF

l Western bl

atón. Los an

s concentrado

Materiales y M
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e en “Material

ificación del p

na fracción cr

ual se le realiza

vieron los cu
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SN, Snp1 a Snp
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do derivado de
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rn blot. Las p
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Resul

os y de SN fu

Métodos”. El 
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adantes proven
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iones mediante 
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rar las proteín
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ras que esta b

proteínas total
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e. 

i invasiva) c
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mportamiento 

do de control
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ceso de disoc

 

 

Al igual 

membrana de 

B. suis ΔbtaF

erencias signi
 

coli pBBRbt

epa control (F

e fenotipos as

aluar la posib

ceso de diso

de la cepa a

l se incluyero

el típico com

ciación (Figur

que se realiz

la mutante e

F a DOC 0.1

ficativas con 

taF una band

Figura 43). E

sociados a la 

bilidad que B

ociación (ve

al realizar una

on B. suis silv

mportamiento

ra 44).  

zó para la mu

en btaF, evalu

%,  EDTA 2

la de la cepa 

 

da que corresp

sto indica qu

 

Figura 4

E. coli. 

Las pro

coli.pBBR

nativas 

anticuerp

carga se 

otras call

envoltura ce

B. suis ΔbtaF

r sección 2

a suspensión 

vestre (cepa li

o de las cep

 

F

Su

ce

Δ

utante en btaE

uando la toler

200 µg/ml, T

parental (ver

pondería al t

ue efectivame

3. Western blot

oteínas totales 

RbtaF fueron 

y analizadas 

pos anti-BtaF 

corrieron en p

les, las cuales fu

elular  

F hubiera sufr

2.2.a. de la 

de una colon

isa) y B. ovis

pas lisas, lo c

Figura 44. Evalu

uspensión de c

epa lisa), B. ovi

ΔbtaF en acriflav

E, se realizaro

rancia a disti

Tritón X-100 

r Figura 45 A-

trímero de Bt

ente E. coli p

t a partir de pr

de E. coli p

separadas en 

por Western

(1:300). A mo

paralelo las mi

ueron teñidas c

rido cambios

Introducción

nia en acrifla

s (cepa rugosa

cual sugiere 

uación de disoci

colonias de B. 

is (control de ce

vina 0.1 %p/v. 

on otros contr

intos compue

0.1% y SDS 

-D, respectiva

Resul

taF, la cual e

pBBRbtaF ex

roteínas totales

pBBR1MCS y

condiciones se

n blot utilizan

odo de control 

smas muestras

con Coomasie bl

 en el antíge
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avina 0.1 % p

a). La cepa B
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licado. Los dato
 

Por últim
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1% y (D) Tritó n

on cada uno d

ados que se mu
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B. abortus wt

espectivamen

ncia a las dist

       

btaF a DOC, ED

utante con la t

n X-100 0.1%. 

e los compuest

uestran corresp

zados mediante
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t y E. coli com

nte. No se ob

tintas concent

 

     B 

     D 

DTA, SDS y Tr

olerancia de la

En todos los ca

tos, en relación

ponden a un ex

 el análisis ANO

característica 

mo un contro

bservaron dife

traciones de p

r itón X-100 

a cepa B. suis w

asos se grafica e

n a la cepa silv

xperimento rep

OVA (p>0.05).

a de Brucella a

ol adicional de
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7. Autoagreg

Como ya

hesión bacteri

ganancia o p

coli pBBRbta

giriendo que B

vestre (Posada

  

ura 47. Rol de B

analizó la cinétic

trol . 

Como se

la autoagreg

imentación en

ultados obten

re la envoltur

ación y form

a se mencionó

a-bacteria, es

pérdida de fun

aF y B. suis Δ

BtaF no cont

as et al, comu

  

BtaF en la autoa

ca de autoagreg

e describió en

gación. De 

ntre la doble m

nidos indican

ra bacteriana d

mación de biof

ó en el capítu

sto se vería re

nción. Sin em

ΔbtaF con resp

tribuye a la f

unicación pers

agregación bact

gación de (A) E.

n el capítulo 

manera simi

mutante ∆bta

 

n que la de
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film 

ulo anterior (s

eflejado en un

mbargo, no se 

pecto a las ce

formación de

sonal).  

            B

teriana. 
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anterior (secc

ilar, no se 
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Figura 4
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e agregados u
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a cepa silvestr
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erminó el p

ando el valo
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si BtaF estuvi
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(Figura 46A y
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diferencias e
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1
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Tabla 17 Ortólogos de la proteína codificada por BR_0049 en distintas cepas y especies del género Brucella.  

En cada caso se indica: el nombre del locus, la cantidad de aminoácidos de la proteína y la identidad con respecto 

a la proteína de B. suis 1330. 
 

Si bien la proteína codificada por BR_0049 está anotada como una proteína conservada de 

función hipotética, los ortólogos en B. abortus S19 (BAbS19_I00440) y B. melitensis (BMEI1894) 

se encuentran anotados como putativas gramicidin S biosynthesis grsT proteins. Cabe destacar que 

la identidad de estos ortólogos con respecto a la proteína de B. suis 1330 es del 99.7 y 99.6%, 

respectivamente. La enzima GRST está involucrada en la síntesis de gramicidina S y actúa como  

hidrolasa sobre uniones éster; particularmente es una thioester hydolase (oleoyl-[acyl-carrier-

protein] hydrolase). Sin embargo el porcentaje de similitud entre BR_0049 y sus ortólogos con la 

gramicidin S biosynthesis grsT protein de Brevibacillus brevis (312) es solo del 7.2%. Por otro 

lado, el alineamiento de secuencias indica que la similitud con GRST se encuentra con el 

fragmento comprendido entre los aminoácidos 1125 y 1515 de BR_0049. 

Por BLASTp o PSI-BLAST, además de proteínas hipotéticas anotadas como “Gramicidin S 

biosynthesis GRST protein” se encontró similitud de BR_0049 con BH00460 de Bartonella 

henselae Houston-1, anotada como una proteína que interviene en la “Biosíntesis y degradación de 

polisacáridos de superficie y lipopolisacáridos”, dentro de la clasificación de JCVI Cellular Role 

Category. Al realizar un alineamiento global entre la proteína codificada por BR_0049 y ésta 

proteína de 1548 aminoácidos se obtuvo una identidad del 37% (559/1524) y una similitud del 55% 

(848/1524). BR_0049 también presentó homología con RL4382 (2033 aminoácidos) de Rhizobium 

leguminosarum bv. viciae 3841, que está anotada como un posible factor de adhesión del tipo 

filamentoso (filamentous hemagglutinin adherence factor). Al realizar un alineamiento global entre 

la proteína codificada por BR_0049 y RL4382 se obtuvo una identidad del 32% (351/1086) y una 

Cepa Locus Longitud (aa) %  Identidad

B. suis 1330 BR_0049 1515 100

B. suis VBI22 BSVBI22_A0049 1515 100

B. suis 686 EEY33618 1553 97.4

B. abortus 2308 BAB1_0046 1515 99.7

B. abortus S19 BAbS19_I00440 1579 99.7

B. melitensis 16M BMEI1894 1551 99.6

B. canis ATCC 23365 BCAN_A0050 1579 99.9

B. microti BMI_I52 1515 99.9

B. pinnipedialis BPI_I50 1515 99.9

B. ovis ATCC 25840 BOV_0048 1510 99.3

B. neotomae WP_004687837 1553 99.9
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similitud del 48% (529/1086). También se obtuvo cierta similitud con SMc03096 de Sinorhizobium 

meliloti 1021, una proteína de 1869 aminoácidos, cuya función hipotética propuesta es la unión y 

transporte de aminoácidos, péptidos y aminas. Esta proteína alineó con distintas regiones de 

BR_0049, que se describen en la Tabla 18.  
 

