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 RESUMEN 

Venegas Cureño Emilio. Evaluación de la respuesta inmune humoral generada en cobayos 

inmunizados con péptidos sintéticos de proteínas de la membrana externa de Brucella spp.

(Bajo la dirección del: Dr. Antonio Verdugo Rodríguez y Dr. Daniel Martínez Gómez). 

Brucella spp. es el agente causal de la brucelosis, una zoonosis que afecta animales 

domésticos y silvestres y que tiene alto impacto económico sobre la producción pecuaria. Un 

área de gran interés en el control de esta enfermedad es la elaboración de nuevos 

inmunógenos que prevengan la infección causada por este agente en los animales domésticos 

o silvestres, además en personal ocupacionalmente expuesto y que no produzcan reacciones 

que interfieran con el diagnóstico. En este trabajo se evaluó la capacidad de cuatro péptidos 

sintéticos para generar una respuesta inmune humoral en cobayos, a través de la técnica de 

ELISA utilizando proteínas de la membrana externa de Brucella melitensis (OMP’s) como 

antígeno de captura. Los péptidos sintéticos fueron diseñados a partir de las secuencias de 

aminoácidos, específicamente de asas expuestas, de las proteínas Omp14, Omp28, Omp31 y 

Omp2b de Brucella spp., a los cuales se les nombró de acuerdo a la proteína de la cual fueron 

sintetizados. Los sueros de los animales inoculados tanto por la vía subcutánea como por la 

vía nasal, desde el cuarto sangrado hasta el quinto, dos semanas después del desafío con 

Brucella melitensis, presentaron anticuerpos específicos a Brucella en todos los casos. La 

respuesta inducida por los cuatro péptidos en los cobayos inmunizados por vía subcutánea fue 

similar a la respuesta de los animales del grupo control positivo, mientras que los valores del 

grupo inmunizado por vía nasal, aunque fueron estadísticamente iguales entre si y al control 

positivo, la media fue ligeramente menor. En este trabajo se evaluó la inducción de la 

respuesta inmune humoral, por lo cual se requieren más estudios para evaluar la respuesta 

celular inducida por estos péptidos sintéticos. La utilización de péptidos sintéticos como 

inmunógenos tiene potencial para su uso en especies donde las vacunas tradicionales no han 

funcionado, pero primordialmente en humanos. 
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Introducción. 

La brucelosis es una de las zoonosis bacterianas más importantes a nivel mundial. Según 

datos de la FAO (Food and Agriculture Organization), OMS (Organización Mundial de la Salud)

y de la OIE (Office International des Epizooties), es una de las zoonosis bacterianas de mayor 

importancia en el mundo, afectando en promedio más de 50,000 personas anualmente, 

principalmente en países del Medio Oriente, Asia y Centroamérica. Esta enfermedad es 

causada por microorganismos del género Brucella 1.

El género Brucella, está ubicando dentro del grupo alfa, subgrupo 2 de las Proteobacterias 

dentro de la familia Rhizobiaceae. Esta familia incluye bacterias patógenas de plantas y 

animales como Agrobacterium, Rhodobacter, Rickettsia, Bartonella y Brucella, bacterias con 

capacidad para interactuar con células eucarióticas en forma intercelular o intracelular, 

bacterias endosimbiontes de plantas como Rhizobium, y Phyllobacterium; habitantes del suelo 

como Mycoplana y a Ochrobactrum anthropi que llegan a causar infecciones oportunistas en el 

hombre 1, 2, 3, 4, 5.

El aislamiento del agente etiológico de la brucelosis, también conocida como Fiebre de Malta o 

fiebre ondulante, se realizó a finales del siglo XIX, por un grupo de investigadores 

encabezados por David Bruce en 1887 a partir de tejido de bazos de soldados británicos que 

murieron a causa de esta enfermedad. En un inicio esta bacteria se denominó Micrococcus

melitensis, basándose en las características coloniales y microscópicas 3, 4, 5, 6. En un estudio

posterior realizado por la Dra. Alice Evans en 1917, se comprobó que el bacilo de Bang (B.

abortus) descubierto por Bernard Bang y el Micrococcus melitensis (B. melitensis) estaban 
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estrechamente relacionados, pero no fue hasta años mas tarde y tomando en cuenta los 

trabajos de Evans, que el Dr. Meyer y colaboradores propusieran la creación del género 

Brucella, en honor a David Bruce 7.

En México, los primeros reportes de brucelosis humana fueron hechos por Carvajal en 1906, 

cuando publicó una nota médica en la cual sugería que sus pacientes con fiebre recurrente al 

parecer estaban afectados por la fiebre de malta; posteriormente en 1912 el Dr. Résendiz 

relacionó la aparición de una enfermedad extraña caracterizada por fiebre recurrente con la 

importación de cabras murcianas en 1910. Finalmente en el año 1921 el Dr. Placeres logró el 

aislamiento de un microorganismo muy similar al Micrococcus melitensis reportado por David 

Bruce 4, 7, 8, 9.

Los microorganismo del género Brucella afectan una variedad muy amplia de mamíferos 

incluyendo al hombre, bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, roedores, animales marinos, etc.2, 3, 

5. Dentro del género Brucella tradicionalmente se han incluido seis especies: Brucella abortus, 

B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis y B. neotomae. Esta clasificación esta basada en la 

patogenicidad y preferencia hacia un hospedador establecida por el hecho de que fue en él, de 

donde se realizó por primera vez el aislamiento de la especie en cuestión, quedando implícito 

así que B. abortus afectaba principalmente a bovinos, B. melitensis a caprinos y ovinos, B. suis 

a suinos, B. canis a caninos, B. ovis a ovinos específicamente y B. neotomae a roedores, 

auque infecciones cruzadas ocurren 2, 4, 9, 10. Sin embargo, el número de especies afectadas 

por microorganismos de este género podría ampliarse, al incluirse a los mamíferos marinos 

como especies afectadas. Inicialmente estos aislamiento fueron clasificados dentro de un 

grupo separado al que de modo no oficial se le denominó Brucella maris, sin embargo ahora se 

propone incluir dentro del género Brucella, dos nuevas especies, B. cetaceae formado por los 
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aislamientos a partir de cetáceos y B. pinnipediae formado por los aislamientos de fócidos 2, 4, 9, 

10. Verger y colaboradores han propuesto un nuevo esquema de clasificación, el cuál considera 

a Brucella melitensis como única especie y a las otra restantes como biovares, basado en la 

homología de ADN mayor del 90%, por medio de hibridaciones ADN-ADN y el análisis de las 

secuencias del gen ARN ribosomal 16S 3, 4. Por otra parte, análisis genómicos comparativos de 

B. suis y otros miembros de las -Proteobacterias en particular los pertenecientes a la familias 

Rhizobiaceae, ha mostrado similaridades entre estos organismos, en estructura genómica y 

capacidades metabólicas. De particular interés ha sido la homología entre los sistemas de dos 

componentes, esenciales para la replicación intracelular (BvrR, BvrS), formación de tumores 

en plantas (ChvG, ChvI) y establecimiento de endosimbiosis (ExoS, ChvI) para B. suis,

Agrobacterium tumefaciens y Sinorhizobium meliloti respectivamente 3.

Las especies de Brucella y sus diferentes biotipos son distinguidos por pruebas diferenciales 

basadas en serotipificación, fagotipificación, sensibilidad a tinciones, requerimientos de CO2,

producción de H2S y propiedades metabólicas 9.

En nuestro país han sido aisladas 5 de las 6 especies de Brucella, siendo B. neotomae la única 

que no ha sido aislada. Dentro de las especies aisladas se tiene a: B. melitensis biovariedades 

1-3; B. abortus biovariedades 1, 2, 4-6, siendo el biovar 1 el más frecuente y el biovar 4 el más 

virulento para el hombre; B. suis biovariedad 1, aislado tanto de humanos como de cerdos; B. 

canis y B. ovis. Es importante mencionar en este punto que algunos de los aislamientos se han 

hecho a partir de especies animales que no corresponden a su hospedador, así se tienen 

aislamientos de B. suis a partir de un queso de leche de vaca y una cepa de B. melitensis

aislada a partir de leche de vaca, lo cual nos sugiere que los microorganismos del género 
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Brucella pueden afectar a varias especies animales favoreciendo la propagación de la 

enfermedad 4, 8.

Los microorganismos del género Brucella son cocobacilos pequeños Gram negativos (0.6-1.5 

m x 0.5-0.7 m), que se comportan como intracelulares facultativos, no móviles, sin cápsula, 

no esporulados y sin flagelo. Sin embargo recientemente, un estudio realizado por Fretin D. y 

colaboradores, lograron la identificación de genes que codifican para componentes putativos 

de un aparato flagelar, el cual podría funcionar bajo condiciones específicas durante el proceso 

de infección (11). Los microorganismos del género Brucella requieren medios enriquecidos 

para su primoaislamiento, B. ovis y algunos biotipos de B. abortus necesitan además, de una 

atmósfera de CO2 del 5-10% 4, 9,12.

El aislamiento de la bacteria es la única evidencia directa, contundente de que se trata de una 

infección por Brucella. Aunque se puede aislar de varios tejidos, la sangre es el material que se 

emplea con mayor frecuencia para realizar el cultivo bacteriológico. 

Los métodos diagnósticos para la brucelosis están basados principalmente en técnicas 

serológicas que detectan anticuerpos contra el LPS 4. Uno de los grandes problemas en el 

diagnóstico por estos métodos resulta de la similitud del antígeno O de la cadena del LPS de 

Brucella con otros microorganismos, en particular con Yersinia enterocolica 0:9 (Kittelberger y 

col. 1995). Esta reacción cruzada entre Brucella y otros microorganismos limita la especificidad 

de muchos métodos de diagnóstico 3.

Las pruebas de aglutinación en placa y rosa de Bengala son comúnmente utilizadas como 

pruebas de rutina y muchas veces son las únicas pruebas que están disponibles en áreas 
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rurales. Las pruebas de Rivanol y 2- mercaptoetanol son utilizadas sólo como ensayos 

confirmatorios 13.

Cuando las bacterias del género Brucella se cultivan en medios sólidos pueden presentar una 

morfología colonial lisa o rugosa, la cual se puede evidenciar cuando se tiñen con colorantes 

como el cristal violeta y se observan con un microscopio con luz oblicua 14. La morfología lisa o 

rugosa de las colonias de Brucella depende de la composición de las moléculas del 

lipopolisacárido (LPS) de la membrana externa de la bacteria 9. Las especies B. abortus, B. 

melitensis, B. suis y B. neotomae se presentan principalmente como cepas lisas, por tanto 

expresan la variedad lisa del LPS (S-LPS) aunque existen variantes rugosas expresando la 

variedad rugosa del LPS (R-LPS) como antígeno de superficie. Las especies B. canis y B. ovis

expresan naturalmente R-LPS como antígeno de superficie, por lo tanto se consideran cepas 

rugosas. Estas especies son responsables de la epididimitis en carneros y la brucelosis canina 

respectivamente, Brucella canis está también involucrada en casos raros de brucelosis en 

humanos 9.

En el medio de cultivo TSA (agar tripticasa soya), las cepas de Brucella producen colonias 

circulares, convexas con bordes regulares, translúcidas y con coloración ámbar. A contraluz 

estas colonias son brillantes, ligeramente opalescentes y de color gris azulado. En agar gelosa 

sangre no producen hemólisis y en agar MacConkey crecen poco y no fermentan la lactosa. 

