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Resumen

Las especies de Brucella causan enfermedades en animales domésticos y salvajes incluyendo
bovinos, ovinos, caprinos, suinos, caninos. Esta bacteria representa una serio problema econémico
para la ganaderia mundial; en Colombia por ejemplo, se calculan pérdidas anuales por 28 mil
millones de pesos representados en la incapacidad de incursionar en los mercados internacionales,
los trastornos reproductivos y los abortos que sufien los animales infectados. Ademds, esta bacteria
representa un gran peligro para la salud publica ya que produce una enfermedad Zoondtica. Aunque
varios modelos para el control han sido llevados a cabo, como los sacrificios de los animales infectados
y los tratamientos con antimicrobianos, varios paises en el mundo como Colombia han mantenido un
programa de vacunacion como estrategia de control. La cepa 19 de B. abortus, viva atenuada, es la
vacuna mds utilizada actualmente e induce una amplia proteccion en varios modelos animales. Sin
embargo, su similitud antigénica con cepas de campo impide la discriminacion entre animales
vacunados e infectados naturalimente. Para obviar estos inconvenientes se han disefiado varias vacunas
utilizando diferentes estrategias, entre ellas la deleccion de genes que codifican proteinas
inmunodominates de la B. abortus, que no afectan la respuesta inmune protectora como, vacunas de
polisacdridoes, vacunas de dcidos nucleicos y la expresion de proteinas fordneas en las cepas vacunales.
La cepa rugosa RB51, carente de LPS, hasta el momento una de las cepas utilizadas con mds éxito ya
que no induce respuesta humoral, por lo que no interfiere con el diagndostico de la infeccion por las
cepas de campo. Ademads, esta cepa ofrece gran seguridad en los animales vacunados e induce una
inmunidad esencialmente celular, donde las citoquinas producidas por los linfocitos, han mostrado
ser de gran importancia en la resistencia a la infeccion por esta bacteria.
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Introduccion

La brucelosis es una de las mayores enfermedades
zoonoticas, ampliamente distribuidas en humanos y
animales, especialmente en paises en via de desarrollo.
Las especies de Brucella, entre ellas B. abortus, B.
melitensis, B. ovis, B. canis, B. suis, y B. neotomae
infectan una gran variedad de especies animales
domesticas y salvajes, como el ganado bovino caprinoy

* Direccion para solicitar reimpresos

ovino; los caninos, los suinos y los roedores,
respectivamente (16). El agente causal de la brucelosis
bovina, la B. abortus, es un patégeno intracelular
facultativo capaz de sobrevivir dentro de fagocitos,
particularmente dentro del macréfago (23). En bovinos,
esta bacteria induce una infeccidon crdnica que
frecuentemente resulta en aborto, infertilidad, disminucion
en la produccion de leche; generando de esta manera
grandes pérdidas economicas para la ganaderia mundial.
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Ya que las especies de Brucella han sido
identificadas casi desde unsiglo atras, se han disefiado
varios métodos para la eliminacién de hatos bovinos
infectados, los cuales son inadecuados; por ejemplo,
la infeccion puede ser eliminada sacrificando el
hospedero lo cual resulta bastante costoso. Otra opcion
seria la terapia antibidtica la cual con frecuencia no
es efectiva debido a las recaidas de la infeccion
después del tratamiento. Los antibidticos encapsulados
en liposomas, aunque son mas efectivos, también
resultan muy costosos. El uso de bacteriéfagos (virus
que infectan bacterias), como el WB1 ha mostrado
ser contraproducente, ya que en vez de eliminar la
bacteria en ratones infectados, aumenta su virulencia
(3). De esta manera, para el control de la infeccidon
por brucelosis bovina especialmente en paises con alta
poblaciéon ganadera y con alta frecuencia de la
infeccion se han sugerido medidas preventivas como
la vacunacion.

Algunas de las caracteristicas ideales de una
vacuna contra Brucella son (39):

= No debe inducir anticuerpos que interfieran con el
serodiagndstico de la infecciéon de campo.

= No debe producir enfermedad ni infeccion
persistente en los animales inmunizados; ademas
no deberia ser patogénica para los humanos.

= Una dosis vacunal debe inducir una proteccién a
largo término contra infecciones uterinas,
sistémicas y prevenir el aborto. La vacuna no
deberia causar aborto si se administra a animales
prefiados.

