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Resumen

La Brucella es una bacteria Gram-negativa, infracelular facultativa que infecta en forma persistente
a humanos y animales domésticos y salvajes. Este género de bacterias se replica en los fugocitos
mononucleares del hospedero, evadiendo los mecanismos solubles extracelulares de la respuesta
inmune. La patogénesis de la infeccion por Brucella es bastante compleja, depende del patégeno y de
los mecanismos de defensa que se activan, donde la inmunidad celular, macréfagos, citoquinas tipo
Thly células citotoxicas participan activamente en la resolucion de la infeccion. Aunque esta bacteria
no evade los mecanismos de fagocitosis, si ha desarrollado mecanismos para la sobrevivencia
intracelular. El entendimiento de la interrelacion de la respuesta inmune con estos patégenos
microbianos, permitird el desarrollo de medidas para la prevenciony el control. Esta revision describe
algunos de los mecanismos inmunologicos innatos y especificos involucrados en la eliminacion de la
infeccion causada por las especies de Brucella y referencia articulos originales que dan cuenta del
avance logrado mediante la utilizacion de diferentes modelos animales.
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Introduccion

La infeccion por Brucella es una gran amenaza
para la salud publica ya que produce una enfermedad
zoondtica que afecta el ganado bovino, ovino, caprino
y porcino, y causa un serio problema economico en la
ganaderia. En Colombia se calculan pérdidas anuales
por 28 mil millones de pesos representados en la
incapacidad de incursionar en los mercados
internacionales, los abortos inducidos por la bacteria y
los trastornos reproductivos que sufren los animales
infectados. Para abordar los mecanismos involucrados
en la respuesta inmune contra la Brucella, es
importante resaltar que esta bacteria es un cocobacilo
gram negativo, cuyos antigenos pueden ser divididos
en dos grupos principales; el lipopolisacarido (LPS),
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que induce anticuerpos aglutinantes (36, 15) v las
proteinas, responsables de la inmunidad celular
protectora. Para el estudio de la inmunidad protectora
contra la infeccion causada por las especies de
Brucella se han utilizado varios modelos animales
mamiferos como los ratones (38), cobayos (26),
bovinos (11)y humanos (32,5). El criterio utilizado para
medir la proteccion de animales inmunizados, después
de un tiempo determinado y luego del reto con una
cepa virulenta, es el conteo de Unidades formadoras
de colonias (UFC) de la bacteria, recuperadas de
algunos érganos como el bazo (38).

En bovinos sanos, la Brucela es usualmente
trasmitida por contacto con mucosas de animales
infectados, productos del aborto, o con alimentos
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contaminados. Si el microorganismo sobrepasa la
mucosa, es transportado hasta los ganglios linfaticos
regionales. Si la especie de bacteria no es virulenta,
entonces es rapidamente controlada por la respuesta
inmune celular resolviéndose la infeccidn, inclusive
sin que ocurra la seroconversion. Por el contrario si
la cepa es virulenta, se sobrepasan las defensas
celulares y los microorganismos pueden llegar a otros
sitios del organismo localizdndose en diversos
organos, tales como el higado, el utero, la glandula
mamaria y el bazo (7).

Respuesta inmune innata

El papel del macréfago y los polimorfonucleares.
Los macrofagos son células fagociticas, presentadoras
de antigeno capaces de modular la respuesta inmune a
traves de la produccioén de diferentes citoquinas (25);
son la principal célula blanco de esta infeccion. El tipo
de fagocitosis, la naturaleza del receptor utilizado y la
activacion de esta célula son variables criticas para
determinar el desarrollo de la infeccion; asi, se ha
demostrado que cepas rugosas (desprovistas de LPS)
y lisas (con LPS) de B. abortus son rapidamente
ingeridas sdlo si son opsonizadas con complemento o
anticuerpos especificos (19). En macréfagos bovinos,
derivados de glandula mamaria, las cepas virulentas de
Brucella abortus presentan una mayor tasa de
sobrevivencia y replicacion, comparadas con cepas
rugosas o no virulentas (19). Se ha sugerido que la
cadena O del LPS esun factor esencial de este patogeno
para la sobrevivencia en ratones (14). Una vez la
bacteria ha sido fagocitada, es expuesta al medio hostil
de los compartimentos fagolisosomales dentro de la
célula fagocitica. Elensamblaje de esta estructura puede
ser inhibido por cepas virulentas de B. abortus,
mediante extractos de superficie (proteinas, azucares,
aminoacidos y carbohidratos) no relacionados con los
LPS, que inhiben la fusién fagosoma-lisosoma (13).