Los microorganismos del género Brucella son parcialmente ácido-alcohol resistentes, por lo 

que para su identificación se emplea también la tinción de Zielh-Neelsen modificada, donde las 

bacterias se tiñen de color rojo y la morfología es la misma que cuando se tiñen con Gram. Las 

pruebas para identificación de especie y biovariedad con microorganismos del género Brucella
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incluyen: crecimiento en atmósferas con 5 a 10% de CO2, la prueba de urea de Christensen, 

donde el medio cambia a rosa debido a la producción de ureasas; crecimiento en diferentes 

concentraciones de colorantes como la tionina y fucsina básica, inhibición a safranina y 

crecimiento en medio TSA con producción de H2S 1, 4.

Una de las pruebas rutinarias de identificación de microorganismos del género Brucella es la 

fagotipificación o prueba de sensibilidad a distintos bacteriófagos, la cual consiste en colocar 

una gota pequeña de los bacteriófagos Tiblisi (Tb), Weybridge (Wy) y Berkeley (Bk) sobre una 

capa de cultivo de Brucella para observar la existencia de lisis en los sitios en donde se 

colocaron las gotas 3, 4.

Brucella posee una la capacidad para sobrevivir y persistir en el ambiente por períodos 

considerables, bajo condiciones de baja temperatura, humedad moderada, pH cercano a la 

neutralidad y protección contra el sol. Estas bacterias son muy sensibles al calor y se 

destruyen rápidamente cuando son sometidas a la pasteurización o cuando se exponen a 

temperaturas de 60°C por 30 minutos, también son sensibles a la mayoría de los 

desinfectantes de uso común a las concentraciones recomendadas, con excepción de los 

cuaternarios de amonio 4.

La pared celular de los microorganismos del género Brucella está compuesta por una 

membrana interna y una externa, ubicándose entre ellas el periplasma, el cual contiene 

peptidoglicano y otros componentes solubles (figura 1) 2. La membrana citoplásmica es una 

bicapa constituida de fosfolípidos como la fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, cardiolipina y 

fosfatidilglicerol 2,15. La membrana externa, constituye una barrera física y funcional entre el 

interior de la célula bacteriana y su medio, además de ser la primera estructura, que entra en 
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contacto con las células del sistema inmunológico del huésped durante los estadios tempranos 

de la enfermedad, ya que no se han descrito componentes capsulares en Brucella 4. La 

membrana externa se encuentra fuertemente unida al peptidoglicano ubicado en el periplasma 

través de distintas lipoproteínas, éstas uniones le proporcionan una mayor estabilidad; un 

ejemplo de este tipo de uniones es la lipoproteína de Brucella con un peso de 19 kDa, la cuál 

es estructuralmente semejante a la lipoproteína de Braun de E. coli, incluso existe una 

antigenicidad cruzada entre ellas (4, 16). Así mismo se ha reportado que cuando Brucella

abortus es inactivada por calor, la membrana citoplasmática se colapsa, mientras que la 

membrana externa mantiene su morfología, a pesar de la liberación de materiales de la 

membrana externa como el LPS, debido a la interacción membrana externa-peptidoglicano, 

confiere a la primera una mayor rigidez en Brucella en comparación con otras bacteria Gram 

negativas 2.

Estudios previos han demostrado que la envoltura celular de microorganismos del género 

Brucella muestran distinta permeabilidad a detergentes y EDTA, en comparación con otras 

bacterias Gram negativas, con base en esto se ha sugerido la existencia de una relación entre 

la membrana externa y mecanismos de patogenicidad en microorganismos de este género, 

como son la resistencia a la polimixina B y péptidos catiónicos bactericidas como lisozima, 

lactoferrina, defensina NP-2, que están fisiológicamente presentes en los mamíferos 17. Una 

posible explicación de esta resistencia es que a diferencia de las enterobacterias, la membrana 

externa de Brucella es rica en fosfatidilcolina y no en fosfatidil etanolamina, además de que la 

polimixina B no se une al LPS de esta bacteria 17.

El lipopolisacárido (LPS) conocido también como endotoxina, es de los constituyentes de la 

membrana externa (ME) de Brucella más estudiado, por ser el elemento más abundante y 
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antigénico. El LPS de Brucella tiene propiedades bioquímicas y biológicas diferentes a las del 

resto de las bacterias Gram negativas, especialmente por el contenido de ácidos grasos en el 

lípido A, lo cual hace que el LPS de Brucella presente baja actividad endotóxica.      

El LPS consta de dos partes, la primera parte está constituida del lípido A, formado de 

diferentes ácidos grasos, una región central (núcleo) que contiene el ácido 2-ceto 3-

desoxioctulosónico (KDO), glucosa, manosa y quinovosamina; la segunda parte es la cadena 

O, dirigida hacia el exterior de la membrana externa, constituida de un homopolímero de 

alrededor de 100 unidades de 4-formamido-4,6-didesoximanosa (perosamina) 18.

El LPS juega un papel central en el diagnóstico de la brucelosis, ya que es un antígeno 

inmunodominante que induce una respuesta inmune en muchos animales expuestos a las 

formas lisas de Brucella. La presencia de moléculas de perosamina en el LPS de Brucella y en 

algunas bacterias Gram negativas, es responsable del cruzamiento antigénico que se observa 

con Escherichia hermanni y E. coli O:157, Salmonella O:30, Stenotrophomonas maltophilia,

Francisella tularensis Vibrio cholerae O:1 y Yersinia enterocolitica O:9, que contienen una 

cadena O casi idéntica a la de B. abortus 4, 9, 17.

Además de la cadena O del LPS, los microorganismos del género Brucella contienen un 

segundo polisacárido llamado Hapteno Nativo (HN). El HN es químicamente idéntico a la 

cadena O, salvo en la unión al núcleo del lipopolisacárido 2.

En el LPS de Brucella spp los distintos enlaces presentes entre las subunidades de la cadena 

O permiten la formación de distintos epítopos. Las cepas con epítopo A dominante (B. abortus 

bv. 1) contienen un polímero de cinco perosaminas unidas por ligadura -1,2, con una cierta 
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proporción de unidades ligadas por enlaces -1,3, mientras que las cepas que son M 

dominante (B. melitensis bv. 1), presentan unidades repetidas de un pentasacárido constituido 

de una perosamina unida por ligadura -1,3 y cuatro unidas por ligaduras -1,2.

Otros componentes abundantes de la membrana externa de Brucella son sus proteínas 

(OMP’s), estas son de gran interés porque generalmente se les ha relacionado con 

mecanismos de protección y patogenicidad 2. Estudios de moléculas superficiales de la 

envoltura de Brucella llevaron a la caracterización de dos fracciones inmunogénicas 

involucradas con actividad protectora: la fracción SDS-I de la pared celular y el extracto salino 

caliente (HS). La fracción SDS-I de Brucella abortus mostró estar compuesta mayoritariamente 

de dos proteínas con pesos moleculares de 25-27 kDa y 36-38 kDa estrechamente asociadas 

al peptidoglicano, mientras que la fracción HS estaba conformada principalmente por 

lipoproteínas 10, 19.

Figura 1. Esquema donde se representa la estructura de la envoltura celular 
        de Brucella spp.
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Las proteínas mayoritarias de la membrana externa de Brucella se describieron por primera 

vez en los años 80’s por Dubray y Bézard, en este trabajo estos investigadores empleando 

distintos métodos de extracción y geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) lograron 

clasificar las proteínas de la envoltura celular en tres grupos de acuerdo a su peso molecular 2, 

20,21. En esta clasificación, el grupo 1 quedo formado por proteínas con pesos moleculares de 

88 a 94 kDa, con una concentración menor a la de otros grupos, las proteínas del grupo 2, 

identificadas como porinas, con un peso molecular de 36-38 kDa y las proteínas del grupo 3, 

con pesos moleculares de 25-27 y 31-34 kDa 2,4,10, 22, a las proteínas de este grupo se les 

considera equivalentes a OmpA de E. coli, con base en la similitud de su composición de 

aminoácidos y a su relación antigénica 4, 23. En la actualidad, como resultado de la clonación y 

secuenciación de los genes que codifican para estas OMP’s, así como su peso molecular, se 

les ha ido asignando otra nomenclatura (Omp28, Omp31 y Omp2b, etc.) 10.

Otro grupo de proteínas con pesos moleculares de 10, 16.5, 19 y 89 kDa, las cuales fueron 

identificadas por medio de anticuerpos, se les ha denominado como proteínas menores o 

lipoproteínas, actualmente con base en estudios genéticos y de secuencia de aminoácidos, 

tres de ellas, son conocidas también como Omp10, Omp16 y Omp19, respectivamente 4, 24, 25.

Las OMP’s mayoritarias se encuentran expuestas en la superficie de la membrana externa, sin 

embargo, están menos accesibles en las cepas lisas que en las rugosas, debido al 

impedimento estérico que causan las largas y abundantes cadenas O del LPS en las cepas 

lisas 4.

Las bacterias Gram negativas poseen una gran cantidad de porinas en su membrana externa, 

estas crean una permeabilidad controlada de la membrana hacia pequeños solutos hidrofílicos 
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como azúcares 26.  En el grupo 2 existen dos genes estrechamente relacionados (Omp2a y 

Omp2b), los cuales codifican para porinas de 36-38 kDa, con un alto grado de homología entre 

sí (> 85%). Este par de genes se encuentran orientados en direcciones opuestas en el 

cromosoma I y están separados por 900 pb 2, 10, 22, 26.

Las proteínas de Omp25 y Omp31, pertenecientes al grupo 3, muestran sólo 34% de identidad 

entre sí y además basándose en análisis algorítmicos de predicción, ninguna de estas dos 

proteínas muestra la hidrofobicidad de Omp2b y ambas tienen significativamente más epitopes 

expuestos hacia la superficie 22. La proteína Omp31 es capaz de formar oligomeros resistentes 

a la desnaturalización por SDS, una propiedad que es compartida por otras porinas 27. Esta 

proteína no se expresa en Brucella abortus, pero si en las otras especies del género Brucella

28, una situación que promueve la hipótesis de que Omp31 pudiera ser una porina que está 

solo presente en especies de Brucella que tienen una expresión reducida de los genes Omp2b 

2,10, 29, 30. Por otra parte resulta interesante que mientras Brucella expresa muchos tipos de 

porinas como en el caso de E. coli, los genes que codifican para las porinas OmpC, OmpF y 

LambB muestran una considerable homología, sin embargo en el caso de Omp2b y Omp31 

estas son totalmente diferentes entre sí 2. Finalmente, Cloeckaert y col., han descrito a Omp31 

como un antígeno inmunodominante durante infecciones en carneros por B. ovis, 

considerándola como un candidato interesante para la formación de nuevas vacunas y como 

un antígeno para el diagnóstico de infecciones causadas por esta bacteria.