 
Tabla 18. Alineamiento global entre las proteínas codificadas por BR_0049 de B. suis y SMc03096 de S. meliloti.  

El alineamiento global entre ambas proteínas da lugar a tres alineamientos significativos. Para cada uno de ellos 

se indican los aminoácidos alineados de cada especie (Región B. suis/S. meliloti), la identidad y similitud 

observadas en dicho alineamiento  
 

Mediante el uso del Meta Server se comparó la estructura predicha de la proteína con las 

estructuras de proteínas depositadas en distintas bases de datos. Este análisis indicó similitud con 

dos estructuras: 1yq2_A (en la región de BR_0049 comprendida entre los aminoácidos 1280 y 

1515) y 2vzo_A (en la región 1286-1515 de BR_0049). La estructura 1yq2_A corresponde a una ȕ 

galactosidasa que forma hexámeros de Arthrobacter spp. la cual es activa en frío (313). Esta 

enzima pertenece a la familia 2 de las glicosil hidrolasas, similar a la ȕ galactosidasa  de E. coli, la 

cual requiere de la formación de tetrámeros para ser activa (313). Por otro lado, la estructura  

2vzo_A pertenece a una exo-ȕ-D-glucosaminidasa involucrada en la hidrolisis de chitosán de 

Amycolatopsis orientalis (314). Esta enzima también pertenece a la familia 2 de las glicosil 

hidrolasas (314).  

 En resumen, los análisis in silico descriptos sugieren que BR_0049 podría ser una proteína de 

membrana externa con una función en la biosíntesis de algún componente de membrana formado 

por lípidos y/o azúcares. En función de los resultados que se describirán a continuación, BR_0049 

fue nombrada MapA (por membrane altering protein).  

 

III.2. Obtención de la cepa de B. suis mutante mapA y su complementada 

A partir del ADN genómico de  B. suis 1330 se amplificó un fragmento de 300 pb río 

arriba de mapA y un fragmento de 400 pb río abajo del gen. Ambos productos de PCR fueron 

ligados entre sí y el producto ligado (de aproximadamente 700 pb) fue amplificado mediante PCR 

(Figura 64A) y luego clonado en el vector pk18mobsacB, obteniéndose el plásmido pΔmapA. La 

construcción se confirmó mediante colony-PCR, digestión del plásmido (Figura 64B) y por 

secuenciación. Luego de transferir el plásmido a B. suis se aislaron los clones dobles recombinantes 

Región B. suis Región S. meliloti Identidad Similitud

1-295 47-334 26% (78/302) 47% (142/302)
337-938 237-926 23% (163/709) 38% (271/709)
975-1515 1333-1869 38% (206/546) 57% (316/546)
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Discusión 

 

Para los patógenos microbianos, la adhesión a las células del hospedador es un paso clave 

en la infección, lo cual se refleja por las múltiples adhesinas expresadas en varias bacterias 

patógenas. Las distintas adhesinas pueden actuar sinérgicamente, reforzando su capacidad 

adhesiva, o pueden tener funciones con cierto grado de superposición o complementariedad. Las 

especies pertenecientes al género Brucella son patógenos intracelulares facultativos capaces de 

infectar una gran variedad de tipos celulares (315); por lo tanto, la bacteria debe ser capaz de 

adherirse e invadir estas células. Su capacidad de replicar intracelularmente se basa en una 

estrategia única en la que Brucella modifica el proceso de maduración de los fagosomas, creando 

un nuevo nicho  intracelular en el que se multiplica (122, 123, 133).  

A pesar de la relevancia de la adhesión en la interacción con el hospedador, el impacto de 

esta etapa en la patogénesis de Brucella ha sido poco explorado. Al momento de iniciar la tesis se 

había identificado en Brucella una proteína de membrana externa llamada SP41, la cual 

contribuiría a la adhesión e invasión a las células del hospedador mediante la interacción con un 

receptor celular que contendría residuos de ácido siálico (208). Otras evidencias del mismo grupo 

mostraron que Brucella sería capaz de unirse a componentes de la ECM, particularmente a 

fibronectina y en menor medida a colágeno y vitronectina (253). Además, se había observado que 

al entrar en contacto con la superficie de células epiteliales, Brucella se acumula formando 

microcolonias. Por último, se había demostrado que el autotransportador monomérico y posible 

adhesina OmaA sería importante durante la etapa crónica de la infección en ratones inoculados 

mediante inyecciones intraperitoneales (261). Sin embargo, los autores no demostraron que la 

proteína funcionara como adhesina.  

Durante el transcurso de ésta tesis caracterizamos a la adhesina BmaC (262), perteneciente 

a la familia de los AT monoméricos y de localización unipolar. Mostramos que BmaC media la 

unión de Brucella a células epiteliales a través de su interacción con fibronectina (262). Por otro 

lado, recientemente se reportó que una isla de patogenicidad que incluye cuatro genes, contribuye 

con la eficiencia de adhesión de B. abortus tanto a células HeLa como a macrófagos J774. Se 

propuso que la proteína responsable estaría codificada por Bab1_2009, y contendría un dominio de 

adhesión llamado immunoglobulin-like BID_1 (254).  

En base a una búsqueda bioinformática en el genoma de B. suis 1330 se identificaron 11 

proteínas que podrían cumplir un rol de adhesina ya que presentaban algún dominio asociado a la 

adhesión. El árbol filogenético construido con estas proteínas las agrupó en  4 grupos: los grupos 1 
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y 2 se encontraron más cercanos entre sí que con los demás. El grupo 1 estuvo formado por los AT 

monoméricos BmaC, BRA_0173 y BR_2013 (OmaA), mientras que el grupo 2 comprendió a los 

AT triméricos BtaE, BtaF y un tercer miembro al que  hemos denominado MapA. En el marco de 

esta tesis se han estudiado los tres candidatos pertenecientes al grupo 2.  

 

Funciones de BtaE y BtaF 

BtaE es una proteína compuesta por 740 aminoácidos, en cuyo dominio pasajero se 

pudieron identificar dominios asociados a adhesinas e invasinas bacterianas. En cambio, BtaF es 

una proteína mucho más pequeña, de tan solo 278 aminoácidos, en cuyo dominio pasajero no se 

identificaron dominios ni motivos conservados. Las predicciones respecto a la estructura de BtaE 

sugieren que el trímero tendría la clásica estructura tipo chupetín, compuesta por un cuello, 

conector y cabeza, además del dominio de anclaje a membrana. En cambio, para BtaF no fue 

posible predecir dominios correspondientes al conector ni tampoco  a la cabeza. De todos modos, 

BtaF no sería el primer AT II en el cual no se pueden predecir conector ni cabeza. Por ejemplo, 

para HadA de Haemophilus influenzae (biogrupo aegyptius) tampoco es posible predecir la 

presencia de una estructura tipo cabeza (296) y sin embargo, fue funcional al expresarla en una 

cepa de E. coli (296). De la misma manera, se ha observado que algunas de las funciones adhesivas 

del TA trimérico BadA de Bartonella henselae son independientes de la presencia de la cabeza 

(316).   

Con el fin de caracterizar las distintas proteínas, se emplearon dos estrategias: por un lado 

se estudiaron las mutantes por deleción de cada uno de los genes y por otro lado se realizaron 

ensayos de expresión heteróloga. A modo de control de las cepas mutantes, se realizó un análisis de 

fenotipos asociados a la envoltura celular. Los resultados obtenidos sugieren que las mutantes no 

presentan una envoltura celular afectada.  

