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El presente artículo está basado en la investigación «Desarrollo
de vacunas basadas en bacterias lácticas: expresión de antígenos
del VIH en Lactococcus lactis para inducir inmunidad en mucosas»
galardonada con el Premio de Investigación UANL 2002 en la
categoría de Ciencias Naturales otorgado en sesión solemne
del Consejo Universitario de la UANL, en septiembre 12 de
2002.

2002

La epidemia de SIDA es el proble-
ma de salud pública más comple-
jo en la actualidad y su impacto se
refleja en la vida social y económi-
ca del mundo. El número de casos
diagnosticados de VIH en el mun-
do por ONUSIDA, hasta diciem-
bre del 2002, es de 42 millones.
En México el número de casos has-
ta el 30 de septiembre de 2001

fue de 50,713 (Secretaría de Salud). México ocupa
13vo. lugar globalmente y el tercero en América en el
número total de casos reportados.

Para nuestro país y otros en Latinoamérica es ur-
gente el desarrollo y la aplicación de una vacuna
que disminuya las tasas de morbilidad y mortalidad
a causa de esta infección.1  En la actualidad, virtual-
mente todas las infecciones por el VIH tienen como
puerta de entrada las superficies de las mucosas, ya
sea la genital para los casos de transmisión hetero-
sexual; la mucosa gastrointestinal para los casos de
transmisión vertical en el útero o después del parto
por medio de la leche materna infectada;2,3 y en los
casos de transmisión homosexual por contacto oral-
genital o anal-genital.4,5 El tejido de las mucosas
cuenta con un sistema inmune local con propieda-
des y funciones que en muchos aspectos están sepa-
rados del resto del sistema inmunológico, por tal mo-

tivo, para combatir este virus y otros patógenos es
necesario desarrollar vacunas que induzcan a inmu-
nidad o protección en las mucosas, que son el sitio
primario de entrada.6,7 Por otro lado, los vectores
basados en bacterias recombinantes vivas represen-
tan una nueva tecnología para el desarrollo de va-
cunas;8,9 los  vectores bacterianos recombinantes que
se utilizan principalmente son: bacterias comensa-
les, seguras e inocuas (bacterias ácido-lácticas)10,11,12

y bacterias patogénicas  atenuadas (Salmonella,13,14,15

Shigela,16,17 Listeria,18,19,20,21 etc.). Las bacterias ácido-
lácticas son microorganismos comensales de la mu-
cosa intestinal y la genital; se han utilizado por mu-
chos años en la industria de alimentos lácteos y por
ende son bacterias comestibles, inocuas y amiga-
bles a nivel de la flora intestinal y vaginal;22 estas
características las convierten en vectores ideales para
el desarrollo de vacunas.23,24

Es necesario  encontrar nuevas vías  y nuevos sis-
temas eficaces y seguros, que induzcan a inmunidad
local y sistémica contra el virus, siendo el propósito
de la presente investigación desarrollar bacterias
ácido-lácticas modificadas genéticamente para ge-
nerar vacunas basadas en vectores bacterianos vi-
vos, seguros e inocuos y capaces de inducir inmuni-
dad humoral  contra el VIH en las mucosas.