La proteína denominada Omp28, CP28 o BP26, fue identificada como una proteína 

independiente de los tres grupos ya descritos, es altamente conservada entre Brucella abortus, 

B. suis, B. melitensis y B. ovis 31 y es considerada como un antígeno inmunodominante en 

vacas, ovejas, cabras y humanos. El nombre BP26 fue propuesto por Rossetti y col., quién 
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hizo la primera publicación de la secuencia de nucleótidos de este gen. Esta proteína se 

localiza en el periplasma, aunque Lindler y col., reportan su localización en la membrana 

externa 32. Anticuerpos contra esta proteína fue detectada en un 90% de ovinos, los cuales 

eran positivos por pruebas serológicas convencionales. De Igual forma, carneros infectados 

con B. ovis mostraron también una respuesta significativa de anticuerpos hacia BP26. Otros 

resultados señalan a Omp28 como un buen antígeno para el diagnóstico en la detección de la 

cepa vacunal Rev1 de B. melitensis facilitando la diferenciación serológica entre ovinos 

vacunados e infectados con B. melitensis o B. ovis 9, 31, 32, 33. El uso de la  proteína Omp28 en 

el diagnóstico tiene las ventajas de que se encuentra libre de otros antígenos de Brucella spp., 

que pueden interferir con las pruebas diagnósticas, su extracción es rápida y en buenas 

cantidades. Debido a que esta proteína es altamente conservada en este género, una proteína 

Opm28 recombinante de cualquier especie de Brucella podría ser utilizada para el diagnóstico 

serológico de infecciones causadas por esta bacteria, lo que evitaría la manipulación de cepas 

patógenas 31.

La virulencia de Brucella está relacionada con la capacidad que posee para resistir el efecto 

bactericida de los componentes del suero normal, adherirse, penetrar y multiplicarse en una 

gran variedad de células eucarióticas, tanto fagocíticas como no fagocíticas 4, 9. Su localización 

intracelular las mantiene protegidas de los antibióticos y de factores bactericidas del plasma 

como complemento y anticuerpos, lo que determina la naturaleza crónica de la infección. 

La capacidad de producir ureasa aparentemente juega un papel en la colonización del 

huésped, a través de la ruta gastrointestinal. La enzima degrada la urea modificando el pH en 

el sitio en donde se encuentre la bacteria. Además, la bacteria se adhiere con cierta facilidad a 

la superficie de las mucosas debido a su gran hidrofobicidad, ya que Brucella no posee ni 
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fimbrias ni cápsula, ambas características favorecerían la colonización y la generación de la 

enfermedad.

El lipopolisacárido liso (S-LPS) posiblemente juega un papel importante, ya que de forma 

natural las cepas lisas son más patógenas que las cepas rugosas, las cuales poseen virulencia 

reducida; sin embargo, existen en la naturaleza cepas rugosas que son patógenas, como B.

ovis y B. canis y cepas lisas con virulencia reducida como B. neotomae. Lo anterior sugiere 

que el LPS no es la única molécula involucrada en la virulencia y que existen otros factores 

como las proteínas superficiales que pueden participar en la interacción de Brucella con su 

célula huésped 4.

A la fecha se ha concluido el análisis de las secuencias de los genomas de B. melitensis M16,

B. suis y B. abortus. Entre los genes de importancia en la virulencia se tiene el sistema de 

regulación de los componentes BvrR/BvrS, necesarios para el tránsito intracelular en 

macrófagos y la virulencia in vivo, homólogo al descrito en Agrobacterium tumefaciens, que es 

el ChvG/ChvI requerido para la formación de tumores en plantas y  el homólogo ExoS/ChvI de

S. meliloti que regula la producción de succinoglicana, cruciales para el desarrollo de la 

endosimbiosis. El sistema también percibe los estímulos intracelulares y una de sus funciones 

es que la bacteria llegue al autofagosoma 3, 4.

La región VirB de Brucella contiene 11 genes muy similares a los de A. tumefaciens, es 

esencial para la multiplicación, sobrevivencia intracelular y la virulencia en el ratón. Los genes 

VirB codifican para un sistema de secreción tipo IV ambos genes fueron identificados en B.

suis y B. abortus. Los genes VirB son esenciales en A. tumefaciens para la formación de 

tumores en plantas 4, 9.
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Muchos trabajos se han dirigido hacia la sobrevivencia de Brucella dentro del macrófago donde 

esta bacteria puede infectar, persistir y replicarse por prolongados periodos dentro del 

huésped. Hay que recordar que esta bacteria tiene la habilidad para infectar líneas celulares 

epiteliales, células fagocíticas profesionales y no profesionales, tejido respiratorio, neuronas, 

tejido reproductivo masculino y femenino, por nombrar algunos. La entrada a la célula huésped 

se da más fácilmente por la interacción con microdominios de la superficie celular conocidos 

como “lipid rafts”. Estos contienen cantidades significativas de glicosilfosfatidilinositol anclado a 

proteínas, glicoesfingolípidos y colesterol, y al parecer evitan la fusión fagolisosomal 

favoreciendo de esta manera que la bacteria se localice finalmente en el retículo 

endoplásmico, que permite que la bacteria se replique con más facilidad, este mecanismo 

parece estar regulado por el sistema de secreción tipo IV 3, 4.

La interacción Brucella con los trofoblastos placentales sugiere que la habilidad para adquirir 

hierro es vital en la etapa aguda replicativa resultando en la interrupción placental y en pérdida 

fetal o nacimiento de crías débiles e infectadas. Es interesante notar que la adquisición de 

hierro está alterada por la cepa vacunal Rev1 cuando se compara con la cepa virulenta 16M. 

La brucelosis es una de las enfermedades más importantes y serias en nuestro país. La 

importancia de esta enfermedad radica en las grandes pérdidas económicas que ocasiona; ya 

que es una barrera para el mercado nacional e internacional de animales y sus productos, 

impactando seriamente en el desarrollo socioeconómico  del sector agropecuario. El impacto 

económico de la brucelosis también se debe a que la enfermedad socava la salud animal y la 

productividad incluyendo la producción de leche y carne 8. De acuerdo a datos de la Comisión 

Nacional para la Erradicación de la Tuberculosis y Brucelosis bovina de México (CONETB) las 

pérdidas por brucelosis ascienden a dos mil millones de pesos al año. 
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La brucelosis constituye también, uno de los más importantes problemas de salud pública 4, 8, 9.

En los países con alto estándares sanitarios la enfermedad es de carácter casi exclusivamente 

profesional, mientras que en los menos desarrollados la mayor parte de los casos corresponde 

a la población general, que adquiere la infección a través de la ingestión de productos lácteos 

no controlados, principalmente leche y quesos frescos. En nuestro caso, México produce entre 

9,000 y 10,000 millones de litros de leche de vaca al año, de este volumen 35% es consumida 

sin pasteurizar (quesos y leche), y de los 120 millones de litros de leche de cabra producidos, 

al menos el 85% es consumida como quesos sin pasteurizar 8.

El número de casos de brucelosis humana está directamente relacionado con el nivel con que 

se presente en animales domésticos 4, 8, 13. Por que si bien las personas se pueden infectar al 

ingerir productos lácteos contaminados, también se pueden infectar al inhalar polvo o pelo 

contaminado con salpicaduras de secreciones posparto de los animales infectados, a través de 

la conjuntiva, por ingestión accidental, a través de heridas en piel o por auto inoculación 

accidental de sangre de animales infectados o de vacunas vivas 4, 34. Por lo tanto en países 

con altos niveles de brucelosis, tanto la población rural como la urbana se ven afectadas, la 

urbana principalmente al adquirir productos lácteos sin control sanitario 4, 8.

Finalmente, otra forma de infectarse con este microorganismo es en laboratorios de 

diagnóstico microbiológico, en los que se llega a manipular este patógeno. La CDC 

recomienda que los cultivos vivos de Brucella y organismos sospechosos deban ser 

manipulados en laboratorios de seguridad clase II 34, 35, 36.
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En los animales domésticos la brucelosis afecta principalmente el sistema reproductor con 

constantes pérdidas en la productividad, como ya se ha mencionado 3. En cambio, esta 

enfermedad en el humano se manifiesta con episodios febriles recurrentes (fiebre ondulante), 

incapacitante, con severas complicaciones, que pueden progresar hacia una enfermedad 

crónica 3, 4. La presentación clínica de brucelosis en el humano incluye además de la fiebre 

ondulante, también manifestaciones en articulaciones, particularmente espondilitis, 

complicaciones neurológicas asociadas con cambios de personalidad pronunciados (amnesia, 

alucinaciones, delirio, fobias e irritabilidad) y prolongados dolores de cabeza (frontal y 

occipital), anorexia, dolor abdominal y artralgia. El periodo de incubación suele ser variable, 

aunque generalmente es de 2 a 3 semanas y puede prolongarse hasta algunos meses, ya que 

depende de la virulencia de la cepa de Brucella, la dosis y del estado nutricional e inmune del 

individuo 1, 3, 9, 34, 37.

En varios países, muchos de los casos registrados no corresponden con gente relacionada con 

actividades rurales y al menos 20 muertes al año están relacionadas directamente a la 

enfermedad 4.

Erradicación de una infección significa la extinción completa del agente infeccioso de un área o 

población definida. Esto se logra mediante la implementación de una campaña altamente 

organizada, para evitar que en un futuro un brote aparezca 38.

Para la implementación de un programa de erradicación para la brucelosis, es esencial que el 

ganado esté bajo estricta vigilancia y control de movimiento, que los animales estén 

identificados individualmente y también contar un servicio veterinario eficiente y bien 

organizado para la vigilancia y la realización de pruebas de laboratorio en el lugar. Antes de 
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iniciar una estrategia de erradicación, es necesario asegurar que la situación epidemiológica es 

favorable, que las facilidades y recursos económicos están disponibles, que exista un fondo de 

animales sanos para el reemplazo y que los recursos y capacidad para continuar la vigilancia 

estarán disponibles por un periodo considerable 38.

Una alternativa, menos radical, es el control de la enfermedad. El control de la brucelosis se 

puede lograr si la inmunidad de la población a la enfermedad se incrementa por medio de la 

vacunación. La práctica de la vacunación también elimina la signología de la enfermedad, 

reduce la contaminación del medio ambiente y la exposición de la población al agente 

infeccioso disminuye (Nicoletti, 1993). 

Las vacunas convencionales están hechas a partir del agente causal completo, las cuales 

consisten de microorganismos muertos o vivos atenuados que no provocan la enfermedad 

pero que son capaces de inducir protección. La existencia de estas vacunas ha formado parte 

de los programas de control y erradicación de un gran número de enfermedades infecciosas. 

Históricamente las vacunas contra patógenos intracelulares como Brucella consisten en cepas 

vivas atenuadas del microorganismo, debido principalmente a que la respuesta inmune 

generada por vacunas vivas es eficaz y durable 39. Este tipo de vacunas si bien son efectivas, 

baratas y la inmunidad inducida es más duradera, no son muy seguras. Las vacunas vivas 

ideales deberían tener la característica de no producir la enfermedad en los animales 

vacunados, prevenir la infección en ambos sexos a cualquier edad, prevenir el aborto y la 

esterilidad, proporcionar una protección a largo plazo contra la infección y el aborto con una 

simple vacunación, no estimular la persistencia de anticuerpos que interfieran con un 

diagnóstico serológico preciso en infecciones de campo, no ser transmitida a otros animales si 

la cepa vacunal establece una infección latente a largo plazo, ser biológicamente estables, 

libres de reversión a virulencia in vitro e in vivo, no ser patógenas para humanos, que no 
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contamine la carne y la leche y ser fácilmente cultivables bajo ciertas condiciones a gran 

escala 9.