Al evaluar mediante el enfoque heterólogo la capacidad de autoagregar en cultivos in vitro 

de las cepas de E. coli que expresan btaE o btaF, no se observaron diferencias con respecto a la 

cepa control. Tampoco se detectaron diferencias en la cinética de autoagregación de las simples 

mutantes con respecto a B. suis silvestre. Sin embargo al evaluar la doble mutante se observó que a 

tiempos tardíos (a partir de los dos días) existiría una disminución leve pero significativa en la 

velocidad de autoagregación. Este resultado sugiere que BtaE y BtaF podrían compartir funciones 

redundantes relacionadas con la autoagregación. Sin embargo, dado que estas diferencias se 

observan a tiempos muy prolongados, no se espera que esto pudiera afectar la rápida formación de 

microcolonias observada sobre células epiteliales (253). 
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En cuanto a la formación de biofilms, los resultados obtenidos, tanto por ensayos 

heterólogos como mutacionales, indican que BtaE no estaría involucrada en su formación. En 

cambio, los mismos enfoques indican que BtaF contribuye a la formación de biofilms in vitro sobre 

soporte hidrofóbico. Como se mencionó previamente, el desarrollo de biofilms depende tanto de la 

adhesión inicial bacteriana a la superficie, así como también de interacciones bacteria-bacteria. 

Dado que BtaF parece no tener un rol crucial en la autoagregación o interacciones célula-célula, el 

rol de BtaF en la formación de biofilm estaría relacionado con la adhesión a la superficie abiótica. 

Se ha sugerido que la formación de biofilms podría evitar la desecación de las bacterias que 

sobreviven fuera del hospedador por cortos periodos (317). De hecho, en la naturaleza, la 

persistencia de las bacterias en determinados nichos muchas veces se asocia con la formación de 

biofilms. Incluso recientemente se ha propuesto que B. abortus bajo determinadas condiciones 

ambientales, produce una matriz extracelular que confiere propiedades de adhesión y resistencia a 

stress (318). Por último, la capacidad de desarrollar microcolonias o un biofilm sobre la superficie 

del hospedador podría influenciar la invasión celular. 

Al momento de iniciar este trabajo existían evidencias que sugerían que Brucella sería 

capaz de unirse a componentes de la matriz extracelular, en particular a fibronectina y también a 

residuos ricos en ácido siálico (253). Por consiguiente, se evaluó mediante distintas estrategias si 

las adhesinas estarían involucradas en la adhesión a distintos compuestos de la ECM, como 

fibronectina, colágeno y AH o fetuína (por ser rica en ácido siálico).  Los resultados presentados en 

esta tesis indican que BtaE estaría involucrada en la adhesión a AH y sugieren que también podría 

contribuir con la adhesión a fibronectina. En este caso, la ausencia de un fenotipo defectivo de la 

mutante en su adhesión a fibronectina, se explicaría por redundancia de función con otras adhesinas 

como BmaC (262). Por otro lado, las observaciones descriptas sugieren que BtaF sería un adhesina 

mas promiscua con capacidad de unirse a colágeno, AH, fetuína, fibronectina y superficies 

abióticas hidrofóbicas. La capacidad de BtaF de mediar la unión de la bacteria a colágeno podría 

ser relevante ya que es una proteína abundante en la ECM de la mayoría de los tejidos (319, 320). 

De manera similar, el AH es otro de los componentes más abundantes de la ECM de muchos 

tejidos, entre ellos, el tejido articular (típicamente infectado por B. suis), epitelial (tejido que la 

bacteria debe penetrar para poder iniciar la infección), tejido conectivo, cartílagos, tendones y 

también se encuentra en abundancia en el gel intestinal. La interacción de bacterias patógenas con 

AH ya ha sido reportada previamente. Por ejemplo, el AH está implicado en la adhesión de 

Mycobacterium tuberculosis a epitelio pulmonar (321), en la adhesión de Plasmodium falciparum 

(protozoo) a eritrocitos (322) y en la invasión de Escherichia coli al tracto urinario (323).   
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Es interesante mencionar que para el AT trimérico BadA de B. henselae (una especie 

filogenéticamente cercana a Brucella) existen distintas variantes que se diferencian en la cantidad 

de repeticiones correspondientes al cuello. Se ha propuesto que a mayor cantidad de segmentos 

correspondientes al cuello, mayor es la afinidad de la variante de BadA a distintos ligandos (316). 

Cabe recordar que para BadA, tal como ocurre con BtaF, tampoco fue posible predecir dominios 

tipo conector o cabeza. 

Por otro lado, se presentaron evidencias que indican que tanto BtaE como BtaF serían 

necesarias para una adhesión eficiente a células de origen epitelial (HeLa y A549). Lo interesante 

de A549 es que se acerca al tipo de células a las que Brucella podría adherirse al inicio de la 

infección. Al utilizar ambas líneas celulares, la mutante en btaE presentó un menor porcentaje de 

células adheridas e invasoras respecto a la cepa parental. Sin embargo el porcentaje de bacterias 

invasoras respecto a las adheridas, fue similar. Esto sugiere que dado que la mutante en btaE 

presenta una menor capacidad de adhesión a las células in vitro, es menor la cantidad de bacterias 

que tienen la posibilidad de invadir las células. Como consecuencia, la mutante presenta una menor 

cantidad de bacterias invasoras a pesar de no tener afectada su capacidad de invadir.   

Interesantemente, el AH compitió con la adhesión de Brucella a HeLa mientras que casi no 

tuvo un efecto en la mutante ∆btaE. Es posible que BtaE medie la adhesión a células, al menos en 

parte, a través del AH celular. Sin embargo, son necesarios otros estudios para evaluar esta 

posibilidad. En cuanto a los ensayos heterólogos, la expresión de btaE no afectó la capacidad de 

adhesión ni invasión de la cepa de E. coli. Esto sugiere que para conferir la capacidad de adhesión a 

HeLa, BtaE necesita de otros componentes de Brucella que no se encuentran en E. coli. 

Similar a lo ocurrido con BtaE, la mutante en btaF presentó una menor capacidad de 

adhesión a ambas líneas de origen epitelial, mientras que la capacidad de invasión no fue afectada. 

El hecho de que las simples mutantes btaE y btaF de B. suis presenten una menor adhesión a 

células indica que las funciones de las proteínas en cuanto a la adhesión no serían (absolutamente) 

redundantes. Podría ocurrir que ambas adhesinas tuvieran un efecto sinérgico en la adhesión o que 

tuvieran roles complementarios. Sin embargo, la doble mutante (B. suis ΔbtaE ΔbtaF) no presentó 

diferencias en cuanto a la capacidad de adhesión o invasión respecto a las simples mutantes. Una 

posible interpretación de estos resultados es que ambas proteínas participen en la misma vía o 

mecanismo de adhesión a cultivos celulares. En este escenario, cada una tendría funciones distintas 

entre sí pero complementarias.  Una observación que estaría en contra de esta hipótesis es que la 

sola expresión de BtaF en E. coli  produjo un incremento en su capacidad de adhesión a HeLa. Esto 

indica que BtaF es capaz de mediar la adhesión a las células o bien per se, o bien utilizando otros 

componentes de la membrana que se encuentran conservados en E. coli. 
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Dada la importancia de la invasión a macrófagos por parte de Brucella, se evaluó la 

posibilidad de que BtaE y/o BtaF estuvieran implicadas en la invasión a fagocitos profesionales. 

Los resultados obtenidos sugieren que ninguno de los dos AT II afecta la adhesión ni tampoco la 

replicación intracelular en este tipo celular. 