= Debe ser estable v no producir reversiones
virulentas in vivo o in vitro.

= Debe tener un bajo costo de produccion.

= Ademas, la vacuna no deberia contaminar la carne
ni productos lacteos y debe ser estable
biologicamente, es decir, libre de reversion in vitro
e in vivo. Segun la OMS (32), una vacuna viva
ideal deberia tener marcadores fenotipicos o
geneéticos especificos que permitieran diferenciar
las cepas vacunales de las cepas de campo.

Epidemiologia

Elriesgo de transmisién de estos microorganismos
esta determinado por el niimero de abortos que ocurren,
la presencia y sobrevivencia de la bacteria en los tejidos
infectados y la exposicion de un hospedero susceptible.
Aunque la brucelosis es una enfermedad que se puede
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trasmitir sexualmente, la principal ruta de infeccién es
a traves de la ingestion de leche contaminada, no
pasteurizada. La transmision también ocurre cuando
un animal susceptible tiene contacto directo con fetos
abortados, membranas placentarias, fluidos uterinos o
descargas vaginales derivadas de animales infectados.
La brucellosis bovina, causada por la B. abortus, fue
erradicada del Canada, Japon, norte de Europa y
Australia. Aunque entre 1993 y 1998 se ha aumentado
el numero de animales libres de la enfermedad en toda
Ameérica (87.616.295), entre 1994 y 1998 se
reportaron 249.077 casos. América del sur, que cuenta
con el 64% de la poblacidn ganadera del continente,
es la region con mayor numero de animales
seropositivos (179.525).

Aunque las B. suis y la B. canis pueden infectar al
humano, la B. melitensis v la B. abortus representan
unas de las fuentes mas importantes de brucelosis
humana. Esta enfermedad ha sido ampliamente
relacionada con la ocupacién; de esta manera, los
trabajadores de alto riesgo como los veterinarios y los
ordefiadores se infectan principalmente por el contacto
con secreciones vaginales, animales parturientos y
leches contaminadas. Ademas, esta enfermedad
representa un gran riesgo para la salud publica ya que
el consumo de leches no pasteurizadas o subproductos
lacteos, como quesos y mantequillas contaminadas
pueden ser fuente de infeccién (11). En humanos,
también se han reportado casos de infeccidn por
inoculacion accidental con cepas vacunales (2). Entre
1994 y 1998, 29.132 casos de brucellosis en humanos
fueron registrados en Ameérica. Las especies de Brucella
de mayor importancia, pueden causar infecciones en
personal de laboratorio que tengan un contacto directo
con este patdgeno; la diseminacion de la infeccion
persona a persona es poco frecuente. La B. ovis y la
B. neotomae no afectan el humano (8).

Inmunidad

La Brucella esta clasificada como un cocobacilo
Gram negativo, que mide aproximadamente de 0.6 a
1.5 um de longitud x 0.5 a 0.7 um de diametro (8),
posee una envoltura celular conformada por una
membrana externa compuesta por lipopolisacaridos
(LPS) (47), proteinas y fosfolipidos; un espacio
periplasmico que contiene peptidoglicanos y una
membrana citoplasmatica. Dentro del grupo de
proteinas mas estudiadas como antigenos se
encuentran las proteinas de membrana externa tipo II
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(OMP2), que actuan como porinas (26) y otras
proteinas como la superoxido dismutasa SOD Cu/Zn,
la cual actia como antioxidante; ambas prometen ser
inmunogenos importantes que protegen confra la
Brucella patogena (33). Ademas, se han clonado genes
de Brucella que codifican ofras proteinas
inmunodominantes en bovinos (37).

El estudio de la inmunidad protectora contra la
infeccion inducida por las especies de Brucella han
sido realizadas en diferentes modelos animales
mamiferos como los ratones(42), cobayos (25), bovinos
(18) y humanos (30, 6). El criterio utilizado para medir
la proteccién de animales inmunizados con diferentes
cepas virulentas, es el conteo de unidades formadoras
de colonias (UFC) de la bacteria, recuperadas de
algunos érganos como el bazo (42).