La vacunación contra Brucella en animales usualmente es llevada a cabo por la administración 

de cepas vivas atenuadas de microorganismos lisos, como las cepas Brucella abortus S19 y 

Brucella melitensis Rev1. Esta dos cepas son efectivas para prevenir la infección por B. 

abortus en vacas y por B. melitensis y B. ovis en borregos y cabras, respectivamente. Ambas 

vacunas tienen la desventaja de producir aborto en una proporción de animales gestantes y 

ser patógenas para los humanos. Una desventaja adicional es la inducción de anticuerpos 

hacia el polisacárido O que interfiere ampliamente con las pruebas serológicas que emplean 

LPS como antígeno 5, 40. Sin embargo para caprinos y ovinos que son manejados 

generalmente en sistemas extensivos en regiones donde la brucelosis usualmente tiene alta 

prevalencia, como en muchos países en vías de desarrollo, la vacuna Rev1 se ha considerado 

hasta ahora como la mejor vacuna disponible para la profilaxis de la brucelosis 9.

Otra cepa vacunal contra la brucelosis es la cepa Brucella abortus RB51, la cual se seleccionó 

a partir de un cultivo de B. abortus cepa 2308 en presencia de rifampicina. Esta cepa está 

desprovista de la cadena O en el LPS por lo que no induce anticuerpos contra esta estructura, 

por lo tanto la inmunidad humoral inducida, no interfiere con las pruebas serológicas

rutinarias 9.

 Además de la vacunas antes mencionadas, en años anteriores fueron desarrolladas y 

utilizadas otras a partir de microorganismos vivos como la vacuna M de B. suis, la cepa 2 B. 

suis, B. abortus104-M, B. melitensis M111, etc., así mismo, vacunas hechas de 

microorganismos muertos como la cepa B. abortus 45/20, la cepa H38 y la vacuna Pillet- 

19



Bonneau, sin embargo, estas vacunas mostraron resultados variables por lo que su uso fue 

descontinuado 9, 41, 42.

Las vacunas que utilizan preparaciones muertas de Brucella o fracciones antigénicas de la 

bacteria tienen un uso limitado, comparadas con las cepas vivas atenuadas. Si bien estos 

inmunógenos han demostrado ser protectores (una sola inmunización es insuficiente para 

generar una protección inmune sostenida), se han presentado algunos problemas adicionales 

como reacciones locales en el sitio de inoculación y la producción de anticuerpos que 

interfieren con el serodiagnóstico 3.

El uso de proteínas recombinantes o péptidos sintéticos como vacunas es mas seguro que 

utilizar el microorganismo atenuado, además su producción puede hacerse a gran escala y con 

altos grados de reproducibilidad, debido a que son molecularmente definidos. Vacunas de este 

tipo no requieren de una cadena fría para su almacenamiento 43. Un inconveniente que tienen 

este tipo de vacunas subunitarias es que son menos inmunogénicas comparadas con las 

atenuadas, este problema podría ser reducido con el uso de adyuvantes específicos y 

sistemas liberadores que pueden emplearse para mejorar la respuesta inmune al antígeno de 

acuerdo al tipo de antígeno utilizado, especie que va ser inoculada, tipo de respuesta inmune y 

ruta de inoculación 3, 44, 45. Otra ventaja de los adyuvantes es que pueden permitir una 

reducción de la dosis o de la concentración antigénica 44. En el caso de Brucella el desarrollo 

de una vacuna subcelular que no contenga LPS podría resolver la problemática en la detección 

de animales latentemente infectados. 

Las proteínas de la membrana externa son particularmente atractivas como candidatos para el 

desarrollo de nuevas vacunas. Por esta razón, algunas OMP’s de Brucella han sido clonadas, 

expresadas e identificadas a partir de diferentes especies, como son las proteínas de 20, 28 y 
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31 kDa de Brucella melitensis y las de 16.5, 17, 22, 25 y 36 kDa de Brucella abortus 46. Aunque 

estas proteínas bajo investigación, son constituyentes estructurales de la bacteria y es 

improbable que desempeñen una función primaria como factores de virulencia, podrían inducir 

una respuesta inmune que confiera protección y ser utilizadas en el diagnóstico 12. Yang y col., 

proponen el uso de Bp26 como un candidato vacunal, pues esta proteína demostró conferir 

cierta protección en ratones, también sugieren que ésta puede tener eficiencia protectora 

contra otras serovariedades de Brucella 47.

Varias fracciones de Brucella han sido estudiadas como vacunas potenciales para los 

humanos, pero su eficacia es un tanto incierta. Estas incluyen las fracciones SDS- fenol 

insolubles de Brucella abortus o de B. melitensis, compuestas en su mayoría por 

peptidoglicano, proteínas y LPS. Éstas confieren protección contra Brucella en modelos 

murinos, pero inducen una respuesta de anticuerpos sustancial contra el LPS por lo que 

interfieren con las pruebas diagnósticas 9. Debido a las desventajas que existen en el 

desarrollo de vacunas convencionales, han sido consideradas nuevas rutas en las que no se 

involucran el uso  del microorganismo completo para la elaboración de nuevas vacunas, estas 

incluyen, el uso de ADN recombinante para la producción de antígenos proteicos protectores 

en bacterias, levaduras, plantas o células animales, el uso de técnicas de ADN recombinante 

para la producción de vacunas vivas por la introducción de genes relevantes dentro del 

genoma de un vector específico, vacunas de  ADN desnudo mediante el uso plásmidos, la 

utilización de péptidos sintéticos que tienen epitopes protectores relevantes, de bacterias, virus 

o parásitos, para inducir una respuesta inmune hacia el agentes causal de la enfermedad y las 

vacunas recombinantes sintéticas, basadas en oligonucleótidos sintéticos que son insertados 

en un vector para la expresión del epitope externo, estas vacunas permiten incluir mas de un 

epitope 39.
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Una vacuna ADN ofrece la posibilidad de inducir una respuesta inmune celular y humoral

adecuada 3, con ciertas ventajas sobre vacunas basadas en proteínas como el  fácil desarrollo 

de la vacuna, la inducción de una inmunidad duradera y mínimos costos para su preparación

47. La selección de antígenos protectores específicos como candidatos ha sido considerada 

mediante la evaluación de bibliotecas genómicas de B. abortus y el análisis del genoma de 

Brucella melitensis 3,47, en las cuales se han identificado genes que están involucrados en la 

virulencia y patogenicidad de este microorganismo y que han sido evaluados para determinar 

qué niveles de protección producen en modelos murinos 48.

La inmunidad protectora contra la infección por Brucella ha sido estudiada mayormente en el 

modelo murino (principalmente BALB/C y CD-1). El criterio utilizado para medir la protección 

en ratones inmunizados es la reducción en la mortalidad a un tiempo específico, y el número 

de unidades formadoras de colonias (CFU) de Brucella recuperadas del bazo e hígado 

después un desafío virulento. La inmunidad protectora contra Brucella spp., en el ratón ha sido 

demostrada por inmunizaciones experimentales pasivas o activas y esta basada en 

anticuerpos, así como también por la respuesta inmune mediada por células. 

El primer antígeno que ha sido claramente identificado como protector contra Brucella abortus

es el LPS. El LPS y la cadena O son las estructuras antigénicas más expuestas en la 

superficie de cepas lisas de Brucella seguidas de las OMP’s. Los anticuerpos específicos 

contra el LPS y mas precisamente la cadena O juegan un papel importante en la inmunidad 

protectora contra brucelosis causada por este tipo de cepas, otros antígenos probablemente 

proteínas, pueden estar involucrados en la protección contra Brucella.
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Análisis bioquímicos de la fracción SDS-I CW muestra que contiene una gran cantidad de 

péptidoglicano y OMP’s mayoritarias 4, 9. El uso de proteínas recombinantes completamente 

desprovistas de LPS-S ha confirmado que las OMP’s mayoritarias de Brucella contenidas en la 

fracción SDS-I CW, ahora llamada Omp25 (25 kDa), Omp31 (31 kDa) y Omp2b (36 kDa,) 

muestran ser de poca o baja relevancia en la protección contra cepas lisas de B. abortus o B. 

melitensis 9.

Esta fracción tiende a inducir altos niveles de anticuerpos contra LPS, al analizarse con LPS 

purificado. Además, las fracciones de SDS-I CW aisladas de cepas rugosas inducen una pobre 

protección contra cepas lisas de Brucella, indicando que las OMP’s contenidas en esta fracción 

probablemente tienen una contribución para esta actividad 9.

ANTECEDENTES. 

Actualmente, nuestro grupo en colaboración con el Departamento de Medicina Molecular y 

Bioprocesos del Instituto de Biotecnología de la UNAM, evalúa el uso de péptidos sintéticos 

diseñados a partir de proteínas inmunogénicas de Brucella spp., lo que podría significar una 

vacuna potencial que evitaría reacciones secundarias producidas por contaminación con LPS. 

Para ésta evaluación se seleccionaron proteínas de la membrana externa. Las Omps 

seleccionadas fueron Omp14, Omp28, Omp31 y Omp36 (Omp2b). El diseño de los péptidos se 

basó, primeramente, en la capacidad inmunogénica de estas proteínas; posteriormente, en 

estudios de predicción de asas expuestas (figura 2), mediante el uso de perfiles hidropáticos 

(método Kyte- Doolittle), finalmente se consideró la estructura tridimensional.
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Figura 2. Esquema donde se representan las asas expuestas que posee la envoltura 
celular de una bacteria (asterisco).

Los péptidos fueron sintetizados en el Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos del 

Instituto de Biotecnología de la UNAM por la Dr. Georgina Gurrola y la MVZ. Iliana Possani, las 

secuencias completas de las proteínas se obtuvieron del Gen Bank con las claves de acceso: 

Omp28 (AAB17713), Omp31 (AAB36693), Omp2b (AAA67790) y Omp14 (BA14k acc. 

No.U62541). Los segmentos sintetizados fueron los siguientes: Omp31 (63-77), Omp14 (40-

57), Omp28 (99-115) y Omp2b (281-297).

Para la evaluación de estos péptidos se diseñó un experimento en el cual se ocuparon 60 

cobayos hembras de 300g de la cepa Hartley, los cuales fueron alojados en una unidad de 
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aislamiento del CENID de Microbiología del INIFAP. Estos 60 animales se dividieron en 12 

grupos de 5 animales cada uno, los grupos se identificaron de la siguiente forma: 

1) 1s (Omp14 vía subcutánea (s.c)) 

2) 1n (Omp14 vía nasal) 

3) 2s (Omp28 vía s.c) 

4) 2n (Omp28 vía nasal) 

5) 3s (Omp2b vía s.c) 

6) 3n (Omp2b vía nasal) 

7) 4s (Omp31 vía s.c) 

8) 4n (Omp31 vía nasal) 

9) 5s (Omps 14, 28, 2b y 31 vía s.c) 

10) 5n (Omps 14, 28, 2b y 31 vía nasal) 

11)  Cn y Cs (control nasal y subcutáneo) 

12) REV (grupo inmunizado con la cepa vacunal B. melitensis Rev1 inactivada) 

Cada grupo recibió tres inmunizaciones en periodos de 21 días antes del desafío, el cual se 

realizó con la cepa 133 de B. melintesis en las instalaciones del CENID de Microbiología de 

Palo Alto. 

Para las inoculaciones por vía subcutánea se utilizó adyuvante de Freund’s a una proporción 

de 1:1, se utilizaron 50 g de péptido para los grupos 1 al 8, y 25 g de cada uno de los 

péptidos para los grupos 9 y10. Las inmunizaciones nasales se hicieron con 50 g de péptido 

sin adyuvante. 