La explosion respiratoria juega un papel muy
importante en el proceso antibacterial de las células
fagociticas. Sélo las cepas de Brucella opsonizadas
son capaces de inducir la liberacion de cantidades
significativas de radicales de oxigeno en macrofagos
derivados de bovinos resistentes a la infeccion por B.
abortus, comparado con macréfagos derivados de
animales susceptibles (18, 19). In vitro, lineas celulares
de macrofagos y macréfagos peritoneales murinos,
producen especies derivadas del nitrégeno reactivo,
como el oxido nitrico, después de la activacion con
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interferén gamma (IFNg ) y la infeccion con diferentes
especies de Brucella (17,23).

Las células fagociticas tienen otros tipos de
mecanismos diferentes a los radicales derivados del
oxigeno, como las enzimas hidroliticas y los haluros
reactivos; sistemas esencialmente encontrados en loS
polimorfonucleares neutrofilos (PMNs). Los PMNs
utilizan los componentes de sus granulos para la
destruccion de microorganismos invasores. Se ha
demostrado que la degranulacion de estas células
puede ser inhibida por la B. abortus (35,2); esto se
evidencié por un proceso inhibitorio activo de la
iodinacion de proteinas por loS PMNs: en la presencia
de extractos crudos de B. abortus (3), donde la 5'
guanosina monofosfato (GMP) vy la adenina han sido
identificadas como loS componentes bacterianos
involucrados en este proceso (4). Adicionalmente, se
ha demostrado que algunos componentes de la
membrana externa de la Brucella spp, como el lipido
A del LPS, juega un papel importante en la resistencia
alos péptidos cationicos bactericidas. De esta manera
el LPS se considera un factor de virulencia (19) que
genera una eficiente barrera protectora cuando la
bacteria se expone a la actividad digestiva de los
fagocitos (12,27).

El gen Nrampl, que codifica la proteina del
macrofago asociada con resistencia natural a
patogenos intracelulares como Mycobacterium,
Salmonella y Leishmania (41), ha sido ubicado en el
cromosoma 2 bovino (9). Macrofagos derivados de
bovinos seleccionados por la resistencia in vivo a la
infeccion por B. abortus, restringieron la replicacion
intracelular, a Brucella abortus, Mycobacterium
tuberculosis (BCG) vy Salmonella dublin,
significativamente mejor que macrofagos derivados
de animales susceptibles (34). Estos mismos autores
encontraron asociacion significativa entre un
polimorfismo del 3' UTR de gen Nramp1 bovino y la
resistencia natural de ganado a la Brucelosis.

La sobrevivencia de esta bacteria dentro de células
fagociticas y no fagociticas, puede ser también
aumentada por la expresion de proteinas como la
enzima superoxido dismutasa Cu-Zn (SOD) (40) y la
proteasa de respuesta a temperaturas aumentadas
(HtrA) (8). Estas proteinas juegan un papel importante
en la patogenicidad inducida por la B. abortus ya que
son importantes componentes de defensa contra la
respuesta oxidativa generada por el hospedero.
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Induccion de la Respuesta Inmune Humoral. El
LPS es el primer antigeno frente al cual aparecen
anticuerpos (43,6) de tipo IgM e IgG, despueés de la
infeccion natural o de la vacunacion con la cepa 19.
Ya que los anticuerpos pueden opsonizar las cepas
patégenas, nuevas células fagociticas podrian ser
invadidas, potenciando la infeccion y promoviendo el
establecimiento de la brucelosis bovina (22). Los
anticuerpos tipo IgG también pueden proteger al
huésped contra la liberacion de grandes cantidades
de endotoxinas (21). También se ha demostrado la
produccién de anticuerpos contra proteinas de
membrana, como las OMPII (16,42). Sibien es cierto
que la respuesta humoral ante estas proteinas no es
tan fuerte como la observada contra el LPS, estos
anticuerpos son importantes para el diagnostico,
cuando se utilizan cepas vacunales rugosas. De esta
manera, otros antigenos, probablemente proteicos,
podrian estar involucrados en la proteccion contra
cepas lisas virulentas, ya que bovinos vacunados con
cepas rugosas (RB51), aunque no producen
anticuerpos contra el LPS de cepas lisas (2308), si
producen anticuerpos que reaccionan contra proteinas
de estas cepas virulentas (37).