La célula blanco de la infeccion es el macrofago.
De la interaccion entre los patdégenos y el macrofago
depende en gran parte la patogénesis de la infeccion.
Los macrofagos son células fagociticas, presentadoras
de antigenos (CPA) y tienen gran capacidad de
modular el sistema inmune, ya que secretan una amplia
variedad de citoquinas (23). Durante el desarrollo de
la inmunidad innata se ha visto que la degranulacién
de granulos primarios y secundarios de
polimorfonucleares es inhibida por esta bacteria (35).

ElLPS es el primer antigeno frente al cual aparecen
anticuerpos (48,19) de tipo Ig M e IgG, postinfecciosos
y postvacunales (cepa 19). Los anticuerpos pueden
opsonizar cepas lisas e inmunopotenciar la infeccién
de las celulas fagociticas (20). También se ha
demostrado la produccion de anticuerpos contra
proteinas de membrana; si bien es cierto que la
respuesta humoral contra estas proteinas no es tan
fuerte como la observada contra los LPS es muy
relevante para el diagnostico cuando se utilicen cepas
vacunales rugosas (40).

Ya que esta bacteria es capaz de replicarse en el
medio ambiente intracelular se asume que una
respuesta inmune celular es de vital importancia para
eliminar o proteger el huésped de la infeccion por este
microorganismo. Los linfocitos T, juegan el papel mas
importante en el control y la resolucién de esta infeccion
(29). La produccidén rapida de IL-12 durante la
infeccion con B. abortus, también es de vital
importancia para activar las células Thl productoras
de interferon gamma (IFNY) y de esta manera
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contribuir a la induccién de la resistencia celular
adquirida (53, 50). De igual manera el factor de
necrosis tumoral (TNFa) producido durante la
infeccion intracelular, participa en el desarrollo de la
resistencia a la B. abortus, probablemente mediante
una accion directa sobre las células efectoras, y no
mediada por el interferon, ya que la deleccion de esta
citoquina no causa una disminucion en la produccion
de IFNYy (54).

Se ha propuesto la hipétesis que las células TCD8+
antibrucella, pueden inhibir la produccién de IL-10 (30),
citoquina que estd involucrada en la regulacion negativa
de la respuesta inmune protectora, inhibiendo el patrén
Th1 (produccion de IFNY) o bloqueando las citoquinas
inducidas por la activacion del macréfago (17,15).

Ya que los linfocitos T derivados de diferentes
hospederos como humanos, ratones y bovinos
proliferan, mostrando un perfil de citoquinas Thl, de
manera andloga en respuesta a la infeccién por
Brucella (30), las vacunas deberian preferencialmente
inducir un patréon Thl para generar una éptima
resistencia contra la infeccidn inducida por esta
bacteria. La induccion de una respuesta TH2 parece
ser contraproducente para el control de la infeccidén
causada por estas bacterias.

Cepas vacunales utilizadas convencionalmente
en animales

Inicialmente con la intencion de desarrollar métodos
eficaces de inmunizacion se utilizaron cepas vivas
aisladas en el campo, las cuales permitian una infeccion
permanente y cepas muertas con poca capacidad
inmunogénica.

Cepas vacunales lisas

Cepa 19

Derivacion. Aislada de leche derivada de una
hembra infectada.

Seguridad, inmunogenecidad y eficacia. Esta
cepa ha mostrado ser efectiva contra la la infeccion
por B. abortus en ganado (27) Sin embargo, la
vacunacioén con esta cepa 19 tiene una gran
desventaja; existe similitud antigénica de la cepa 19
con las cepas de campo, por ejemplo en el antigeno
lipopolisacarido (LPS), lo cual impide la discriminacion
entre animales vacunados e infectados naturalmente.
Ademas esta cepa vacunal es relativamente virulenta
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ya que puede inducir aborto e infecciones persistentes
en algunos de los animales vacunados (51). Por lo
anterior se ha optado por disminuir la dosis (52). En la
actualidad, en la mayoria de los paises los programas
de inmunizacion se basan en el uso de la vacuna cepa
19 de acuerdo al grado de proteccidon que confiere, la
cual puede durar hasta 5 gestaciones.

Cepa REV-1
Derivacion. Esta cepa fue aislada de una placenta
de un aborto de una oveja.