Materiales y métodos
Construcción del plásmido recombinante

Se diseñaron dos oligonucleótidos para amplificar
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por PCR el gen que codifica para la proteína de
envoltura gp 120 del VIH subtipo B de 1447pb; a
cada nucleótido se le añadió un sitio de reconoci-
miento para las enzimas Apa  I y Xho I, respectiva-
mente, para facilitar su clonación. El producto obte-
nido por PCR se purificó por medio del método co-
mercial Gene-Clean II, y se clonó en el vector co-
mercial pGEM-T. Se seleccionaron las colonias blan-
cas que contenían el inserto de nuestro vector con el
gen gp 120 por medio de un prep rápido; dichas
colonias fueron caracterizadas por medio de la purifi-
cación del plásmido (mini-prep), seguido de la  diges-
tión enzimática con Apa I  y Xho I que liberaron  el
inserto de 1447pb; se purificó el fragmento y se subclonó
en el plásmido pVE5508 (obtenido del INRA, Francia)
generando el plásmido p59Mgp120, el cual posee el
promotor fuerte P59 específico de lactococcus y la se-
cuencia que codifica para el fragmento de anclaje en
pared celular de la proteína M de Streptococcus
pyogenes. Posteriormente se transformó a L. lactis por
electroporación (Electro Square Porator ECM 830 BTX)
en una cubeta de electroporación (Cuvettes Plus 4 mm
BTX) con  un pulso de  2500 volts, 200 oms, p.lenght
10 ms, 25 mf. Esta preparación se incuba en presencia
de caldo M17 y posteriormente se siembran 100 ml
de ésta en agar M17 (DIFCO), con 0.5 % de sacarosa
y 5 µg /ml de eritromicina.

Detección de la expresión
de la proteína gp120 del VIH en L.lactis
por Western Blot

Para determinar si el lactococcus expresa la proteí-
na gp 120, las colonias seleccionadas, anteriormente
se corrieron en un gel de poliacrilamida  al 12% y se
transfirieron en una cámara semiseca a una mem-
brana de nitrocelulosa, y en ellos se detectó la pre-
sencia de proteína con un anticuerpo primario
1:1000 (IgG anti-gp120 VIH monoclonal de ratón,
CHEMICON) por quimioluminiscencia.

Detección de la expresión en la superficie ex-
terna de la proteína gp120 del  VIH en L.lactis
mediante el análisis de Whole-Cell ELISA

Sembrar la cepa de L.lactis a una densidad óptica
de 0.6, centrifugar 10 min. a 10,000 rpm, resus-
pender el pellet en 1ml de PBS; repetir el paso ante-
rior tres veces, cubrir la placa de ELISA con 200 µl
de L.lactis en PBS  e incubar toda la noche a 4°C;

descartar el exceso de bacteria, lavando tres veces
con PBS-tween al 0.5%; bloquear la placa con 150µl
de  BSA al 3% en PBS-tween  0.5%, incubar  2 horas
a 37°C, lavar tres veces con PBS-tween al 0.5%; adi-
cionar 100 µl del anticuerpo primario (suero de pa-
ciente positivo por PCR y ELISA para VIH), incubar 2
horas a 37°C, lavar 3 veces con PBS-tween al .05%,
adicionar 100µl del anticuerpo conjugado anti-IgG
humano peroxidasa; incubar una hora a 37°C; la-
var 3 veces con PBS-tween al 0.5%; y adicionar 100µl
del sustrato ABTS, incubar por 5-10 minutos, adicionar
solución de paro (fluoruro de sodio)  y leer a 405 nm.

Grupos experimentales

Se realizaron los siguientes  experimentos en grupos
de tres ratones de 6 a 8 semanas de edad por uni-
dad experimental: a) Se inmunizaron ratones por vía
oral por medio de una sonda pediátrica con una
sola dosis de 109  Lactococcus recombinantes vivos
expresando la gp 120 de VIH y con 109  Lactococcus
que no expresan la gp 120 como control. b) Se
inmunizaron ratones por vía oral con tres dosis a los 0,
14 y 28 días de 109  Lactococcus recombinantes ex-
presando la gp 120 del VIH y con 109  Lactococcus
que no expresan la gp 120 como control.

Obtención de muestras

Se analizó la respuesta inmune en los animales
inmunizados con  Lactococcus recombinantes y no
recombinantes, obteniendo a diferentes tiempos  (10,
18 y 24 días después de la inmunización con una
sola dosis; y a los siete días después de la ultima
inmunización para los de tres dosis)  muestras de
suero, heces,  lavados estomacales e  intestinales,
linfocitos de bazo y una muestra de intestino para
histología. Analizando la producción  de anticuerpos
específicos contra gp 120 de VIH, la respuesta  prolife-
rativa, posibles daños en las mucosas y expresión de
CD4 y Mac.