En el estudio de la interacción entre el patógeno y el hospedador también es importante 

determinar el o los componente(s) celular(es) de la célula hospedadora que actúa(n) como 

“receptor” o ligando de la adhesina bacteriana. Como ya se mencionó, los ligandos celulares 

reconocidos por las adhesinas podrían ser los mismos componentes de la ECM. Sin embargo, no se 

puede descartar que las adhesinas interaccionen, además, con otros receptores de las células, 

utilizando (o no) como puente su unión a componentes de la ECM. Mas aún, mediante la 

comparación de la estructura predicha para BtaE con las bases de datos de estructuras determinadas 

experimentalmente, utilizando Metaserver (299), observamos que existiría similitud en la estructura 

de la región comprendida entre los aminoácidos 564 a 620 de BtaE con la estructura del dominio 

del AT II UspA1 de M. catarrhalis  responsable de la unión al receptor celular CEACAM1 (300, 

324). Se observó que una región de la estructura de ese mismo dominio de UspA1 presentaría 

también similitud con la estructura predicha para la mayor parte del dominio pasajero de BtaF. La 

mayoría de las proteínas que se encuentran dentro de las distintas CEACAMs están restringidas a 

linajes específicos de mamíferos.  Se ha sugerido que los distintos tipos de CEACAM se han 

diversificado independientemente en cada orden de los mamíferos (325-328) y que la fuerza 

impulsora detrás de la rápida diversificación de estas proteínas en los distintos linajes de mamíferos 

podría ser la presión de selección de los patógenos (326, 329). En humanos, CEACAM1 es el 

blanco de varias bacterias Gram negativas, tanto especies comensales como patógenas; las cuales 

habitan las mucosas nasofaríngeas, intestinales o urogenitales (330). Incluso la línea derivada de 

epitelio pulmonar A549 expresa CEACAM1 (331). Se propuso que dentro de las especies 

bacterianas que colonizan e infectan específicamente humanos,  aquellas que se adhieren a 

CEACAM1 reconocen únicamente al ortólogo humano, lo cual refuerza la hipótesis que plantea 

que las proteínas adhesivas microbianas han co-evolucionado con el receptor de su hospedador 

(330). Será interesante analizar si Brucella utiliza a CEACAM1 como receptor celular, y además, 

en caso que lo hiciera, si BtaE y/o BtaF están involucradas en dicha interacción.    

Tanto los ortólogos de BmaC (262) como aquellos de los otros dos AT tipo I (BR_A0173 y 

BR_2013)  (256) y los ortólogos de los AT triméricos BtaE y BtaF presentan una alta variabilidad 

de secuencia. Estas diferencias podrían contribuir a las preferencias de hospedador; por ejemplo, 

podrían resultar en una mayor adhesión a distintas variantes de los receptores celulares de distintos 

mamíferos (bovino, caprino o porcino), como ocurre con CEACAM1 para otros patógenos. Esto 
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apoyaría la hipótesis de la supuesta evolución a partir del aislamiento dado por las distintas 

preferencias de hospedador (26).  

Parte del éxito de Brucella como patógeno reside en evadir el sistema inmune. Para ello, 

Brucella ha desarrollado distintas estrategias mediante las cuales evade o interfiere la detección del 

sistema inmune innato, asegurándose el establecimiento de una infección crónica (332, 333). Una 

de las estrategias adoptadas por Brucella es la prevención de la activación del complemento 

presente en el suero (145, 334, 335). La estructura particular del LPS de Brucella es en parte 

responsable de la tolerancia al complemento (335, 336). Se ha sugerido que habría otras moléculas 

que contribuyen a la resistencia al complemento (337). La adhesina UspA2 de M. catharralis está 

involucrada en la resistencia al complemento presente en el suero (309). Dado que las predicciones 

estructurales de ambos AT BtaE y BtaF sugerían cierta similitud estructural con la estructura de las 

proteínas UspAs se planteó la hipótesis de que BtaE y/o BtaF podrían contribuir con la tolerancia 

de Brucella al complemento. Mientras que la expresión de btaE no afectó la tolerancia de E. coli ni 

de Brucella a la actividad bactericida del complemento, la expresión de btaF aumento más de 10 

veces la tolerancia de E. coli al complemento y la mutante ∆btaE de B. suis mostró una reducción 

significativa en la supervivencia en presencia del complemento. Estos resultados indican que BtaF 

(pero no BtaE) interviene en la protección de la bacteria que la porta frente a la actividad 

bactericida del complemento presente en el suero. En el caso de Bordetella pertusis, la bacteria 

expresa varios factores durante su fase virulenta que interactúan con componentes del 

complemento o reguladores del mismo, tanto de modo directo como indirecto y de este modo 

media la resistencia al complemento (338). Algunos de estos componentes son los 

autotransportadores BrkA (339) y Vag8 (338). Para poder comprender el mecanismo por el cual 

BtaF media la resistencia al complemento, así como la vía de activación con la cual interfiere, se 

deberán realizar experimentos adicionales.  

Para estudiar el rol de BtaE y BtaF en la virulencia de B. suis, se realizaron infecciones en 

ratones mediante inoculación intragástrica. Se utilizó esta vía de administración en lugar de la 

clásica inyección intraperitoneal, ya que se asemeja más a lo que sería una de las vías de entrada 

fisiológica de la bacteria. Tanto a los 7 como 30 días p.i., la carga bacteriana en bazo de ratones 

inoculados con las simples mutantes B. suis ΔbtaE o B. suis ΔbtaF fue significativamente menor 

que en aquellos inoculados con la cepa silvestre. Estos resultados indican que tanto BtaE como 

BtaF son necesarios para que Brucella presente una completa infectividad. Al evaluar la virulencia 

de la doble mutante se observó que a los 7 días p.i. la infección fue estadísticamente menor no solo 

con respecto a la de la cepa silvestre, sino también con respecto a las simples mutantes. En cambio 

a los 30 días, si bien el recuento fue menor que el observado para las mutantes simples, la 
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diferencia no fue estadísticamente significativa. Una posible interpretación del fenotipo diferencial 

de la doble mutante (a los 7 días p.i.) es que el fenotipo in vivo de la doble mutante es una 

consecuencia del defecto de más de una función de BtaE y BtaF. Como se mencionó anteriormente, 

es posible que algunos roles de las adhesinas sean redundantes o complementarios, mientras que 

otros podrían ser exclusivos de BtaE o BtaF, como por ejemplo, la protección frente al 

complemento de BtaF. Será interesante determinar si SP41, Bab1_2009, OmaA, BmaC, BtaE y 

BtaF tienen roles redundantes, sinérgicos o complementarios en la interacción de Brucella con 

distintos tipos de tejidos u hospedadores diferentes. Podría también ocurrir que las distintas 

adhesinas actúen en distintas etapas de la infección. Tanto BmaC, como BtaE y BtaF son 

necesarias para que la bacteria presente una completa capacidad de adhesión a células epiteliales. 

La inactivación de bmaC redujo la adhesión de B. suis a células del hospedador en 2 log (262), 

mientras que la deleción de btaE o btaF disminuyó la adhesión de B. suis en un 50-60%. Esto 

sugiere que BmaC tendría un rol más crítico en la adhesión a células en cultivo, respecto a las otras 

dos adhesinas. No se puede descartar que los perfiles de expresión espacio-temporales de BmaC, 

BtaE y BtaF sean diferentes entre sí, cumpliendo roles alternativos durante el proceso infeccioso.  

Será necesario realizar más estudios para comprender la interrelación entre las distintas adhesinas y 

su impacto en la adhesión a células del hospedador. 

Para evaluar la relevancia de las adhesinas en el proceso infectivo era importante 

comprobar que dichas adhesinas se expresan in vivo en hospedadores naturales. Con el fin de tener 

una primera aproximación se realizaron ensayos de ELISA invertido para evaluar la presencia de 

anticuerpos anti-BtaE o anti-BtaF presentes en hospedadores sanos o infectados con B. suis. Se 

pudo determinar que el título de anticuerpos capaces de reconocer una porción del dominio 

pasajero tanto de BtaE como de BtaF proveniente de sueros de chanchos enfermos fue 

significativamente mayor al de sueros provenientes de chanchos sanos. Estos resultados indican 

que tanto BtaE como BtaF se expresan in vivo cuando B. suis infecta a su hospedador de 

preferencia, lo cual refuerza la importancia de estas adhesinas durante el proceso de infección. 