Respuesta Inmune Especifica.

Inmunidad Mediada por Células. Ya que esta
bacteria es capaz de replicarse en el medio ambiente
intracelular, se asume que una respuesta inmune
mediada por células es de vital importancia para
eliminar o proteger el huésped de la infeccion por este
organismo. Aunque en ratones la resistencia adquirida
a la infeccion es el resultado de los efectos
independientes o probablemente interactivos entre los
anticuerpos y las células T efectoras de ambos
fenotipos CD4+y CD8+ (1), esta inmunidad protectora
mediada particularmente por los linfocitos TCD8+ ha
sido demostrada por ensayos con ratones knockout
para las moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH ) clase Iy IT (31).

Citoquinas. Algunas citoquinas proinflamatorias
y derivadas de la célula T han sido detectadas en
sobrenadantes de esplenocitos derivados de animales
sensibilizados, reestimulados con antigenos de Brucella.
El papel de estas citoquinas en el control de la infeccion
ha sido investigado por el uso de citoquinas
recombinantes o por la inhibicion especifica de sus
funciones, utilizando anticuerpos monoclonales. Se ha
demostrado que monocitos humanos (44) y células
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adherentes derivadas de bazo murino (32), expresan
laIL-12 p40, después de una estimulacion in vivo con
B. abortus y LPS derivados de esta bacteria. Esta
induccién puede ser suprimida por anticuerpos
monoclonales anti CD14, lo cual sugiere que los
monocitos reconocen la B. abortus por medio de su
receptor LPS. Esta produccion rapida de IL-12 durante
la infeccién con B. abortus, es de vital importancia
para activar las células Thl productoras de IFNy vy
de esta manera confribuir a la induccion de la
resistencia celular adquirida. La supresion de laIL-12
endogena antes de la infeccidn de ratones con B.
Abortus aumenta significativamente la infeccién por
Brucella, probablemente por la disminucién en la
produccién de IFNy por las células T de bazo,
observada en estos ratones. Bajos niveles de IFNy
no alcanzaron a estimular adecuadamente los
macrofagos derivados de bazo, quienes a su vez
mostraron una disminucidn en la produccion de oxido
nitrico (47). LaIL-12 inducida por B. abortus, también
ha mostrado un gran efecto sobre células NK, ya
que en éstas se promueve una eficiente actividad
citolitica contra células tumorales (44).

El TFNy ha sido claramente involucrado en la
resistencia durante la infeccién por B. abortus, ya
que macrofagos murinos activados por esta citoquina
controlaron efectivamente la replicacion intracelular
de las cepas de B. abortus 19 y 2308, in vitro (24);
ademas, la neutralizacién de IFNY enddgeno in vivo
resulto en una marcada disminucioén de la habilidad
del raton para controlar la infeccion con la cepa
atenuada 19 de B. abortus (48). En humanos, la B.
abortus induce la secrecion de IFNY en células
TCD4+ y TCD8+ , demostrando de nuevo la
capacidad de esta bacteria para promover el patrén
Th1 de diferenciacion de la célula T (45). Sin embargo,
aunque es conocido que la B. abortus induce el patron
Th1 de las células TCD4 (49), las cepas 19 y 2308 de
B. abortus pueden persistir en los bazos de ratones
BALB/c infectados, entre 6 semanas y 6 meses
respectivamente (20,29). Adicionalmente, una
respuesta Thl con produccion de IFNY puede
promover la secrecidén de anticuerpos; como por
ejemplo, en ratones los isotipos Ig G3 e Ig G2a, dirigidos
contra el LPS de la cepa lisa de Brucella, han
mostrado ser protectores.