Medición de anticuerpos IgG e IgA en lavado
estomacal, intestinal, heces y suero contra gp
120 por ELISA

Medición de anticuerpos por un kit comercial (viro-
nostika). Para la medición de anticuerpos IgG e IgA
específicos contra el VIH utilizamos una placa co-
mercial, la cual contiene antígeno VIH-1 y se realizó
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un Whole-Cell ELISA, donde se utilizó la bacteria
como antígeno. Se recubrió la placa con 200 µl de
lavado estomacal, intestinal, heces o suero; se incu-
bó toda la noche a 4°C , se lavó la placa, se adi-
cionaron 100 µl  del segundo anticuerpo antiratón
IgG o anti-IgA (SIGMA) conjugados con fosfatasa
alcalina; se lavó y se adicionó el sustrato pNPP 2mg
/ml (para- nitrofenilfosfato SIGMA), se incubó por 1
hora  a 37°C y, finalmente, se leyó en un microlector
de ELISA (BIOTEK  Instruments) a 405nm.

Análisis histológico de los epitelios
en estómago e intestino delgado

Para el análisis histológico de los epitelios en estóma-
go e intestino se obtuvieron dos piezas de tejido de
estómago e intestino de ratones inmunizados con una
sola dosis de L. Lactis que expresa la gp120 y L. lactis
normal; los cortes fueron aproximadamente de 1cm
cada pieza y se fijaron en formalina al 10% , posterior-
mente se realizaron  cortes histológicos de las muestras
obtenidas sobre una laminilla y se tiñeron con hema-
toxilina y eosina; finalmente se colocó una gota de
resina y un cubreobjetos para observar con microsco-
pio.

Detección de la expresión de CD4 y Mac en la
mucosa del estómago e intestino delgado por
inmuno-histoquímica

Para la detección de la expresión de CD4 y Mac, utili-
zamos un kit para inmunohistoquímica (DAKO) para
tal efecto se utilizó la siguiente técnica: colocamos la
laminilla en xilol I por 5 min., posteriormente en xilol 2
por 5 min, deshidratamos el tejido con OH 100% ,
80%, 70%, 50% por cuatro minutos cada uno, lava-
mos con agua; posteriormente aplicamos antígeno
retroviral a 80°C por 20 minutos, enfriamos a tempe-
ratura ambiente, lavamos con agua destilada y con
buffer; colocamos el bloqueador de peroxidasa al 3%
(H2O2), lavamos con buffer; bloqueamos con biotina
por 5 minutos, lavamos con buffer; adicionamos el an-
ticuerpo primario en una dilución de 1:200 (anti-
macrófago o anti-CD4) por 20 minutos, lavamos con
buffer; adicionamos  el anticuerpo secundario marca-
do con peroxidasa  por 15 minutos, lavamos con bu-
ffer; aplicamos estreptavidina por 15 minutos, lava-
mos con buffer; revelamos con diaminobenzidina por
30 segundos, lavamos con agua destilada, sumergi-
mos la laminilla en hematoxilina por 20 segundos, la-

vamos con agua, posteriormente sometimos la lamini-
lla a los alcoholes al 50%, 70%, 80%, 100%, xilol II y
xilol I; finalmente, colocamos una gota de resina y un
cubreobjetos para observar al microscopio.

Resultados

Teniendo la construcción deseada del vector en
L.lactis, se llevó a cabo el análisis de la expresión de
la proteína recombinante.

P59gp120
Detección de la expresión de la proteína gp120
del VIH en L.lactis

Análisis por Western Blot

El Western Blot  mostró la presencia de una sola
proteína del tamaño esperado  en varias clonas de
L.lactis, mientras que donde se colocaron los extrac-
tos proteicos  de las cepas control de L.lactis no se
detectó banda alguna (figura1) , es necesario hacer
notar que aparentemente la clona 1 de L.lactis  co-
locada en la línea 3 tiene un mayor nivel de expre-
sión que las otras clonas de L.lactis.