Además, sugiere que en los animales enfermos habría algún tipo de respuesta inmune mediada por 

anticuerpos anti-adhesina. Las observaciones obtenidas al utilizar sueros de humanos, aunque 

preliminares, van en el mismo sentido. Se requieren más estudios para evaluar la intensidad de la 

respuesta inmunogénica contra las adhesinas y su potencial uso en el desarrollo de nuevas 

estrategias de diagnóstico o protección.  

Cabe destacar que actualmente las estrategias de diagnóstico para porcinos son muy 

limitadas. Según una comunicación personal con personal del SENASA es importante el desarrollo 

de una técnica que permita un diagnóstico preciso de brucelosis en porcinos. El desarrollo de dicha 



Discusión 
 

 

151 
 

técnica permitirá realizar el monitoreo de la enfermedad en porcinos. Como se mencionó en la 

sección 1.4. de la Introducción, los tests o combinación de pruebas utilizados para diagnosticar 

brucelosis para porcinos no son eficientes. Incluso la puesta a punto del ensayo de ELISA invertido 

con suero porcino presentó un considerable grado de dificultad. El desarrollo de una técnica de 

diagnóstico para porcinos basada en ELISA es prometedora, ya que no solo no se cultiva al 

patógeno, sino que además no se necesitan equipos sofisticados y los resultados se obtienen en 

poco tiempo.  

 

Ubicación polar 

Como era predecible, se determinó que tanto BtaE como BtaF se localizan sobre la 

superficie de la bacteria. Curiosamente, ambas adhesinas mostraron localización unipolar.  En el 

caso de BtaF en algunos casos la señal mostró ubicación sub-polar.  Hasta nuestro conocimiento, 

estos serían los primeros reportes de AT triméricos con localización unipolar. En cambio, ya se 

había descripto AT monoméricos con localización unipolar; estos incluyen, la adhesina BmaC de 

B. suis (262), la proteína que promueve polimerización de actina IcsA de Shigella flexneri (340) y  

la adhesina AIDA-I de E. coli (233).  Es interesante destacar que algunos de los AT tipo I, 

incluyendo Aida-A e IcsA, son polares en el citoplasma previo a su secreción, lo cual sugiere que 

la secreción ocurre en el polo (233, 341). Por otro lado, se observó que el AT monomérico NalP del 

coco Neisseria meningitidis contiene en sí mismo la información molecular que le permite 

localizarse en un polo al expresarla en E. coli. En línea con esta observación, tanto BtaE como BtaF 

mostraron tener una localización unipolar no solo en B. suis sino también al ser expresadas de 

modo heterólogo en E. coli, sugiriendo que el mecanismo que dirige la localización unipolar de los 

AT (tanto tipo I como tipo II) estaría conservado en varias bacterias. 

Tanto BtaE como BtaF fueron detectadas por inmunofluorescencia en una baja proporción 

de las células. Previamente se había observado un porcentaje similar de expresión para la adhesina 

unipolar BmaC (262). Es posible que el nivel de transcripción in vitro de bmaC, btaE o btaF no sea 

lo suficientemente alto para ser detectado como foci fluorescentes en la mayoría de las células. Si 

esto fuera cierto, se esperaría que ocurriera un aumento en la expresión génica de alguno(s) de los 

genes de las adhesinas cuando la bacteria se encuentra en el entorno del hospedador, previamente a 

la internalización en la célula. Por otro lado, dado que los anticuerpos generados reconocen un 

péptido correspondiente al dominio pasajero, otra explicación no excluyente de la baja proporción 

de bacterias marcadas es que estos péptidos no sean accesibles para los anticuerpos en la estructura 

nativa que adoptan sobre la superficie bacteriana (219). Por último, otra hipótesis interesante es que 

las adhesinas se expresarían solo en una subpoblación de las bacterias, que dependería de la etapa 
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del ciclo celular de Brucella. Esta hipótesis se basa en que, en Brucella, luego de una división 

asimétrica se generan dos tipos celulares distintos que sufren un proceso de diferenciación (39-41, 

342). Para cada una de las células hijas se puede además identificar un polo nuevo y un polo viejo 

(39). Asimismo, una baja expresión de estas adhesinas en una pequeña subpoblación bacteriana 

podría ser suficiente para lograr la internalización de Brucella y establecer así una infección 

limitada pero exitosa. Serán necesarios nuevos estudios para explorar estas posibilidades. 

Evidencias previas sugieren que cuando Brucella interactúa con la superficie de una célula 

eucariota, lo hace a través de uno de sus polos (262, 343). Mas aún, se ha propuesto que el polo en 

el cual se localiza BmaC, sería el polo que interactúa con la superficie celular (262). Por 

inmunofluorescencia se observó que el polo bacteriano que interacciona con la célula también 

correspondería a aquel en donde se ubica BtaE. Para poder determinar si las adhesinas se localizan 

en un polo en particular, y en caso de hacerlo, en qué polo se localizan; se analizó la presencia de 

cada adhesina por inmunofluorescencia de cepas de B. suis que portaban fusiones traduccionales de 

marcadores de polo viejo a proteínas fluorescentes (PdhS (41)) o nuevo (AidB (42)). Los resultados 

obtenidos indican que en las condiciones estudiadas, tanto BmaC como BtaE y BtaF, se localizan 

en el polo nuevo de B. suis, sugiriendo que éste polo estaría funcionalmente diferenciado para la 

adhesión. Varios factores de virulencia superficiales, incluyendo estructuras adhesivas de otras α-

Proteobacterias cercanas a Brucella, han exhibido localización polar. Se ha descripto, por ejemplo, 

que todas las proteínas VirB de Agrobacterium tumefaciens tienen localización polar (344). Incluso 

A. tumefaciens se adhiere a plantas y a superficies abióticas a través de uno de sus polos, en un 

proceso mediado por distintas estructuras, incluyendo un polisacárido unipolar (UPP) (345). A 

diferencia de lo observado en Brucella, se ha propuesto que A. tumefaciens se adhiere a las 

superficies preferentemente a través del polo viejo (40). Es posible que las características de la 

asimetría polar dependan del estilo de vida bacteriano. En el caso de A. tumefaciens, el modo de 

vida sésil requeriría la adhesión mediada por adhesinas localizadas en el polo viejo (el cual es 

relativamente estable) (345). Otro ejemplo de α-Proteobacteria que posee una arquitectura polar es 

Caulobacter crescentus, en cuyo polo viejo generado luego de la división celular se encuentra el 

polo diferenciado para la adhesión (40, 345, 346).  Caulobacter también presenta una etapa sésil en 

su ciclo de vida. En Brucella, una hipótesis atractiva es que la adhesión inicial de una única 

bacteria a la célula del hospedador estaría mediada por adhesinas localizadas en el polo nuevo de 

una subpoblación bacteriana infectiva. Es posible que la diferencia respecto al polo diferenciado 

para la adhesión esté relacionada con el estilo de vida sésil de la bacteria (como ocurre en 

Agrobacterium y Caulobacter) o una adhesión transitoria a la célula del hospedador como es el 

caso de Brucella. 
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 Adhesinas y especiación 

Como se mencionó anteriormente, dentro del género Brucella el concepto de especie es 

particularmente controversial (18), principalmente por la alta conservación de los genomas (11, 19-

21). La elevada similitud entre los miembros del género, ha dado lugar a que se planteara que el 

género sería monoespecífico y que todas las especies pertenecerían a biovariedades o cepas de la 

misma especie (21, 24, 25). Esta teoría se ha desestimado principalmente porque entra en conflicto 

con la hipótesis de la evolución a partir del aislamiento dado por las distintas preferencias de 

hospedador (26, 38). Curiosamente, la comparación de los genomas de B. melitensis 16M y B. suis 

1330 indicó que los genes más variables corresponden en gran parte a genes hipotéticos, muchos de 

los cuales codificarían proteínas de superficie. Estas diferencias en genes de superficie 

contribuirían a diferencias en el tropismo a tejidos, hospedador de preferencia y en las 

manifestaciones de la brucelosis (23).  