De igual manera el factor de necrosis tumoral
(TNFaQ.), una citoquina proinflamatoria producida
durante la fase temprana de la infeccion intracelular,
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también esta involucrada en la resistencia a la
Brucella abortus (51). Sin embargo, se ha demostrado
que algunos subproductos proteicos de alto peso
molecular derivados de la Brucella inhiben
especificamente la expresion de TNFd. y por lo tanto
se han considerado como factores de virulencia (5).
La induccion de TNFd y de los patrones Thl y Th2
por cepas vivas y muertas de Brucella es diferente.
Asi, cantidades sustanciales de TNFa, fueron
detectadas en los sobrenadantes de macrofagos
peritoneales bovinos, después del reto con la Brucella
viva. Por el contrario, estas células estimuladas con
bacterias muertas por calor, no produjeron TNFd (46).
De igual forma, celulas de bazo derivadas de ratones
infectados con Brucella viva produjeron IFNY e IL-2
en respuesta a antigenos de Brucella in vitro, mientras
que las mismas células derivadas de ratones inoculados
con proteinas solubles de Brucella, produjeron
cantidades significativas de IL-2 y de IL-4, pero no
de TFNY (49.50). Utilizando la misma metodologia se
ha determinado el perfil de otras citoquinas
proinflamatorias, como por ejemplo laIL- 1, la cual fue
producida en bajas cantidades en respuesta a la bacteria
viva o muerta y la IL-6 la cual se produjo en altas
cantidades pero tampoco difirié significativamente entre
la respuesta inducida por la bacteria viva y la muerta
(46). De esta manera, queda reconocido el papel de la
forma del antigeno y su influencia en la determinacion
de la respuesta inmune.

La IL-10 es una citoquina involucrada en la
regulacion negativa de la respuesta inmune protectora
contra la B. abortus, mediante la inhibicion de patron
Thl o bloqueando las citoquinas inducidas por la
activacidn del macrofago (10). La inmunizacion de
ratones con B. abortus muerta, induce un incremento
simultdneo de la expresion de genes de IL-10 y de
IFNYy en células TCD4+, independiente de la IL-2,
sugiriendo que en la respuesta inmune primaria ambos
patrones de citoquinas son producidos. Ademas, aqui
probablemente se esta presentando un mecanismo de
regulacidn fisiologica donde la respuesta inflamatoria
es regulada negativamente por la IL-10 producida
endégenamente (39). De igual manera ratones
deficientes en CMH clase I, donde no hay activacion
de ceélulas TCD8+, produjeron mayor cantidad de IL-
10 que esplenocitos derivados de ratones con
deficiencia en CMH de clase II. Los altos niveles de
IL-10 se correlacionaron con un incremento de la
susceptibilidad a la infeccion por brucelosis en ratones
deficientes de CMH de clase 1. Se sugiere entonces
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que las células TCD8+ pueden inhibir la produccion
de IL-10; por esto la brucelosis murina es mas grave
en ratones defectuosos para CMH de clase I (32).

La identificacion de antigenos derivados de esta
bacteria, que puedan inducir una inmunidad mediada
por células protectora (Th1) ha sido el objetivo de varios
estudios. El uso de una proteina ribosomal L7/ 12,
producida por tecnologia recombinante en E. coli,
estimul6 un perfil Thl (IFNy e IL-2) en ratones
infectados con B. abortus (30). Ademas la inmunizacién
de ratones con esta proteina, confiere proteccion contra
la infeccién producida por la B. abortus (31). Otros
componentes proteicos derivados de esta bacteria, como
las proteinas de la membrana externa (OMP II) y la
superoxido dismutasa (SOD Cu/Zn), han mostrado
induciruna inmunidad mediada por células en bovinos
(28,33).

La B. abortus inactivada, también indujo altos
niveles de expresion de las moléculas coestimulatorias
B7.1,B7.2 y de la molécula de adhesion intercelular
—1 (ICAM-1) sobre monocitos humanos, de tal forma
que esta bacteria puede aumentar las interacciones
de las células presentadoras de antigeno (CPA) con
las células T, sugiriendo el potencial uso de esta cepa
inactivada como una vacuna que favorece una amplia
respuesta inmune celular (44).