1    2  3   4   5   6  7  8   9

Fig. 1  Detección de la expresión de la proteína gp120 del
VIH en lactococcus lactis por Western Blot

Detección de la expresión en la superficie ex-
terna de la proteína gp120 del VIH en L.lactis

Análisis de Whole-Cell ELISA

Para detectar  la gp120 en la superficie de L.lactis
se utilizó suero de paciente VIH positivo por PCR y
positivo para anticuerpos  contra el virus por un ELISA
comercial, también se usó suero de un individuo
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negativo para VIH, como control. La clona 1 de L.
lactis  recombinante  reaccionó significativamente  con
el suero del paciente  con VIH (absorbancia de 1.8),
mientras que la reacción por este sistema de ELISA
con un suero normal tuvo una absorbancia 1.1
aproximadamente. De estos datos se deduce que la
bacteria recombinante  presenta adecuadamente la
gp 120 en su superficie; ésta ha sido reconocida
por los anticuerpos de un paciente  con VIH genera-
dos en  la infección natural , lo cual puede indicar
que la clona 1 de L.lactis  recombinante  muestra en
su superficie externa una gp120 con una conforma-
ción similar  a la que muestra el virus durante el pro-
ceso de infección natural (figura 2).

Medición de anticuerpos IgG e IgA

Cuando administramos la bacteria recombinante por
vía oral, se encontró que los niveles de IgG presen-
tes en estómago fueron significativamente altos 10
días después de la inmunización con respecto a los
otros tiempos en ambos sistemas; de igual manera,
los niveles de IgG fueron significativamente altos en
los lavados de ratones inmunizados con 3 dosis de
109 bacterias. Respecto a los niveles de IgA
monomérica en estómago, no se encontraron dife-
rencias significativas con respecto al control en los
lavados de ratones inmunizados con 1 sola dosis y
tampoco con tres dosis de bacteria (figura 3).

En intestino se detectaron niveles significativos de
IgG  a los 10 y 18 días de la inmunización con 1
dosis de bacteria en el ELISA comercial. Los niveles
de IgA en intestino son significativamente altos 24
días después de la inmunización en el ELISA comer-
cial; mientras que en los lavados de ratones
inmunizados con 3 dosis solamente hay diferencias
significativas en los niveles de IgG (figura 4).

Fig.2 Detección de la expresión en superficie de la proteína
gp 120 del VIH en l. lactis por Whole-Cell –ELISA.

Fig.3.- Niveles de anticuerpos en lavado estomacal con 109

bacterias en A) 1 dosis y B) 3 dosis.
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En cuanto a los niveles de anticuerpos en heces,
aparentemente sólo la IgG parece tener valores signifi-
cativos a los 10 días de la inmunización, mientras que
en las muestras de ratones inmunizados con tres dosis
no hay niveles significativos con respecto al control ni
de IgG ni de IgA. Con respecto a los niveles de anti-
cuerpos en suero, la IgG y la IgA se encuentran eleva-
das a los 10 días de la inmunización con la bacteria en
el ELISA comercial;  los niveles de IgA en suero aparen-
temente se encuentran ligeramente elevados a los 10
días de la inmunización (figura 6).

En lo que respecta al nivel de anticuerpos en sue-
ro de ratones inmunizados, con 3 dosis de bacterias
recombinantes, solamente la IgG presenta niveles sig-
nificativos  con respecto al control (figura 6).

Análisis histológico de los epitelios
en  estómago e intestino delgado

El análisis histológico  de las mucosas del estómago

C 10 18 24
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y del intestino a los 10, 18 y 24 días de la inmuniza-
ción oral de 109 bacterias, indicó que no existen di-
ferencias histológicas en los epitelios, que sean indi-
cativas de daño o de alteraciones, pese a la admi-
nistración de las  bacterias  normales y recombinan-
tes.