La comparación de los ortólogos de las adhesinas BmaC, BtaE y BtaF de B. suis 1330 

muestra una considerable variabilidad. Todos los genomas de las especies/cepas analizadas 

mostraron la presencia de ortólogos de BtaE y BtaF, aunque algunos de los ortólogos podrían no 

ser funcionales. Las diferencias se observaron principalmente en el dominio pasajero, tanto a nivel 

secuencia, como en su longitud y en el número de motivos repetidos. En el caso de BmaC, dentro 

de las especies clásicas, no fue posible identificar un ortólogo funcional en B. canis ya que el gen 

homologo sería inactivo debido a mutaciones nonsense (262). Dentro de los ortólogos funcionales 

de BmaC también se observó una alta variabilidad; por ejemplo, la similitud entre BmaC de B. suis 

1330 con su ortólogo de B. ovis es de tan solo el 48% (262). En línea con estas observaciones, los 

ortólogos de los otros AT tipo I BRA_0173 y BR_2013 (256) también presentaron diferencias de 

secuencia o funcionalidad. En el caso de BRA_0173, los genomas de B. canis y B. melitensis no 

expresarían ortólogos funcionales. Por otro lado, se expresarían ortólogos en B. abortus 2308 y B. 

ovis, pero sus identidades con respecto a la proteína de B. suis 1330 son sólo de 40 y 55%, 

respectivamente. En el caso de BR_2013 (OmaA) tampoco se identificaron ortólogos en todas las 

especies clásicas de Brucella, y en los casos en los que están presentes, éstos presentaron una baja 

identidad con respecto a la proteína de B. suis. En resumen, las putativas adhesinas podrían 

contribuir a las diferencias en cuanto a tropismo de tejido y/o la preferencia de hospedador. 

Por último, para comparar el impacto de las distintas adhesinas en el tropismo a 

determinados tejidos es importante también analizar la regulación de la expresión de las mismas. A 

través de análisis del transcriptoma se ha observado que la expresión del ortólogo de btaE en B. 

melitensis (BMEI1873) se encuentra reducida en una mutante defectiva en el regulador VjbR (347). 

Este regulador es un homólogo de LuxR que modula la expresión de transcriptos requeridos para la 
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supervivencia intracelular, cuya expresión se incrementa con la acidificación del medio extracelular 

(348). Por otro lado, mediante análisis de microarrays se determinó que la transcripción del 

ortólogo de bmaC en B. abortus se encuentra regulada negativamente por el sistema de dos 

componentes BvrR/BvrS. Este sistema participa en el ajuste de la fisiología de Brucella durante la 

transición que ocurre entre un nicho extracelular y el medio intracelular (349). En función de estas 

observaciones, una hipótesis es que la expresión de btaE y bmaC (y probablemente los genes de las 

otras adhesinas) se induzca por distintos estímulos. Serán necesarios estudios futuros que se 

focalicen en la regulación de la expresión de los genes de las adhesinas para comprender si éstas 

actúan en las mismas condiciones ambientales o, si en cambio, actúan bajo distintas estímulos, 

cumpliendo roles complementarios. 

  

MapA 

La tercer proteína perteneciente al grupo 2 de posibles adhesinas fue MapA (Figura 10). 

MapA claramente no pertenece a la familia de los AT triméricos. Los análisis y predicciones 

bioinformáticas sugieren que podrían tratarse de una proteína de membrana externa. Sólo se 

identificó un dominio conservado de función desconocida (DUF490) y una repetición del motivo 

RGD que se suele asociar a adhesinas bacterianas. Por otra parte, la búsqueda de secuencia señal 

mediante la vía TAT sugiere que la proteína podría secretarse a través de esta vía. Río arriba de 

mapA se encuentra el gen de una proteína hipotética conservada de membrana externa que estaría 

involucrada en el ensamblado de la membrana externa. El ORF que se encuentra río debajo de 

mapA codificaría una lipoproteína de la envoltura celular. Por otro lado, se observó que MapA se 

encuentra en todas las especies del género compartiendo una identidad mayor al 99%. Esta mínima 

variabilidad sugiere que MapA estaría implicada en alguna etapa del metabolismo central de 

Brucella. Los ortólogos en B. abortus S19 y B. melitensis 16M están anotados como putativas 

“gramicidin S biosynthesis grsT protein” (GRST). Sin embargo, observamos que la similitud de 

secuencia entre MapA y la GRST de Brevibacillus brevis (312) es de sólo el 7.2%.  La enzima 

GRST está involucrada en la síntesis de gramicidina S y en particular es una hidrolasa que actúa 

sobre uniones éster. Dentro de la clasificación numérica para las enzimas basada en las reacciones 

químicas que catalizan, el número EC (Enzyme Commission numbers) correspondiente para las 

GRST es EC 3.1.2, donde “3” indica que es una hidrolasa, “3.1” significa que actúa sobre enlaces 

éster y “3.1.2” indica que es una tioester hidrolasa (277). Las enzimas pertenecientes a esta clase 

(incluyendo la GRST) participan en el metabolismo de ácidos grasos (277).  

Al realizar la comparación de la estructura predicha para MapA con bases de datos de 

estructuras, se encontró similitud con dos enzimas de la familia 2 de las glicosil hidrolasas. Esta 
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familia incluye enzimas con actividad ȕ-galactosidasa (lactasa) o ȕ-glucuronidasa, descriptas en 

bacterias, hongos y animales, pero no en plantas (350). Las glicosil hidrolasas se clasifican como 

EC 3.2.1, donde “3” indica que es una hidrolasa, “3.2” indica que es una glicosilasa, es decir que 

actúa sobre enlaces glicosilo (unión entre dos monosacáridos) y “3.2.1” significa que es una 

glicosidasa capaz de hidrolizar O- o S-glicosidos, liberando azucares más chicos (277). 

Con el fin de caracterizar MapA se realizaron distintos ensayos in vitro; y para ello se 

realizaron al igual que para BtaE y BtaF aproximaciones tano mediante ensayos heterólogos y 

mutacionales. En el caso de la expresión heteróloga, no se observaron diferencias en el fenotipo 

entre la cepa de E. coli que expresó MapA y la cepa control. Por otro lado se  evaluó si la deleción 

de mapA afectaba la estructura de la envoltura celular de B. suis y por consiguiente la resistencia a 

diferentes compuestos. B. suis ΔmapA presentó el típico comportamiento de las cepas lisas en 

acriflavina, lo cual sugiere que no habría sufrido cambios en su antígeno O. La mutante tampoco 

presentó diferencias en cuanto a la tolerancia a DOC 0.1%, EDTA 200 µg/ml ni a SDS 0.01%, con 

respecto a la cepa parental. En cambio, presentó una mayor sensibilidad a Tritón X-100 0.1% y a 

distintas concentraciones de polimixina B. Estos resultados indican que la superficie de la mutante 

se encuentra afectada. Para comprender estos resultados, es importante tener en cuenta la 

naturaleza de cada uno de los compuestos. Como se mencionó en la sección 2.2.a. de la 

Introducción, Brucella normalmente tolera mayores concentraciones de quelantes de calcio como 

EDTA, que otras bacterias, lo cual está relacionado con la menor exposición de residuos cargados 

de su LPS (155) y el fuerte anclaje de esta estructura a su membrana particularmente hidrofóbica 

(143). Como consecuencia de la menor exposición de residuos con carga aniónica del LPS respecto 

a otras especies, el rol de los cationes divalentes en la estabilización de su estructura es menos 

importante. Tanto el SDS como el Tritón X-100 son detergentes, con la diferencia que el primero 

es un detergente aniónico, mientras que el Tritón X-100 es un detergente no iónico. Ambos 

compuestos son surfactantes y en altas concentraciones podrían emulsionar las membranas de las 

bacterias. El Tritón X-100 es una molécula anfipática, soluble en agua, compuesta por una cadena 

hidrofílica de óxido de polietileno y un anillo aromático hidrofóbico. Una posible explicación a la 

mayor sensibilidad al Tritón X-100 de la mutante, es que ésta presente un cambio en la 

hidrofobicidad de su membrana que la haga más accesible a este detergente.  