El esquema de inmunizaciones y de toma de muestras (vía cardiaca) fue el siguiente: 

- Sangrado inicial (basal): diciembre de 2001. 

- Inoculación (s.c y nasal): 31 de enero de 2002. 

- 1er. Sangrado: 14-15 de febrero de 2002. 
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- Inoculación (s.c y nasal): 20-21 de febrero de 2002. 

- 2do. Sangrado: 07 de marzo de 2002. 

- Inoculación (s.c. y nasal): 12-13 de marzo de 2002. 

- 3er. Sangrado: 28 de marzo de 2002. 

- Inmunización con Rev1 dosis reducida: 03 de abril de 2002. 

- Refuerzo de Rev1: 02 de mayo de 2002. 

- 4to. Sangrado: 22 de mayo de 2002. 

- Desafío: 10 de junio de 2002. 

- 5to. Sangrado (en blanco) y colecta de órganos: julio de 2002. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta inmune humoral generada por la 

inoculación de los péptidos sintéticos, a través de pruebas de ELISA, empleando proteínas de 

la membrana externa y péptidos sintéticos como antígenos de captura. Los resultados 

obtenidos forman parte de una línea de investigación, la cual tiene como objetivo principal, el 

desarrollo de una vacuna subcelular segura para su uso en humanos. 
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HIPÓTESIS.

Los péptidos sintéticos diseñados a partir de secuencias de PME inoculados en cobayos 

inducirán una respuesta inmune humoral significativa en comparación con los animales no 

inoculados. 

OBJETIVO.

Evaluar mediante la técnica de ELISA, la respuesta inmune humoral hacia proteínas de la 

membrana externa de Brucella melitensis, desarrollada en los cobayos como resultado de la 

inoculación de los péptidos sintéticos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

Sueros. Se utilizaron 380 muestras de suero obtenidas a partir de 60 cobayos de la cepa 

Hartley que fueron inoculados con los péptidos sintéticos diseñados para este trabajo. Los 

sueros fueron obtenidos por la MVZ. Iliana Possani, en un trabajo realizado previamente. 

Antígeno. Para la obtención del antígeno empleado en la técnica de ELISA se utilizó una cepa 

de Brucella melitensis biotipo 1, ésta fue sembrada en  agar Brucella e incubadas a 37°C por 

48 horas en la unidad de Bioseguridad del Departamento de Microbiología e Inmunología, 

posteriormente las bacterias fueron colectadas, inactivadas y llevadas al laboratorio de 

Microbiología Molecular. 

Obtención de Proteínas de la Membrana Externa (PME). Los cultivos de Brucella melitensis

fueron recolectados en 500 ml de una solución amortiguadora de fosfatos (1.9 mM NaH2PO4,

8.1 mM Na2HPO4, 154 mM NaCl). La solución obtenida fue inactivada a 65°C durante 60 

minutos en baño María, posteriormente se centrifugó a 4960 x g durante 30 minutos y la 

pastilla se resuspendió en 20 ml de una solución con inhibidores de proteasas (SIP) (300 mM 

NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 mM PMSF, 0.1 mM TLCK). Esta suspensión fue sonicada 

(Homogenizador ultrasonico, Cole parmer®) 3 ciclos de 9 seg. por 9 seg. de descanso a una 

amplitud del 40% y un tono del 35 %, dejando enfriar la suspensión en hielo entre ciclos, para 

después centrifugar a 4960 x g a 4°C durante 15 min. (Centrífuga Beckman® L8-80), el  

sobrenadante se decantó a otro tubo y se le adicionó 2 % de Triton X100 e incubó a 37°C 

durante 1 hora en agitación. Al finalizar el tiempo de incubación se centrifugó a 4960 x g a 4°C 

durante 15 min., recuperando el sobrenadante para centrifugarlo a 31,000 x g a 4 °C durante 
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30 min. La pastilla obtenida fue suspendida en 100 l. de PBS pH 7.2  y almacenada a –20°C 

hasta su uso 49.

Cuantificación de proteínas. La determinación de la concentración de proteínas, se realizó 

mediante el método de Bradford 50 utilizando un espectrofotómetro (Pharmacia Biotech, 

Ultrospec 3000) a una longitud de onda de 595 nm. En primer lugar se realizó una curva de 

calibración con albúmina sérica bovina al 1%, quedando a 2, 4, 6, 8, 10 y 12 g/ml de 

concentración, que sirvió como referencia para calcular la concentración de la muestra 

cuantificada que se  utilizó para este trabajo 49.

Hidrólisis de Proteínas de Membrana Externa de Brucella melitensis. Previo a su 

cuantificación las proteínas fueron descongeladas y se tomaron 30 µl a los que se les agregó

1 ml. de ácido tricloroacético al 5% y se incubaron durante 10 m en hielo. Después se 

centrifugaron a 13,800 x g durante 15 min., el sobrenadante se desechó y se resuspendió la 

pastilla en 1 ml. de hidróxido de sodio 0.4 N homogenizándolo en un agitador, procurando no 

hacer espuma. Posteriormente se tomaron 30 l de esta suspensión que fue incorporada en 70 

l de agua bidestilada, finalmente ésta fue colocada en la cubeta del espectrofotómentro, 

adicionándole 1 ml de reactivo de Bradford (100 mg de Azul de Coomassie, 50 ml de Etanol de 

95%, 100 ml de Ácido Fosfórico al 85%) y se realizó la lectura a los 5 minutos, como control se 

utilizó 1 ml de reactivo de Bradford. Una vez obtenida la lectura se calculó la concentración de 

proteínas de la suspensión de PME 51.

Geles de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). Se utilizó una cámara de 

electroforesis (Mini-PROTEAN II, BIO-RAD®), para preparar geles de poliacrilamida; los geles 

separadores fueron utilizados al 12% en 0.375 M Tris, pH 8.8 y los geles concentradores 
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fueron al 4% 0.125 M Tris, pH 6.8. Las proteínas se desnaturalizaron previo a su separación 

electroforética, se colocaron en ebullición por 5 minutos con amortiguador de muestra (25 mM 

Tris, pH 6.8, 10% SDS, 1% 2 -mercapto-etanol, 15% glicerol, 0.005% azul de bromofenol). La 

cantidad de proteínas utilizada por pozo fue aproximadamente de 11 µg. Las PME de Brucella 

melitensis fueron separadas por electroforesis a 60 volts durante 6 hrs., los geles se tiñeron 

con azul de Coomasie 49.

Unión del antígeno a la fase sólida. Para la fijación del antígeno a la fase sólida, se utilizaron 

microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano (Nunc-Immuno Plate Polysorp), para 

lectura colorimétrica. Las PME (antígeno), fueron diluidas con PBS pH 7.2 para obtener una 

concentración final de antígeno a 2 µg/ml. El antígeno se sometió a un tratamiento de 

desnaturalización parcial previo a su fijación en las microplacas. Para tener menos variación la 

periferia de las placas no fue utilizada. A cada pozo se le colocó 100 µl de la solución de 

antígeno y se tapó la microplaca con plástico autoadherible dejándose incubar a temperatura 

ambiente durante 24 h. Al término de éste tiempo la placa se lavó por tres ocasiones con 250 

µl/pozo de PBS-Tween (10 mM PBS  pH 7.2, 0.05% de Tween 20) en un lavador de placas 

(Immunowash 1250 BIO-RAD®). Para bloquear las placas se utilizó una solución de albúmina 

sérica bovina al 1% (ASB), se agregaron 150 µl a cada pozo y se incubó a temperatura 

ambiente durante 2 hrs. Posteriormente las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween, se 

les quitó el exceso de líquido sacudiéndolas en papel absorbente y después fueron puestas en 

refrigeración hasta su uso 49. Para la fijación de los péptidos sintéticos como antígeno, el 

procedimiento fue el mismo, solo que no se desnaturalizó previo a su fijación y la solución 

empleada para diluir el antígeno fue buffer de carbonatos pH 9.0.
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Desnaturalización parcial del antígeno. Para realizar este proceso se tomó en cuenta la 

concentración de PME, la concentración a la que se fijarían las placas (2 g/ml) y el volumen 

de PBS pH 7.2 por placa. Para cada placa se utilizaron 3.6 l de PME, adicionándole 1 l de

mercapto-etanol, 10 l de SDS 10% y 85.4 l de PBS pH 7.2, y se puso en ebullición por 5 

minutos y después se incorporó a 8 ml de PBS pH 7.2 53.

Técnica de ELISA (ELISA-PME). En cada placa se realizaron diluciones triples seriadas de 

los sueros a partir de 1/50 y hasta 1/12150 con un volumen final de 100 µl. La placa se cubrió y 

se incubó a 37°C durante 1.5 hrs. La placa se lavó tres veces con 250 µl/pozo de PBS-Tween 

en un lavador de microplacas. El conjugado utilizado fue Anti IgG de cobayo marcado con 

peroxidasa a una dilución 1/1000. La placa se puso a incubar a 37 °C durante 1.5 hrs. Las 

placas se lavaron por tres ciclos con 250 µl por pozo de PBS-Tween. Al término del lavado se 

preparó la solución sustrato-cromógeno con 10 ml de solución de citratos (0.2 M Fosfato de 

sodio, 0.1 M ácido cítrico), 1.2 mg de cromógeno (ácido 2,2´-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-

sulfonic–ABTS-) (SIGMA) ,1 µl de H2O2. Se adicionaron 100 µl de solución sustrato-cromógeno 

por pozo con una micropipeta multicanal, se incubó a temperatura ambiente en oscuridad, 

durante 10, 20 y 30 minutos y se determinó la absorbancia con un lector de microplacas (BIO-

RAD® 3550)  a una longitud de onda de 405 nm, en cada tiempo de incubación, cada placa 

contó con su control positivo, control negativo y blanco 49, 54.

Análisis de resultados. Las lecturas de D.O. obtenidas en las pruebas ELISA se evaluaron 

por medio de análisis de varianza y prueba de comparación múltiple (Tukey) para comprobar 

diferencias entre medias de las poblaciones. Finalmente se aplicó la prueba de análisis de 

varianza considerando a los péptidos como bloque, para comparar la inoculación subcutánea y 

la inoculación nasal.
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RESULTADOS.

Separación electroforética de las proteínas de membrana externa de Brucella

melitensis. Mediante el análisis del perfil electroforético del extracto proteico obtenido con la 

cepa 33 se observaron 13 bandas, las cuales se señalan en la figura 3. La comparación de los 

pesos moleculares de estas bandas (cuadro 1) con otras descritas en la literatura indica, que 

algunas corresponden con los pesos de proteínas mayoritarias de interés para este estudio. 

Los pesos moleculares aproximados de estas proteínas se calcularon de acuerdo a su 

movilidad relativa comparada con un marcador de peso molecular (Mark12 BioRad). Una vez 

verificada la integridad y perfil de las proteínas en el extracto, se procedió a su uso como 

antígeno de captura en las placas utilizadas en los ensayos de ELISA. 