Detección de la expresión de CD4 y Mac en la
mucosa de estómago e intestino delgado por
inmuno histoquímica

En la detección por inmuno histoquímica de la ex-
presión de marcadores de linfocitos T(CD4) y ma-
crófagos o monocitos (Mac), se encontró que hay
un incremento en la expresión de CD4 y Mac  en la
mucosa del estómago y del intestino de los ratones
inmunizados con L.Lactis recombinante a los 10 días,
en comparación con la expresión en las mucosas de
los ratones a los que se les administró la L.Lactis control
(normal). Estos datos indican en conjunto que la ad-
ministración oral de L. lactis modificada para expre-

Fig.-6 Niveles de anticuerpos en suero con 109 bacterias en
A) 1 dosis y B) 3 dosis.

Fig.-5 Niveles de anticuerpos en heces con 109 bacterias en
A) 1 dosis y B) 3 dosis.

A)

B)

A)

B)

A)

Fig.4.- Niveles de anticuerpos en lavado intestinal con 109

bacterias en A) 1 dosis y B) 3dosis

B)
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Fig.-7. Detección de la expresión de A) CD4 y B) Mac por
Inmunohistoquimica en la mucosa intestinal. Los tejidos fueron
obtenidos a los 10 días de la administración oral con una
dosis de 109 bacterias.

sar la gp120 induce la producción de anticuerpos
específicos en mucosas y en suero, así como la pro-
ducción de linfocitos específicos contra el VIH y se
asocia a un incremento en la expresión de CD4 y
Mac en las mucosas. Por tanto, la inducción de in-
munidad en mucosas usando bacterias lácticas  mo-
dificadas para presentar en mucosas antígenos del
VIH puede representar una estrategia tecnológica
innovadora para desarrollar una vacuna contra el
SIDA  efectiva y segura.

A)
   L.lactis           L.lactis gp120

B)
   L.lactis      L.lactis gp120

Discusión

De los resultados obtenidos se deduce que la mayor
respuesta encontrada de IgG fue a los 10 días de la
inmunización, a diferencia de la IgA, que no se ve
incrementada significativamente excepto en el exa-
men del lavado intestinal. En resumen, encontramos
que los niveles de IgG presentes en suero, en heces y
mucosas (estómago, intestino delgado) fueron sig-
nificativamente más altos a los 10 días de la inmuni-
zación  con respecto a otros tiempos. Respecto a la
IgA monomérica,  solamente en intestino y en suero
se detectaron niveles significativos; los máximos va-
lores obtenidos de IgG se observaron cuando se
inmunizó a los ratones con tres dosis de  bacteria.  A
diferencia de un estudio donde se analizó el nivel de
IgG y de IgA  en ratones inmunizados por vía nasal
con gp120 oligomérica, en el cual se detectó una
fuerte respuesta  de IgG y de IgA sistémica; sin em-
bargo, esos autores no detectaron respuesta en la-
vados de mucosa vaginal, y en heces detectaron una
débil respuesta de IgA25. En otro estudio en el que
también se midió la respuesta inmune en mucosas
contra la toxina tetánica expresada en Lactobacillus,
se inmunizaron ratones vía nasal  con 109  bacterias
y se encontró que los títulos de IgG en suero eran
significativos en comparación con los controles y que
la respuesta de IgA en mucosas también representa-
ba valores significativos a los 10 días de la inmuni-
zación con 2 dosis de bacteria, pero cuando se
inmunizaba con una sola dosis los valores de IgA no
fueron significativos.26