Ya que los linfocitos T derivados de diferentes
hospederos como humanos, ratones y bovinos,
proliferan mostrando un perfil de citoquinas Thl de
manera analoga en respuesta a la infeccion por
Brucella (32), las vacunas deberian preferencialmente
inducir un patrén Thl, para generar una optima
resistencia contra la infeccidén inducida por esta
bacteria. La induccién de una respuesta Th2 parece
ser contraproducente para el control de la infeccion
causada por estas bacterias.

Conclusiones

Los anticuerpos dirigidos contra los LPS juegan un
papel importante en la inmunidad protectora contra
brucelosis causada por cepas lisas. Otros antigenos
probablemente proteicos pueden estar involucrados en
la proteccion contra cepas lisas ya que vacunas
desarrolladas con cepas rugosas han protegido ratones
contra el reto con cepas lisas como la B. abortus, B.
melitensis o B. suis. Estas proteinas no son
necesariamente componentes de superficie celular y
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probablemente protegen a través de su capacidad para
inducir respuesta inmune celular. Los patrones de
respuesta celulares y de citoquinas, entre diferentes
especies mamiferas incluyendo el hombre, encontrados
después de la estimulacién con Brucella son similares.
Sin embargo, estos patrones cambian de acuerdo a la
naturaleza del antigeno empleado, es decir que varian
dependiendo si el reto se realiza con cepas vivas,
atenuadas, muertas o derivados proteicos bacterianos.
De esta manera la produccion temprana de IL-12 durante
la infeccion por Brucella por los macrdéfagos, es de vital
importancia para produccion de citoquinas tipo Th1, como
el IFNY, el cual activa macrofagos y regula negativamente
la expresion de citoquinas Th2 como la IL-10, que ala
vez regula negativamente esos mecanismos. Aunque
se ha demostrado un efecto pleiotrépico para el gen
Nrampl que regula la resistencia natural a la Brucella y
a otros patogenos intracelulares en el modelo murino, es
de vital importancia determinar las funciones que regula
este gen en otros modelos como el bovino.
Sorprendentemente estos patogenos han desarrollado
estrategias eficientes para la sobrevivencia y
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perpetuacion de la infeccion dentro de sus hospederos.
El conocimiento de los mecanismos requeridos para una
eficiente proteccion contra esta bacteria permitira el
desarrollo de vacunas dirigidas a la estimulacion de estos
patrones que estan involucrados en el control de la
infeccion.

En la Figura 1 se hace una representacion
esquematica de la respuesta inmune generada contra
la Brucella. Inicialmente el macréfago infectado
produce TNFa que actua autocrinamente e IL-12 que
activa la produccion de citoquinas tipo Thl, como el
IFNy. Esta citoquina a su vez activa macrofagos y
regula negativamente la produccién de IL-10, la cual
regula negativamente estos mecanismos.

Adicionalmente los macréofagos infectados regulan la
expresion, de moléculas de adhesion como el B7.1,
B7.2 e ICAM/1 que favorecen la adhesion entre
células presentadoras de antigeno y los LT e
indirectamente por medio de la IL-12, regulan otras
moléculas de adhesion como el LFA-1 sobre los
linfocitos.

Neutralizacion

de Bacteri /A
e acterias
A 4

Extracelulares

Macroéfago| infectado

ELIMINACION DE LA
INFECCION

Figura 1. Representacion esquematica de la respuesta inmune dirigida contra Brucella ssp.
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Summary

Inmune Response and Strategics of xxx in the infection by Brucella spp

Brucella is a Gram-negative intracellular facultative bacterium causing persistent infection in
humans and domestic and wild animals. This bacterial genus replicates in host mononuclear phagocytes
evading the extracellular soluble mechanisms of the immune response. The infection induced by this
bacterium is quite complex and depends on the pathogen and on the activated defense mechanisms of
the host. Macrophages, Th 1 cytokines and citotoxic cells actively participate in the resolution of the
infection. Although the macrophages of the host actively and efficiently phagocyte these bacteria, the
parasite has developed mechanisms for intracellular survival. The understanding of the interaction of
the immune system with these microbial pathogens would allow us the development of new efficient
strategies directed to prevent and control this broadly distributed pathogen. This review emphasizes
on some of the innate and specific immunologic mechanisms involved in the clearance of the infection
caused Dy Brucella species and on recent literafure on animal models of the disease.

Key words: B. abortus, immunity, survival
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