Figura 3. Foto de un gel de poliacrilamida SDS al 12%, teñido con azul de Coomasie R250, 
en el cual se muestra el perfil electroforético de las proteínas de la membrana externa de 
Brucella melitensis. Del lado izquierdo se muestra el gel fijado sobre papel filtro, del lado 
derecho, se muestra la imagen digitalizada por medio de un fotodocumentador (FluorS, 
BioRad). Las líneas amarillas indican las bandas de proteínas a las cuales se les calculó su 
peso molecular.
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Tabla 1. Pesos moleculares de las bandas de proteínas de la preparación de OMP’s de 
Brucella. Se muestran los pesos moleculares obtenidos para cada una de las líneas amarillas 
mostradas en la Figura 3. El cálculo de peso molecular se obtuvo de acuerdo a su movilidad 
relativa comparado con el marcador de peso molecular. 

Banda Peso
molecular

(kDa)
1 95.5
2 85.2
3 77.7
4 67.7
5 63.1
6 51
7 45.7
8 39
9 36.3

10 31.6
11 24.5
12 18.2
13 12.9
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Evaluación de la respuesta inmune inducida por los péptidos sintéticos empleándola 

prueba de ELISA con PME’s. Con el fin de determinar la concentración de antígeno que se 

debía utilizar, se evaluaron placas de ELISA que tenían fijado antígeno a una concentración 

de 0.2 y 1.0 g/pozo, cabe mencionar en este punto que el antígeno fue desnaturalizado 

previo a su fijación en las placas 49, 53, 54. Cada una de las placas fue probada con sueros de 

siete animales positivos (cobayos infectados con Brucella) y siete negativos a Brucella (figura 

4). Los resultados obtenidos mostraron que la concentración de antígeno ideal para ser 

utilizada en la evaluación de los cobayos, fue de 0.2 g/pozo, ya que las placas de 1.0 

g/pozo no mostraron variación en cuanto al resultado, sin embargo la cantidad de antígeno 

era mayor. De igual forma los resultados mostraron que el comportamiento de los sueros en el 

ELISA, era muy similar a lo descrito en la literatura, es decir a diluciones muy altas o muy 

bajas es difícil diferenciar los grupos (figura 4 dilución 1/36450 y dilución 1/50). 

Sueros Control
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1
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1.4

1/50 1/150 1/450 1/1350 1/4050 1/12150 1/36450 1/109350 1/328050 1/984150

D iluciones

(+)
(+)
(+)
(-)
(-)
(-)

Figura 4. Gráfica donde se muestran los valores de absorbancia obtenidos en las pruebas
de ELISA con los sueros control positivos (cobayos infectados con Brucella) y negativos a
Brucella, utilizados en las evaluaciones de los sueros de los animales inoculados con los
péptidos sintéticos, a distintas diluciones. La concentración de antígeno (OMP’s) utilizada
fue de 0.2 g/pozo con un tiempo de lectura de 20 min.
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Todos los sueros obtenidos durante el ensayo de inmunización y desafío fueron evaluados, 

comenzando con las muestras obtenidas antes de la inoculación de los péptidos sintéticos 

(sangrado basal) hasta las muestras obtenidas dos semanas después del desafío. Así mismo 

todos los sueros fueron evaluados en diluciones triples comenzando con un título de 1/50 

hasta 1/12150, junto con un control positivo y un control negativo, los cuales fueron también 

diluidos. Las lecturas se realizaron a los 10, 20 y 30 minutos.

El análisis de los resultados indicó que desde la dilución 1/50 hasta la dilución 1/4050, los 

sueros de los testigos positivos y de los animales inmunizados, después de cubrir el esquema 

de inmunización, mostraban una reacción distinta a los de los animales testigos negativos o 

no inmunizados. Para el análisis estadístico se utilizaron solamente los valores de 

absorbancia de los sueros a una dilución 1/150 con un tiempo de lectura de 20 minutos, ya 

que con esta lectura se mostraba de forma más evidente la diferencia entre los sueros de los 

animales positivos o inmunizados y los sueros de los animales negativos o no inmunizados 

(figura 5). 
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Figura 5. Gráfica donde se muestran los valores de absorbancia obtenidos en las pruebas
de ELISA con los sueros de los animales inmunizados con los péptidos sintéticos de
Brucella  en distintas diluciones (4to. Sangrado). Se muestra también el control positivo y el
negativo. La concentración de antígeno utilizada fue de 0.2 g/pozo con un tiempo de

El análisis estadístico de los resultados mostró que las medias de los valores de absorbancia 

obtenidos en las pruebas de ELISA para los sueros correspondientes al sangrado basal (B-N) 

de los grupos 1N, 2N, 3N, 4N y 5N fueron estadísticamente iguales

(P= 0.058) entre sí, pero se encontraban por debajo de la media de los valores de los sueros 

del testigo negativo (P= 0.0001) (tabla 2 y figura 6). Así mismo, los valores del sangrado basal 

subcutáneo (B-SC), mostraron ser iguales como grupo (P= 0.703) e iguales respecto a los 

valores del testigo negativo (P= 0.106) (tabla 3 y figura 7). Como se muestra en las figuras 6 y 

7, así como en los valores de las tablas 2 y 3, estos animales estaban completamente libres 

de anticuerpos contra Brucella, antes de iniciar la aplicación de los péptidos sintéticos. 
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Tabla 2. Valores de absorbancia  (D.O. 405) antes de la aplicación de los péptidos 
sintéticos de Brucella para el grupo de la inoculación nasal. 

Basal-Nasal MediaN Desviación Std.  
Omp-14 4 0.349 0.103
Omp-28 5 0.244 0.042
Omp-2b 5 0.366 0.099
Omp-31 5 0.358 0.041
Mezcla 5 0.251 0.030

5555554N =

Control (+)
Control (-)

Mezcla
Omp-31

Omp-2b
Omp-28

Omp-14

1.2

1.0

.8

.6

.4

.2

0.0

Figura 6. Comparación de los valores de absorbancia (D.O. 405) en las pruebas de ELISA 
con los sueros del sangrado basal de los grupos de la vía nasal, con los controles positivo y 
negativo. Se muestran los valores de la dilución 1/150 con una lectura a los 20 minutos. 
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Tabla 3. Valores de absorbancia (D.O. 405) antes de la aplicación de los péptidos 
sintéticos de Brucella para el grupo de la inoculación subcutánea. 

N MediaSubcutáneo-Basal Desviación Std.  
Omp-14 5 0.426 0.050
Omp-28 5 0.399 0.111
Omp-2b 5 0.368 0.040
Omp-31 5 0.384 0.061
Mezcla 5 0.413 0.056

Control (-) 5 0.510 0.032

5555555N =

Control (+)
Control (-)
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Figura 7. Comparación de los valores de absorbancia (D.O. 405) obtenidos en las pruebas 
de ELISA, empleando los sueros del sangrado basal de los grupos del la vía subcutánea, 
con los valores de los grupos control positivo y negativo. Se muestran los valores de la 
dilución 1/ 150 con un tiempo de lectura a los 20 minutos.

38



La evaluación de la respuesta inmune humoral en los sueros del tercer sangrado post-

inoculación (PI), mostró que las medias de los valores de absorbancia obtenidos a partir de 

los animales inoculados con los péptidos sintéticos por vía subcutánea, no mostraron 

diferencia al ser comparados con los valores del grupo control positivo, sin embargo con 

respecto a los valores obtenidos después del desafío, los cinco grupos (1s, 2s, 3s, 4s y 5s) se 

encontraron por debajo de éste en términos generales (tabla 4 y figura 8). Mediante el análisis 

de varianza se determinó para estos grupos, que no existían diferencias estadísticas 

significativas entre sí, por lo que se consideran dentro de un mismo grupo, de igual forma al 

compararse con el grupo control positivo se encontró que eran estadísticamente iguales a 

este (P= 0.311). Con el análisis de varianza no se observaron diferencias entre los sueros 

después de la inoculación con los del desafío, tampoco con los del control positivo (P= 0.869). 

TABLA 4. Valores de absorbancia obtenidos (D.O. 405) en las pruebas de ELISA con los 
sueros de los cobayos después de tres aplicaciones de los péptidos sintéticos diseñados a 
partir de las OMP’s de Brucella, por la vía subcutánea y después del desafío. 

Subcutáneo-
N

Desviación 
Std.post-inoculación Media

SC-Omp14 5 1.067 0.047
SC-Omp28 4 0.938 0.069

SC-Omp2b 5 1.031 0.199

SC-Omp31 4 0.965 0.035

SC-Mezcla 5 0.941 0.083

Desafío Omp14 5 0.980 0.113
Desafío Omp28 5 1.015 0.086
Desafío Omp2b 5 1.040 0.062
Desafío Omp31 5 1.062 0.080
Desafío Mezcla 5 1.018 0.160

Control (+) 5 1.026 0.071
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Figura 8. Comparación de los valores de absorbancia (D.O. 405 nm) obtenidos con los
sueros de los cobayos después de tres aplicaciones por vía subcutánea de los péptidos
sintéticos diseñados a partir de las OMP’s de Brucella, contra los grupos control positivo y
control negativo, comparados con los valores post-desafío (Brucella melitensis 133). Se
muestran los valores de la dilución 1/ 150 con un tiempo de lectura a los 20 minutos.
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Para el caso de los distintos grupos que recibieron los péptidos por la vía nasal, se observó 

que los valores de la medias de los cuatro distintos péptidos y la mezcla están por debajo de 

la media del grupo control positivo y también de la media de los sueros después del desafío. 

Estos cinco grupos mostraron también ser estadísticamente iguales entre sí (P= 0.778) y 

como ya se ha mencionado diferentes al control positivo (P= 0.0001). Por otra parte los 

valores obtenidos después del desafío son estadísticamente iguales a los valores del grupo 

control positivo (P=0.122) (tabla 5 y figura 9).

TABLA 5. Valores de absorbancia (D.O. 405) obtenidos en las pruebas de ELISA con los 
sueros de los cobayos después de tres aplicaciones de los péptidos sintéticos diseñados a 
partir de las OMP’s de Brucella, por la vía nasal y después del desafío. 

Nasal- Post-
inoculación

N Media Desviación Std.  

Omp-14 4 0.889 0.080

Omp-28 4 0.894 0.063

Omp-2b 5 0.927 0.061

Omp-31 5 0.881 0.073

Mezcla 5 0.931 0.028

Desafío Omp14 5 1.000 0.091

Desafío Omp28 5 1.015 0.086

Desafío Omp2b 5 1.040 0.062

Desafío Omp31 5 1.062 0.080

Desafío Mezcla 4 0.982 0.066

Control (+) 5 1.107 0.019
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Figura 9. Comparación de los valores de absorbancia (D.O 405) obtenidos con los sueros
de los cobayos después de tres aplicaciones por vía nasal de los péptidos sintéticos
diseñados a partir de las OMP’s de Brucella, y los grupos control positivo y control negativo,
comparados con los valores post-desafío. Se muestran los valores de la dilución 1/ 150 con
un tiempo de lectura a los 20 minutos.