Otra estrategia para la generación de anticuer-
pos contra el VIH es la realizada por Giraud y cols.,27

quienes inmunizaron ratones  con RNA desnudo  del
vector SFV fusionado con la proteína gp 140 del
VIH. Cuando cuantificaron la respuesta  de IgG en
suero  a diferentes tiempos de inyección del virus (0,
10, 24, 38 y 60 dias), encontraron que los niveles
de IgG aparecieron en las muestras coleccionadas
después de la segunda dosis, en el vigésmo cuarto
día. Otro estudio que relaciona el nivel de anticuer-
pos con la dosis es el de Bruce y cols.,28 inmunizan
ratones con 108 o 5x107  adenovirus recombinantes
con env; estos autores encuentran que los títulos de
IgG en suero son mayores con la dosis alta y con
bajas dosis los títulos son bajos. Podemos concluir
que los valores obtenidos de IgG e IgA, en el pre-
sente estudio, en suero y sobretodo en mucosas con
una sola dosis y con tres dosis significativas e impor-
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tantes en la protección contra el VIH.
Con el objetivo de determinar si nuestra bacteria

recombinante no produce alteraciones morfológicas
en la mucosa, que sean indicativos de posible daño
en ésta, se realizaron cortes histológicos para el aná-
lisis morfológico de los epitelios en  estómago e in-
testino delgado de los ratones inmunizados con L.
lactis recombinante y L.lactis control. Los resultados
indican que aparentemente no hay ningún daño en
la integridad de las mucosas gástrica e intestinal de
los ratones inmunizados.

Una serie de estudios in vivo  de la infección por
VIS han determinado  que los linfocitos intestinales
no macrófagos  son un blanco celular  para la in-
fección in vitro por el virus, ya que durante los prime-
ros días  de la infección por SIV en monos, la infec-
ción de macrófagos  fue muy rara, y la mayoría de
las células T infectadas estaban presentes en la mu-
cosa intestinal y no en células T de sangre periférica.4

En consecuencia nuestros resultados son relevantes
para la protección de la enfermedad desencade-
nando una buena respuesta inmune celular, ya que
se indujo una fuerte expresión de CD4 en mucosas
del estómago y del intestino. Por otra parte, los ma-
crófagos de las mucosas son células de gran impor-
tancia porque constituyen una línea de defensa con-
tra las infecciones y presentan características que los
distinguen de los monocitos en sangre. Li Ling y cols.29

realizaron un estudio en el que demuestran que los
macrófagos intestinales reducen en mayor porcen-
taje la penetrabilidad del VIH en comparación con
los macrófagos de sangre periférica; la prevalencia
de estas células en las mucosas es de gran impor-
tancia. De acuerdo con nuestros resultados en la de-
tección de Mac por inmuno histoquímica, observa-
mos que la expresión de Mac se ve incrementada
cuando se inmuniza con la bacteria recombinante
en comparación con el control. El aumento en la
expresión de CD4 y de Mac en mucosas puede in-
ducir protección en la infección por VIH por induc-
ción de inmunidad humoral y celular.

Resumen

En el presente trabajo se desarrolló un nuevo siste-
ma de expresión de la proteína gp120 del VIH ba-
sado en bacterias lácticas, induciendo inmunidad
humoral. Nuestros datos indican que la administra-
ción oral de L. lactis modificada para expresar la
gp120 induce anticuerpos sistémicos y locales (a ni-

vel de mucosas) específicos, así como también esti-
mulan la producción de linfocitos específicos contra
el VIH y se asocia a un incremento en la expresión
de CD4 y de Mac en las mucosas. La inducción de
inmunidad en mucosas usando bacterias lácticas
modificadas para presentar en mucosas antígenos
del VIH puede representar una estrategia tecnológi-
ca para desarrollar una vacuna contra el SIDA efec-
tiva y segura.

Palabras clave: VIH, Vacunas, Lactococcus, Bacte-
rias lácticas, Inmunidad en mucosas.

Abstract

In this work we have developed a HIV gp120 proteín
expresión system based on acid lactic bacteria,
induced humoral immunity. Our results of oral
administartion with recombinant L. lactis  gp120  in-
duce systemic and local specific antibodies as well
as specific lymphocytes against HIV gp120 associate
with  an improved  in expresión of  CD4 and Mac
receptors  on mucosas.

Keywords: HIV, Vaccines, Lactococcus, Lactic acid
bacteria, Mucosal immunity.
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