La polimixina B es un lipopéptido catiónico con efecto antibiótico en la mayoría de las 

bacterias Gram negativas, ya que permeabiliza las membranas. Mediante su porción de ácido graso 

se une a las membranas y altera su estructura permeabilizándola, actuando de modo similar a un 

detergente. La porción correspondiente al péptido catiónico suele unirse al LPS mediante una 

atracción electrostática, mediada por la interacción de las cargas positivas del péptido con las 
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cargas negativas del LPS, y así también altera la permeabilidad de la membrana externa. Mediante 

estas interacciones electrostáticas la polimixina B desplaza, al menos en parte, iones calcio y 

magnesio, que en la mayoría de las Gram negativas estabilizan las cargas del LPS. Como se 

mencionó en la sección 2.2.a. de la introducción, Brucella tiene una mayor tolerancia a la 

polimixina B  que otras especies como E. coli y S. enterica, lo cual se debe principalmente a la 

menor cantidad de grupos aniónicos expuestos en el LPS de Brucella y su fuerte anclaje a la 

membrana (8, 142, 143, 155).  La mayor susceptibilidad a polimixina de la mutante ∆mapA podría 

deberse a una reducción en la hidrofobicidad de su membrana la cual podría dar lugar a un anclaje 

más débil del LPS a la membrana. Otra posibilidad es que un cambio en la estructura del LPS en la 

mutante resulte en un aumento en las cargas negativas expuestas por el LPS. 

Dentro de la caracterización de los fenotipos asociados a la envoltura celular, el último 

fenotipo analizado fue la sensibilidad de la cepa mutante mapA a la lisozima. La lisozima es una 

enzima que hidroliza preferentemente las uniones ȕ 1,4 entre los residuos de ácido N-

acetilmurámico y N-acetil-D-glucosamina del peptidoglicano de la pared bacteriana (351). Esta 

actividad enzimática afecta particularmente a las bacterias Gram positivas (352). La hidrolisis del 

peptidoglicano compromete la integridad de la pared celular y lleva a la lisis de la bacteria.  Se 

considera que esta enzima es parte de un sistema bactericida no inmune de vertebrados, ya que es 

abundante en numerosas secreciones como la saliva, lágrimas, moco, bazo, pulmones, plasma y 

cartílago, entre otros (351). Además, los neutrófilos la liberan como parte del mecanismo de 

defensa del sistema inmune. De todos modos se ha demostrado que el LPS de Brucella no estimula 

la degranulación ni la liberación de lisozima por parte de los neutrófilos (353).  

La baja susceptibilidad de la mayoría de las especies Gram negativas a la lisozima se debe 

a que la membrana externa protege al peptidoglicano (354).  La concentración de enzima utilizada 

en el ensayo (ver sección III.4. de Resultados) (2 µg/ml) estuvo dentro del rango de 

concentraciones que se encuentra en sangre y plasma (varía entre 1.54 y 9.74 µg/ml, con una media 

de 5.64 µg/ml (355)). En estas condiciones la cepa mutante mapA mostró ser muy sensible a la 

lisozima; en menos de 3 minutos se obtuvo una lisis casi total de las bacterias, mientras que la cepa 

silvestre no fue afectada en los tiempos evaluados. La mayor sensibilidad de la mutante a la 

lisozima la define como una cepa hiperpermeable.  Desde el punto de vista estructural, esta 

caracteristica indica que su membrana externa se encuentra afectada. Es interesante analizar lo que 

ocurre en el caso de cepas Gram negativas muy sensibles a la  lisozima o “hiperpermeables”, como 

por ejemplo la cepa DC2 de E. coli. Esta cepa, derivada de UB1005 (356) presenta una membrana 

externa permeable a distintos compuestos  (356-358). La causa de la hiperpermeabilidad es que 

posee un LPS alterado (359,358), particularmente tiene una reducción en la esterificación de 
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residuos del núcleo polisacarídico que dan lugar a un aumento en las cargas negativas del LPS 

(356, 359). En línea con el aumento de cargas negativas expuestas por su LPS, se ha observado, 

además, que el LPS de esta cepa tiene una mayor cantidad de iones sodio y magnesio unidos, 

respecto a la cepa parental (359). Curiosamente, estas diferencias dan lugar a una mayor afinidad 

del LPS por policationes respecto al de la cepa parental (359), entre ellos la polimixina B, lo cual a 

su vez confiere mayor sensibilidad a este compuesto (360). Se ha descripto que E. coli DC2 es 

también más susceptible a compuestos hidrofóbicos que la cepa parental (361). En resumen, estas 

observaciones apoyan la hipótesis que el LPS de ΔmapA, similar a lo que ocurre con el LPS de E. 

coli DC2, podría exponer una mayor carga negativa, lo cual explicaría su mayor sensibilidad a 

polimixina B y lisozima. Sin embargo, la falta de un fenotipo de la mutante en cuanto a la 

tolerancia al EDTA sugiere que el LPS no estaría estabilizado por una mayor cantidad de cationes 

divalentes. Esto estaría en contra de un incremento de cargas negativas expuestas en el LPS. Existe 

la posibilidad que la estabilización estuviera dada en parte por cationes monovalentes, como ocurre 

en E. coli DC2 (mayor asociación con sodio). Dentro de los cambios que podrían explicar 

aumentos en la carga negativa, podrían mencionarse modificaciones en el lípido A o en el antígeno 

O (ver sección 2.2.a. de la Introducción). Aunque su comportamiento en el ensayo de acriflavina 

fue el esperado para una cepa lisa, se debe mencionar que se han descripto casos en los que cepas 

rugosas se comportan como lisas en tests que se utilizan para discriminar unas de otras (362). Es 

por esto que no deberían descartarse modificaciones en el antígeno O. Los cambios asociados a la 

envoltura celular también podrían deberse a alteraciones en la hidrofobicidad de los lípidos de 

membrana. Ambas posibilidades, tanto las posibles modificaciones en el LPS o en la 

hidrofobicidad de los lípidos de membrana estarían en línea con las predicciones informáticas que 

sugieren que MapA podría catalizar la formación de uniones éster (como GRST) y con la función 

predicha para las proteínas codificadas en el entorno genético. Alternativamente, MapA podría 

estar involucrada en la biosíntesis de algún polisacárido de superficie. Esta posibilidad estaría 

apoyada por la predicción de la similitud de la estructura de MapA con estructuras de glicosil 

hidrolasas y la similitud de secuencia con proteínas involucradas en la biosíntesis y degradación de 

polisacáridos de superficie y del LPS. 

La menor capacidad de la mutante en mapA de infectar HeLa con respecto a la cepa 

parental podría ser una consecuencia indirecta de los cambios en la membrana, o sea, a un efecto 

pleiotrópico de la deleción. Por otro lado, es interesante el comportamiento observado de la 

mutante en el ensayo de replicación intracelular en macrófagos. A tiempos cortos se observa que la 

cantidad de bacterias intracelulares correspondientes a la mutante defectiva en MapA es menor. Si 

bien en los tiempos posteriores hay un menor recuento para la mutante, la cinética de replicación 
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fue la misma. Esto sugiere que las diferencias en el recuento se deberían a otro factor previo a la 

estabilización en el nicho intracelular. Una posibilidad es que la mutante sea menos eficiente en 

evitar la fusión inicial a endosomas o lisosomas tempranos. Se ha descripto que al ingresar a los 

macrófagos Brucella necesita la presencia de rafts  lipídicos (balsas lipídicas) ricos en GM1 y 

colesterol (124, 125)  y del lipopolisacárido (LPS) de Brucella spp. (126). La alteración de 

estructuras como el LPS o los lípidos de membrana en mapA podría resultar en una interacción 

inicial ineficiente, lo cual, a su vez, provocaría una reducción en el número de bacterias invasoras. 