42



Para determinar cual de las dos vías utilizadas en el ensayo de inmunización, indujo mayor 

número de anticuerpos, se realizó un análisis de varianza por bloques, tomando a los péptidos 

como bloque, el análisis de resultados mostró que la vía subcutánea fue la que generó una 

mayor inducción de anticuerpos en los cobayos (P= 0.038) (figura 10). 
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Figura 10. Gráfica comparativa entre la vía subcutánea y la vía nasal después de tres
aplicaciones de los péptidos sintéticos diseñados a partir de las OMP´s de Brucella, se
muestran solo los valores de absorbancia de la dilución 1/150 con un tiempo de lectura de
20 minutos.
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Además de las pruebas antes mencionadas, se realizó una búsqueda en el programa Basic 

Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) , para determinar la homología de las proteínas de las cuales fueron sintetizados los 

péptidos con otras de diferentes microorganismos. EL resultado mostró que estas proteínas 

tienen homología con microorganismos del subgrupo -Protobacterias, a la cual pertenece 

también Brucella. Los resultados se presentan para cada proteína en las figuras 11 a la 14 y 

las tablas 6 a 9, respectivamente. En la parte superior de cada figura se observa la longitud de 

la proteína, así como el número de aminoácidos de ésta (indicada por un asterisco), en la 

parte inferior se muestra una serie de barras identificadas con un número y que corresponden 

a la homología con regiones de PME’s de otras bacterias, estas barras muestran la longitud y 

su localización respecto a la secuencia de la proteína analizada. En cada una de las tablas se 

muestran el orden de aparición (número de barra de la imagen), la clave de acceso y el 

nombre del microorganismo al cual pertenece la secuencia homóloga. 
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Para determinar si los péptidos sintéticos eran específicos de Brucella se utilizó el mismo 

programa, en el caso de Omp14 no se pudo determinar su homología ya que no existen datos 

relacionados a su secuencia, sin embargo los aminoácidos que involucran a las otras OMP’s 

sintetizadas mostraron ser específicas de Brucella (figura 15-17 y tablas 10-12). 
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* Proteína Omp14, 147 aminoácidos. 

Figura 11. Diagrama obtenido de la búsqueda en el  BLAST del NCBI de la proteína Omp14, donde 
la barra en rojo muestra una homología mayor a 200 y las barras en rosa indican una homología
entre 80 y 200 con respecto a la proteína. 

Tabla 6. Homología de la proteína Omp14 (BLAST) comparada con otros microorganismos.

No. Clave de acceso Descripción 
1 ref|NP_541530.1| Hypothetical protein BMEII0552 [Brucella melitensis 16M] 
2 ref|ZP_01416535.1| conserved hypothetical transmembrane signal peptide protein 

[Sinorhizobium medicae WSM419] 

3 ref|NP_386088.1| HYPOTHETICAL TRANSMEMBRANE SIGNAL PEPTIDE 
PROTEIN [Sinorhizobium meliloti 1021] 

4 ref|YP_001257575.1| Hypothetical protein BOV_A0553 [Brucella ovis ATCC 25840] 
5 ref|NP_102453.1| Hypothetical protein mlr0699 [Mesorhizobium loti

MAFF303099]
6 ref|YP_223409.1| Hypothetical protein BruAb2_0637 [Brucella abortus biovar 1 

str.
7 ref|NP_353753.1| Hypothetical protein AGR_C_1322 [Agrobacterium 

tumefaciens str. C58] 
8 ref|NP_353754.1| Hypothetical protein AGR_C_1323 [Agrobacterium 

tumefaciens str. C58] 
9 ref|NP_699771.1| Hypothetical protein BRA0587 [Brucella suis 1330] 
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* Proteína Omp28, 250 aminoácidos. 

Figura 12. Diagrama obtenido de la búsqueda en el BLAST del NCBI de la proteína Omp28,
donde  las barras en rojo muestran una homología mayor a 200 las barras en rosa indican
una homología entre 80 y 200 con respecto a la proteína. 

Tabla 7. Homología de la proteína Omp28 (BLAST) comparada con otros microorganismos.

No. Clave de acceso Descripción 
1 ref|NP_539453.1| PERIPLASMIC IMMUNOGENIC PROTEIN [Brucella

melitensis 16M]
2 gb|AAO39767.1| BP26 [Brucella melitensis biovar abortus]
3 ref|YP_414862.1| Immunoreactive 28  kDa outer membrane protein [Brucella

melitensis biovar abortus 2308] 
4 gb|AAT51971.1| Omp28 precursor [Brucella melitensis]
5 ref|YP_001259360.1| Immunoreactive 28  kDa outer membrane protein [Brucella

ovis ATCC 25840] 
6 gb|ABC17803.1| BP26 [Brucella sp. SSO-1] 
7 sp|Q44642|BP26_BRUAB 26  kDa periplasmic immunogenic protein precursor
8 ref|YP_674631.1| Protein of unknown function DUF541 [Mesorhizobium sp.

BNC1]
9 ref|YP_470429.1| Hypothetical conserved membrane protein [Rhizobium etli

CFN 42] 
10 ref|NP_386413.1| Hypothetical protein SMc01556 [Sinorhizobium meliloti 1021] 
11 ref|ZP_01414248.1| Conserved hypothetical protein [Sinorhizobium medicae

WSM419]
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* Proteína Omp2b, 375 aminoácidos. 

Figura 13. Diagrama obtenido de la búsqueda en el BLAST del NCBI de la proteína Omp2b,
donde  las barras en rojo muestran una homología mayor a 200 con respecto a la proteína. 

Tabla 8. Homología de la proteína Omp2b (BLAST) comparada con otros microorganismos. 

No. Clave de acceso Descripción 
1 gb|AAA67790.1| Porin [Brucella melitensis]
2 ref|NP_540222.1| PORIN [Brucella melitensis 16M] 
3 ref|YP_221393.1| Omp2b, porin [Brucella abortus biovar 1 str. 9-941] 
4 ref|NP_697653.1| Porin Omp2a [Brucella suis 1330] 
5 gb|AAA67787.1| Porin [Brucella melitensis biovar Canis] 
6 gb|AAA67793.1| Porin [Brucella melitensis biovar Neotomae] 
7 dbj|BAD67159.1| Putative porin [Brucella sp. JM13/00] 
8 gb|AAA83991.1| Unknown protein [Brucella melitensis biovar Abortus] 
9 emb|CAM91982.1| Outer membrane protein 2b [Brucella sp. CCM 4915] 
10 gb|AAX83996.1| Omp2b [Brucella melitensis biovar Suis 
11 gb|AAD03400.1| Putative porin [Brucella sp. B202R] 
12 gb|ABP98814.1| Omp2b [Brucella ovis]
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* Proteína Omp31, 240 aminoácidos. 

Figura 14. Diagrama obtenido de la búsqueda en el  BLAST del NCBI de la proteína Omp31,
donde  las barras en rojo muestran una homología mayor a 200 y las barras en rosa indican una
homología entre 80 y 200 con respecto a la proteína. 

   Tabla  9. Homología de la proteína Omp31 (BLAST) comparada con otros microorganismos. 

No. Clave de acceso Descripción 
1 gb|AAL27296.1|AF366073_1 Outer membrane protein Omp31 [Brucella melitensis

biovar Canis] 
2 ref|NP_699613.1| Outer membrane protein, 31  kDa [Brucella suis 1330] 
3 gb|AAL27285.1|AF366062_1 Outer membrane protein Omp31 [Brucella melitensis]
4
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gb|AAL27287.1|AF366064_1 Outer membrane protein Omp31 [Brucella melitensis
biovar Suis] 

5 gb|AAL27289.1|AF366066_1 Outer membrane protein Omp31 [Brucella melitensis
biovar Suis] 

6 ref|YP_001257410.1| Outer membrane protein Omp31 [Brucella ovis ATCC 
25840]

7 ref|NP_541822.1| 31  kDa outer-membrane immunogenic protein precursor 
[Brucella melitensis 16M] 

8 ref|YP_222291.1| Omp31-1, outer membrane protein, 31  kDa [Brucella
abortus biovar 1 str. 9-941] 

9 ref|NP_698612.1| Outer membrane protein Omp31 [Brucella suis 1330] 
10 ref|NP_539319.1| 31  kDa OUTER-MEMBRANE IMMUNOGENIC PROTEIN 

PRECURSOR [Brucella melitensis 16M] 
11 ref|NP_102534.1| Outer membrane protein [Mesorhizobium loti

MAFF303099]
12 ref|ZP_01197246.1| Outer membrane protein Omp31 [Xanthobacter 

autotrophicus Py2 



* Longitud del péptido sintético Omp28 (aminoácido 99 a 115). 

Figura 15. Diagrama obtenido de la búsqueda en el  BLAST del NCBI de la secuencia del 
péptido sintético Omp28. 

Tabla  10. Homología del péptido sintético Omp28 (BLAST).

No. Clave de acceso Descripción 
1 gb|ABC17803.1| BP26 [Brucella sp. SSO-1] 
2 ref|NP_539453.1| PERIPLASMIC IMMUNOGENIC PROTEIN [Brucella melitensis

16M]
3 gb|AAT51971.1| Omp28 precursor [Brucella melitensis]
4 gb|AAO39767.1| BP26 [Brucella melitensis biovar Abortus] 
5 ref|YP_001259360.1| immunoreactive 28  kDa outer membrane protein [Brucella ovis

ATCC 25840] 
6 sp|Q44642|BP26_BRUAB 26  kDa periplasmic immunogenic protein precursor 
7 ref|YP_414862.1| immunoreactive 28  kDa outer membrane protein [Brucella

melitensis biovar Abortus 2308] 
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* Longitud del péptido sintético Omp2b (aminoácido 281 a 297). 

Figura 16. Diagrama obtenido de la búsqueda en el  BLAST del NCBI de la secuencia del 
péptido sintético Omp2b. 

Tabla  11. Homología del péptido sintético Omp2b (BLAST).

No. Clave de acceso Descripción 
1 gb|AAG15256.1| Omp2a [Brucella sp. B14/94] 
2 gb|AAF80104.1| Omp2b porin [Brucella melitensis biovar Abortus] 
3 gb|AAG15255.1| Omp2b [Brucella sp. B14/94] 
4 gb|AAA67787.1| Porin [Brucella melitensis biovar Canis]
5 ref|NP_540222.1| PORIN [Brucella melitensis 16M] 
6 ref|NP_697653.1| Porin Omp2a [Brucella suis 1330] 
7 ref|YP_221393.1| Omp2b, porin [Brucella abortus biovar 1 str. 9-941] 
8 gb|AAF80105.1| Omp2b porin [Brucella melitensis biovar Suis] 
9 gb|AAA67790.1| Porin [Brucella melitensis]

10 emb|CAM91982.1| Outer membrane protein 2b [Brucella sp. CCM 4915] 
11 gb|AAX83998.1| Omp2b [Brucella melitensis biovar Suis] 
12 gb|AAA83991.1| Unknown protein [Brucella melitensis biovar Abortus] 
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* Longitud del péptido sintético Omp31 (aminoácido 63 a 77). 

Figura 17. Diagrama obtenido de la búsqueda en el  BLAST del NCBI de la secuencia del 
péptido sintético Omp31.

Tabla  12. Homología del péptido sintético Omp31 (BLAST).

No. Clave de acceso Descripción 
1 gb|AAL27296.1|AF366073_1 Outer membrane protein Omp31 [Brucella melitensis

biovar Canis] 
2 gb|AAL27285.1|AF366062_1 Outer membrane protein Omp31 [Brucella melitensis]
3 ref|NP_699613.1| Outer membrane protein, 31  kDa [Brucella suis 1330] 
4 ref|NP_541822.1| 31  kDa outer-membrane immunogenic protein precursor 

[Brucella melitensis 16M]
5 gb|AAL27289.1|AF366066_1 Outer membrane protein Omp31 [Brucella melitensis

biovar Suis] 
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Discusión.