Seguridad, inmunogenecidad v eficacia. La
vacuna viva de B. melitensis Rev-1 ha sido
considerada como la mejor vacuna disponible para la
profilaxis de la infeccion por B. melitensis en pequeflos
rumiantes como cabras y ovejas (14). Cuando la
erradicacion es el objetivo final de los programas de
control, la vacunacion conjuntival de los animales de
reemplazo es ideal para la profilaxis de la infeccidn,
ya que la inmunidad conferida es similar a la inducida
por la vacunacién subcutanea estandar (1x10 *UFC),
pero la respuesta serolégica se disminuye
significativamente (32). En sitios donde la infeccion
con B. melitensis en cabras y ovejas es ampliamente
diseminada, los bovinos pueden también infectarse con
estas especies de bacterias, de esta manera, Rev 1 ha
sido evaluada para la vacunacion de ganado donde se
ha mostrado que esta cepa vacunal induce inmunidad
al reto con B. melitensis igual o superior a la inmunidad
inducida por B. abortus cepa 19. A pesar de estos
resultados el uso de B. melitensis Revl ha sido muy
limitado en ganaderia ya que esta vacuna puede causar
abortos en animales prefiados y puede ser patdgena
para humanos; ademas, induce la produccién de
anticuerpos especificos contra el LPS los cuales
dificultan el serodiagnostico de la infeccion natural (28).
Para este problema es importante tener en cuenta que
la vacunacion conjuntival (1x10 *UFC) es mas segura
que la vacunacion subcutanea pero al aplicarse debe
tenerse en cuenta el estado de prefiez, ya que a los 55
dias de prefiez, se presentan mas abortos y hay mayor
eliminacion de la cepa vacunal que a los 120 dias.
Alternativamente se recomienda vacuna en los
periodos de cria o durante la lactacion para la
prevencion de los abortos (3).

Cepa S2

Derivacion. Para la brucellosis porcina también
se han diseflado varias vacunas las cuales han
mostrado ser capaces de inducir algun grado de
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resistencia. La cepa lisa, viva atenuada de B. suis ,
Cepa S2, disefiada por los chinos mediante pasaje
seriado de la cepa B. suis biovar 1, de origen suino, ha
sido ampliamente usada en ese pais para la
inmunizacion de ovejas y cabras (en agua de bebida)
(49).

Seguridad, inmunogenecidad y eficacia. Esta
cepa es estable y su virulencia es semejante a la B.
abortus Cepa 19. Esta cepa protege los cerdos contra
el reto conjuntival pero no contra la infeccion inducida
por el cruce con un macho infectado que excreta la
B. suis en su semen (49, 1). Aunque esta cepa S2
protege satisfactoriamente el ganado (27), su eficacia
contra la infeccidon experimental realizada con B. ovis
en carneros fue inferior a la observada con la vacuna
B. melitensis REV1 (2).

Cepas Vacunales Rugosas

Cepa RB351

Derivacion. Con el fin de cumplir las
caracteristicas ideales para la vacuna contra la Brucella,
el Dr. G. Schurig del Virginia Tech, USA, empezo la
busqueda de una mutante de B. abortus,
principalmente una mutante que tuviera una deficiencia
en la cadena- O (6sea una cepa rugosa), con el fin de
evitar la seroconversién y ademas una cepa que
sobreviviera pocas semanas después de la inoculacion,
lo que podria permitir la induccién de una inmunidad
amplia y protectora mediada por células. Una mutante
natural denominada RBS51, desprovista de cadenas —
O (rugosa), atenuada y estable fue obtenida por pasaje
de la cepa virulenta 2308 de B. abortus (38).

Seguridad, inmunogenecidad y Eficacia. Esta
cepa puede utilizarse como una vacuna viva atenuada,
como lo han indicado estudio en ratones, bovinos y
cobayos, en donde la bacteria es eliminada en un
periodo de tiempo relativamente corto sin mostrar un
efecto significativo sobre la prefiez (21, 40, 25). Esta
cepa vacunal puede aplicarse multiples veces y a
cualquier edad utilizando diferentes rutas de
administracion (39). Varios estudios han demostrado
que independientemente de la ruta de inoculacion, no
se presenta respuesta de anticuerpos a antigenos de
superficie (40) y por lo tanto no interfiere con el
diagndstico de la infeccién natural. Se ha demostrado
que esta cepa vacunal protege ratones infectados con
cepas virulentas de B. abortus, B. melitensis v B.
ovis (21). Después de la vacunacion oral se observo
persistencia de la bacteria en los ndédulos linfoides
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parotideos y no fue detectable en el bazo durante 12
semanas post-infeccion, lo que sugiere una baja
invasividad cuando es administrada por esta via (42).