En resumen, la función bioquímica de MapA podría contribuir a adquirir las características 

particulares de la membrana externa de Brucella que la hacen resistente a componentes del sistema 

inmune innato del hospedador. La actividad de MapA también sería necesaria para que la 

superficie de Brucella interaccione eficientemente con el mácrofago en las etapas iniciales. 

 

Perspectivas 

Será interesante plantear nuevos enfoques experimentales que permitan determinar la 

relación entre la variabilidad de los ortólogos de las distintas adhesinas y el tropismo a diferentes 

tejidos y el rango de hospedadores. Además, se evaluará la posibilidad que CEACAM1 funcione 

como un receptor celular utilizado por Brucella en la infección de células epiteliales presentes en 

las mucosas y si esta interacción está mediada por BtaE, BtaF y/o BmaC. Dado que el receptor 

CEACAM1 de distintas especies de mamíferos presenta considerables variaciones (330), es 

interesante la hipótesis que la interacción de CEACAM1 con una de las adhesinas  contribuya con 

la especificidad de la interacción de una determinada especie de Brucella con su hospedador de 

preferencia. También se evaluará si las distintas adhesinas de B. suis tienen roles complementarios, 

sinérgicos o redundantes. El estudio de la regulación de la expresión génica y la caracterización de 

otras mutantes múltiples ayudarán a contestar estas preguntas. 

Por otro lado, se realizarán estudios más rigurosos para explorar la antigenicidad de BtaE y 

BtaF, tanto en porcinos como en humanos. Dependiendo de estos resultados, se podría evaluar la 

posibilidad de utilizar a las adhesinas como blancos de diagnóstico en porcinos, utilizando una 

técnica simple como el ELISA invertido. Surge la pregunta si las adhesinas o péptidos de ellas 

podrían conferir protección a ratones infectados con B. suis. Está información podría ser utilizada 

para el desarrollo de una vacuna para proteger a los porcinos de la brucelosis, ya que, si bien existe 

una vacuna (cepa 2 de B. suis), su uso está permitido en pocos países. Otra opción alternativa al 

desarrollo de vacuna de componentes, podría ser expresar las adhesinas (o versiones truncadas de 

las mismas) en alguna bacteria que pertenezca al grupo de las GRAS (generally recognized as 
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safe), es decir que sea considerada por la FDA (American Food and Drug Administration) como 

segura. De este modo, la vacuna podría ser administrada por vía oral.   

Por otra parte, con respecto a MapA, nos proponemos realizar diversos enfoques 

bioquímicos, genéticos y moleculares que permitan definir su función bioquímica. La 

determinación de su función es relevante ya que las observaciones descriptas en este trabajo de 

tesis sugieren que cumpliría un rol importante en la adquisición de las características particulares 

de la membrana externa de Brucella, que la convierten en un patógeno furtivo. Por otro lado sería 

interesante estudiar si la cepa es tal como se espera, una cepa atenuada. 

 Por último, el hecho de que B. suis ΔmapA sea una cepa hiperpermeable da lugar a la 

utilización de esta cepa para una amplia variedad de aplicaciones. Por ejemplo se la podría utilizar 

para hacer una búsqueda de alta escala de compuestos con actividad bactericida contra Brucella. Se 

han utilizado cepas bacterianas y de levaduras hiperpermeables para evaluar la sensibilidad a 

distintos compuestos y combinaciones de drogas (363,364). Incluso se ha aprovechado en otros 

microorganismos la mayor permeabilidad a distintos compuestos para caracterizar vías metabólicas 

(365), identificar blancos de acción para nuevos antibióticos (366), entre otros estudios. 
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Conclusiones 

 

En el marco de esta tesis se han identificado y caracterizado BtaE y BtaF de B. suis, dos 

adhesinas pertenecientes a la familia de los autotransportadores triméricos. Se demostró que una 

adhesión eficiente de B. suis a células del hospedador es dependiente de la expresión de ambas 

adhesinas. Además, BtaE y BtaF fueron necesarias para una completa virulencia en ratón. Las 

adhesinas podrían cumplir algunas funciones redundantes, como mediar la adhesión a componentes 

de la ECM. Otras funciones de las adhesinas podrían ser complementarias, cumpliendo distintos 

roles en un mismo “mecanismo adhesivo”; un ejemplo de este caso es el rol de BtaE y BtaF en la 

adhesión a células de origen epitelial. Es posible que otras funciones sean exclusivas de solo una de 

ellas. Por ejemplo, sólo BtaF contribuye con la tolerancia al complemento presente en el suero.  

Si bien aún desconocemos la función de MapA, los resultados obtenidos sugieren que la 

proteína MapA estaría involucrada en la síntesis o modificación de algún componente de 

membrana. Esta función podría estar relacionada, por ejemplo, con la biosíntesis de lípidos de la 

membrana externa, cuya estructura contribuye con la alta hidrofobicidad de dicha membrana. 

Alternativamente, MapA podría estar involucrada en la modificación de algún componente del 

LPS, que resulte en una baja cantidad y/o exposición de residuos con carga negativa. Por ejemplo, 

MapA podría mediar la esterificación de residuos cargados del LPS. La identificación de una nueva 

proteína/enzima fuertemente ligada a la estructura particular de la membrana externa de Brucella es 

otro modo de acercarse a comprender las características únicas de la patogenia de este patógeno. 
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ºC Grados Celsius 
µg Microgramo 
µl Microlitro 
µm Micrómetro 
µM Micromolar 
ADN Ácido Desoxirribonucleico 
ADNc Ácido Desoxirribonucleico copia 
ANLIS Administración Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud  
ARN Ácido Ribonucleico 
AT Autotransportador 
AT I  Autotransportador de tipo I o monomérico 
AT II  Autotransportador de tipo II o trimérico 
ATP Adenosina Trifosfato 
ATs  Autotransportadores 
BCV Vacuola contenedora de Brucella 
BLS Lumazina sintasa 
BSA Seroalbumina bovina 

daTaa  
Server Domain Annotation in Trimeric Autotransporter 
Adhesins 

DO600 Densidad óptica determinada a 600 nanómetros 
DOC Deoxicolato de Sodio 
ECM  Matriz Extracelular 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
FIL Fundación Instituto Leloir 
GFP Proteína verde fluorescente 
h Hora 
HisTag Tag de Histidina 
HPLC Cromatografía líquida de alta eficiencia  
IFN-Ȗ Interferón -Ȗ 
IMAC Cromatografía de afinidad por iones metálicos inmovilizados  
INTA Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria 
IPTG Isopropil-ȕ-D-1-tiogalactopiranósido 
kb Kilo bases 
kDa Kilo Dalton 
LB Medio Luria Bertani 
LPS  Lipopolisacárido 
Mb Megabases 
ME  Membrana Externa 
MI Membrana Interna 
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min Minuto 
ml Mililitro 
mM Milimolar 
MOI Multiplicidad de infección 
nm Nanómetro 
OMPs  Proteínas de Membrana Externa 
OMS Organización Mundial de la Salud 
ORF Open reading frame  
pb Pares de bases 
PBS-T PBS-Tween 20 0.05% 
p.i. Post-infección 
p/v Peso en volumen 
PDB  Protein Data Bank 
rpm Revoluciones por minuto 
SDS  Dodecil sulfato de sodio 
SENASA Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 
SN Sobrenadante 
TSA Medio Tryptic Soy Broth sólido 
TSB Medio Tryptic Soy Broth 
u.f.c Unidades formadoras de colonias 
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