En el caso particular de Brucella, sus proteínas de la membrana externa (OMP’s) han sido 

objeto de interés en cuanto al desarrollo de inmunógenos, pues han mostrado conferir 

protección en modelos murinos y han sido empleadas como antígenos para el diagnóstico de 

la enfermedad. En este trabajo se evaluó la respuesta inmune humoral en cobayos, los cuales 

habían sido inoculados con péptidos sintéticos desarrollados a partir de secuencias de 

distintas OMPS de Brucella melitensis, encontrándose que la inducción de anticuerpos en 

estos animales fue similar a la presentada por el control positivo, el cuál consistió en el suero 

de un cobayo inoculado experimentalmente con la cepa 33 de Brucella melitensis. Estos datos 

sugieren que los péptidos empleados fueron capaces de inducir una respuesta inmune 

humoral muy similar a la desarrollada durante la infección; sin embargo, esto no significa que 

una vacuna a partir de péptidos sintéticos genere protección contra la enfermedad, para 

probar esto son necesarios más estudios. En este punto cabe señalar que  los valores previos 

al desafío y después del mismo no mostraron diferencia estadística significativa, lo cuál 

confirma que con el uso de estos péptidos sintéticos se generaron niveles de anticuerpos muy 

similares a los que generan las OMP’s durante la infección.

Para la evaluación de la inmunidad en los cobayos, se empleó un extracto de PME de B. 

melitensis, el perfil electroforético en estos extractos mostró bandas de pesos moleculares 

aproximados de 95.5, 85.2, 77.7, 67.7, 63.1, 51, 45.7, 39, 36.1, 31.6, 24.5, 18.2, 12.9 kDa. 

Algunas de estas bandas corresponden en peso a las proteínas Omp14, Omp28, Omp31 y 

Omp2b, que como se menciona anteriormente, fueron utilizadas como modelo para diseñar 

los péptidos sintéticos. Debido a que estas proteínas aparecen en el extracto proteico, su 

utilización como antígeno de captura en pruebas de ELISA fue apropiada en la evaluación de 
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la respuesta inmune generada por los péptidos sintéticos. En este estudio también se 

emplearon los péptidos sintéticos como antígeno de captura, sin embargo debido a que los 

resultados obtenidos no mostraron diferencias entre los distintos grupos de animales 

inmunizados y no inmunizados, incluso con aquellos animales que fueron desafiados, los 

resultados no aparecen en este trabajo. Una explicación posible para estos resultados, es que 

la fijación del antígeno a las placas no resultó ser la adecuada, más experimentos son 

necesarios para verificar este punto.

El uso de componentes estructurales de microorganismos patógenos, como es el caso de  las 

proteínas, es de gran interés para el desarrollo de agentes protectores o nuevas vacunas 

dirigidas, no sólo hacia la salud animal si no también al ser humano. En este estudio los 

péptidos empleados tuvieron la capacidad de inducir anticuerpos en cobayos. La ventaja de 

emplear péptidos sintéticos en comparación con péptidos recombinantes expresados por 

alguna bacteria no patógena diferente a Brucella, radica principalmente en que no existe 

contaminación con el LPS endógeno, que pudiera interferir con el diagnóstico.

Estudios realizados por Cassataro y col., mostraron que la aplicación de un péptido sintético 

de 27 aminoácidos a partir de la Omp31 unido con una molécula acarreadora produjo una 

protección similar a la inducida por la vacuna Rev. 1 56, 57. En nuestro caso el péptido 

correspondiente a Omp31 es más pequeño que el que se utilizó en el trabajo citado; sin 

embargo, comparte 11 aminoácidos y la respuesta obtenida fue significativa, si se le compara 

con la respuesta de los animales infectados. 

En este estudio los distintos péptidos no mostraron diferencias significativas entre sí en 

relación a la inmunidad humoral que generaron, lo cuál se podría comprender si se considera 
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que los valores de las medias eran distintos, pero dada la amplia desviación estándar 

ocasionada por un número pequeño de animales por tratamiento, el análisis de varianza 

indicó que no existía diferencia significativa. Sin embargo es importante recalcar que los 

péptidos empleados son distintos entre sí de acuerdo a su perfil hidropático, por lo cual es 

poco probable que tuvieran un comportamiento similar. Esta cuestión también es importante si 

se considera que los animales que recibieron una mezcla de los péptidos también mostraron 

un comportamiento similar, en este caso fue la dosis que se administró durante el programa 

de vacunación la que influyó en los resultados, ya que para las vías subcutánea y nasal, la 

dosis para los cuatro primeros grupos fue de 50 g y para el quinto grupo (mezcla de 

péptidos) se utilizaron 25 g de cada uno de los péptidos, lo que nos podría indicar que el 

quinto grupo fue vacunado con una subdosis, por lo tanto los valores que presentaron en la 

evaluación no pueden ser interpretados, pues se esperaría que este grupo fuera el que 

presentara una mejor respuesta. 

En el caso de las distintas rutas de inoculación empleadas no se encontró diferencia 

significativa entre ellas en la respuesta humoral que generaron, nuevamente en este caso los 

valores de las medias eran distintos pero debido a la desviación estándar amplia, no se 

pueden considerar como significativas. Sin embargo en términos generales podría decirse que 

la inoculación por la vía subcutánea fue la que mayor cantidad de anticuerpos específicos 

generó, por lo que puede decirse que esta vía sería apropiada para futuras inmunizaciones, 

aunque también debe considerarse que en la vía nasal no se utilizó adyuvante y se 

presentaron resultados similares a los obtenidos por la inoculación vía subcutánea, con lo cual 

se podría suponer que las dos vías de inoculación son efectivas. Es necesario aclarar en este 

punto que en el caso de la inmunidad humoral evaluada en los animales que recibieron los 

péptidos por vía nasal no fue IgA, sino IgG, aun así la respuesta observada fue semejante a 
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los de la vía subcutánea. Esto sugiere que los péptidos utilizados en este trabajo pueden 

generar una respuesta inmune humoral satisfactoria al ser administrados por la vía nasal, un 

trabajo posterior deberá ser para este caso, la evaluación de la respuesta IgA secretora. Así 

mismo, se debe mencionar que la respuesta celular no fue evaluada, para determinar este 

punto son necesarias nuevas evaluaciones en las cuales se deberá determinar tanto la 

respuesta inmune humoral como la respuesta celular.

La búsqueda de homologías de las proteínas OMP14, OMP28, OMP31 y OMP2b, mostró que 

solo tienen homología con microorganismos de la familia Rhizobiaceae, sin embargo en 

nuestro estudio sólo fueron utilizadas pequeñas secuencias de aminoácidos que 

corresponden a los péptidos sintetizados los cuales no muestran homología con otros 

microorganismos, es decir, corresponden con el género Brucella, por lo tanto podría

mencionarse que los péptidos son específicos y no tendrían reacciones cruzadas que 

pudieran alterar los resultados obtenidos en estas pruebas. En esta búsqueda, el péptido 

OMP14, no tuvo homología con ninguna proteína registrada en las base de datos del 

GenBank.

Tres de los cuatro péptidos evaluados (Omp31, Omp28 y Omp2b), empleados en este trabajo, 

fueron sintetizados a partir de proteínas que han sido ampliamente estudiadas y son 

consideradas como inmunogénicas, pues producen cierta protección. También han sido 

propuesto su uso como antígenos para el desarrollo de pruebas de diagnóstico para la 

brucelosis, incluso para diferenciar a los animales infectados de los vacunados. En este 

trabajo si bien no se evaluó la protección inducida por estos péptidos, la capacidad de generar 

anticuerpos es consistente con lo descrito en la literatura 2, 10, 22, 28, 29, 33, 47, 58.
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En el caso de Omp14, aunque la información es escasa, se conoce que es una proteína 

inmunoreactiva y que induce respuesta inmune humoral y celular durante el curso de la 

infección 58. En nuestro trabajo la inmunidad inducida por el péptido correspondiente, fue la 

mejor, cuando se inoculó por vía subcutánea, lo cual coincide con lo descrito por Chirhart-

Gilleland 58. Estos datos nos sugieren que esta proteína es un excelente candidato como 

inmunógeno.

En el desarrollo de nuevas vacunas para prevenir la brucelosis el enfoque ha cambiado en los 

últimos años, ahora se considera el empleo de proteínas como las de la membrana externa, 

incluso en este caso, no sólo se ha considerado el uso de la estructura completa de estas 

proteínas como inmunógenos, sino fracciones de la misma. Tal es el caso de los péptidos 

sintéticos que muestran ciertas ventajas sobre otras vacunas, primero no se trata de 

organismos vivos atenuados, por lo cual son totalmente inocuos, incluso para animales 

inmunocomprometidos, segundo, se trata solo de estructuras seleccionadas por su 

inmunogenicidad y su ubicación en la membrana celular, por lo tanto la respuesta inducida es 

mucho más especifica; tercero, al ser altamente puros (libres de contaminación por LPS o 

peptidoglicano), son seguros, es decir que no inducen reacciones secundarias a su aplicación 

y cuarto, que en su producción a gran escala, el personal que las elabora no esta expuesto a 

ningún riesgo de contagio, pues no se está en contacto directo con el microorganismo 

infeccioso. Cabe agregar que las vacunas basadas en péptidos sintéticos no requieren de 

cadena fría  para su almacenamiento 43.

Finalmente cabe señalar que en la mayoría de los trabajos en los que se utilizan péptidos 

sintéticos como posibles inmunógenos, se emplean moléculas acarreadoras para desarrollar 

una respuesta inmunológica mayor, mientras que en este estudio no se utilizaron y se pudo 

observar una respuesta inmune humoral.
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Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede mencionar que el sistema inmunitario 

de los animales empleados en la experimentación, fue estimulado pues se detectó la 

presencia de IgG en suero, por lo que se puede inferir que los péptidos utilizados en este 

estudio producen al menos una respuesta inmune humoral,  muy similar a la encontrada en 

animales infectados. Así mismo cabe señalar que de entre los péptidos evaluados el Omp14 

inoculado por vía subcutánea presentó valores por arriba de los demás, incluyendo el control 

positivo. Este trabajo sienta las bases para el desarrollo de nuevas vacunas para la 

brucelosis, las cuales pueden ser empleadas en los humanos. Con el desciframiento del 

genoma de diferentes especies de Brucella se han identificado genes que son esenciales para 

su patogenicidad, virulencia y antigenicidad en los huéspedes naturales, las proteínas 

codificadas por dichos genes pueden ser utilizadas para el desarrollo de vacunas con péptidos 

sintéticos 48.
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CONCLUSIONES.

- En este trabajo se detectó una respuesta inmune humoral específica en cobayos que 

fueron inmunizados con péptidos sintéticos diseñados a partir de distintas OMP’s de 

Brucella spp.

- La respuesta inmunológica se observó en las dos vía de inoculación y fue 

estadísticamente significativa. 

- La vía subcutánea fue la vía que generó una mayor cantidad de anticuerpos. 

- El péptido Omp14 inoculado por la vía subcutánea indujo una respuesta inmune 

humoral mayor a la presentada por los otros grupos. 

PERSPECTIVAS.

- Repetir la inmunización empleando el modelo experimental de ratón, con el fin de 

evaluar estos péptidos sintéticos. 

- Utilizar una molécula acarreadora con los péptidos sintéticos para generar una 

respuesta inmunológica mayor. 

- Evaluar los niveles IgA, cuando los péptidos hallan sido inoculados por vía nasal. 

- Evaluar la respuesta inmune celular inducida por los péptidos sintéticos. 

- Determinar el nivel de protección de la vacuna. 
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