En ganado vacunado subcutaneamente con la cepa
RBS51 se ha observado que la bacteria coloniza y
estimula la respuesta inmune en los ganglios linfaticos
(40). La vacunacion oral aunque es efectiva para
inducir proteccion contra la infeccién con la cepa
virulenta 2308, la inmunidad protectora es menor y
menos persistente que la inducida por la vacunacion
intraperitoneal quizas por la baja produccion de IFN-y
en respuesta a la cepa 2308. Ambas vias de
inoculacion inducen similar produccion del TNF-a
(42).

En los cobayos vacunados con esta cepa no se
detecta la infeccion en hembras prefiadas, ni en utero
ni en el feto; ademads, no se transmite a animales
centinelas (25). Larespuesta inmune humoral y celular
ha sido estudiada en esta especie, después de
inmunizar con antigenos proteicos derivados de la
membrana externa de la B. abortus cepaRB51, como
lo es la OMPII la cual confiere igual capacidad de
proteccion con respecto a las cepas vacunales RB51
y cepa 19 donde no se detecto replicacion bacteriana
en el bazo después del reto. Ademas, el uso combinado
de la OMPII acoplada con cBSA (albumina sérica
bovina), mantiene la capacidad protectora y ademas,
potencia la produccién de anticuerpos apoyando la
capacidad de utilizarlas como vacunas (46).

Se ha establecido que la inmunidad conferida en
bovinos por esta cepa vacunal es esencialmente
mediada por células, en un ensayo linfoproliferativo
utilizando antigenos derivados de la B. abortus 2308
y RBS51 (41,18). Esta capacidad protectora puede
ser debida a la activacion primaria de una poblacion
de linfocitos T ayudadores encargada de antagonizar
la subpoblacién Th2, responsable de induccion de la
respuesta inmune humoral.

La vacunacién de cerdos con esta cepa ha
protegido eficientemente al reto con B. suis bajo
condiciones de campo (24).

Hasta el momento mas de 5 millones de terneros
han sido vacunados subcutaneamente con la dosis
recomendada (1-3.4x10° UFC), sin mostrar efectos
adversos. Estos animales deberian ser vacunados a
partir de los cuatro meses. Las hembras prefiadas
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pueden ser vacunadas con 10° UFC sin el riesgo de
sufrir aborto o placentitis (32). Algunos estudios
demuestran que la cepa vacunal no ha sido aislada de
las secreciones vaginales ni de la leche derivados de
animales vacunados (34), aunque en terneros
vacunados se ha observado una reaccidn positiva en
piel después del reto al antigeno donde se ha
evidenciado un gran infiltrado mononuclear (18). La
investigacion de varias inoculaciones accidentales con
esta cepa vacunal, sugieren que la cepa no es
patogénica para humanos y por esta razon podria servir
como una cepa viva vacunal.

La cepa RB51 ha sido aprobada para su uso como
vacuna oficial en los estados unidos, reemplazando la
cepa 19; ademas, su uso ha sido implementado en otros
paises como Meéxico, Chile, Colombia, Venezuela y
Argentina; y puede ser diferenciada de aislamientos
de campo de B. abortus por medio de técnicas
moleculares como electroforesis de campo pulsado y
PCR.

Cepa MI11.

Derivacion. La cepa M111, desarrollada en china
en los aflos 80’s para usar como vacuna viva, fue
obtenida de una cepa lisa de B. melitensis, mediante
la seleccion de colonias no aglutinantes. Esta cepa
conserva las mismas caracteristicas bioquimicas y de
cultivo de la cepa B. melitensis biotipo —1, pero es
rugosa.

Seguridad, inmunogenecidad y eficacia. Esta
cepa es menos virulenta que la B. suis S2, no produce
reversion, no produce lesiones ni en cabras ni ovejas
y no induce abortos en hembras prefiadas. Ademas,
produce una inmunidad efectiva contra el reto con B.
melitensis en cobayos, ovejas y cabras. En cabras y
ovejas esta cepa indujo una eficacia protectora del
78% y 84% respectivamente. Esta vacuna puede ser
aplicada via parenteral y oral. En el norte de china
esta cepa redujo los porcentajes de aborto desde un
50% a 0% en un periodo de dos afios. Ya que esta
cepa no induce produccion de anticuerpos que
interfieran con las pruebas serologicas convencionales
puede ser utilizada para el control de la brucelosis (32).

Cepa 45/20

Derivacion, inmunogenecidad, seguridad y
eficacia. La cepa B. abortus 45/20 es una cepa rugosa
con poca habilidad para inducir anticuerpos anti antigeno
O del LPS. Esta cepa fue originalmente desarrollada
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como una vacuna viva, pero fue abandonada por su
tendencia para revertir hacia la virulencia. Luego fue
utilizada como una vacuna muerta con adyuvante
oleoso y mostro ser efectiva.

Cepa 19 Vs RB-51

Se ha demostrado que después de la vacunacion
de ratones con la cepa 19, la cepa RB51 y el antigeno
O del LPS vy un posterior reto con la cepa virulenta
2308 de B. abortus el nivel de colonizacion de esta
cepa virulenta en los higados de estos ratones es menor
en los vacunados con la cepa 19. La vacuna viva
atenuada expresa un mayor grado de constituyentes
celulares desencadenando asiuna respuesta protectora
tanto de tipo celular como humoral. El mayor recuento
de bacterias encontrado cuando se vacund con la
RB51 puede ser atribuido a la carencia de la cadena
O, el cual se ha postulado como un homopolimero
inductor de anticuerpos que en el raton cumpliria un
papel protector, aunque este no sea el caso para los
biungulados en donde el papel protector seria
practicamente nulo (36).

La prefiez en bovinos representa un estado de alta
vulnerabilidad a la infeccion con la B. abortus. Se ha
demostrado que las hormonas de una vaca en estado
de gravidez aumentan el crecimiento de la B. abortus.
Aunque la infeccion por la bacteria pueda diseminarse
al feto, los anticuerpos protectores maternos no cruzan
la barrera placentaria. De esta manera durante la
vacunacion en bovinos prefiados, el feto seria incapaz
de defenderse por si mismo contra una cepa vacunal
aunque su madre tenga la capacidad de hacerlo.
Aunque las vacas prefiadas vacunadas con la cepa
19 seroconvirtieron, se ha demostrado que esta cepa
vacunal puede causar aborto. Por el contrario, las
hembras prefiadas vacunadas con RB51 y sus terneros
no seroconvirtieron no presentaron abortos ni causaron
infeccién persistente (51), como también ha sido
demostrado en otros estudios vacunando animales
adultos, en donde ademas se ha demostrado que la
revacunacion no cambia el estado serologico
convencional indicando que multiples vacunaciones
con la cepa RBS1 de adultos normales o hembras
prefiadas puede ser llevado a cabo, aumentando la
inmunidad sin afectar el resultado serolégico (34);
aunque estos resultados no son concluyentes ya que
se necesitan estudios que tengan una muestra mas
representativa de la poblacion, se genera conocimiento
que deberia ser considerado en las estrategias de
vacunacion de una poblacién.
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Estrategias utilizadas para el mejoramiento de
la cepa vacunal

Dadas las limitaciones en el uso de estas cepas
vacunales, particularmente, la interferencia con el
diagnostico, se han disefiado diferentes estrategias para
la busqueda de nuevas vacunas que cumplan los
estandares requeridos. Una de las alternativas
propuestas para inducir una respuesta inmune que
permita discriminar entre animales vacunados de los
infectados naturalmente, es la expresion de proteinas
foraneas en la B. abortus cepa 19, de tal forma que
la vacuna lleve una sefial inmunolégica que la haga
distinguible. Una de estas proteinas utilizadas como
reportera, es un antigeno repetitivo de 7. cruczi, el cual
fue transportado eficientemente al espacio
periplasmico de la Brucella cepa 19 transfectada. Esta
preparaciéon fue inmunogénica en el curso de una
infeccion experimental y no alterd la respuesta
seroldgica contra el antigeno inmunodominante de la
Brucella, de tal forma que seria posible expresar
epitopes protectores contra otros patégenos del ganado
en la cepa vacunal (7). La eliminacion de proteinas
como la Superoxido Dismutasa SOD Cu/Zn en la cepa
19 de B. abortus, confiere inmunidad protectora,
contra la B. abortus en ganado, similar a la inducida
por la cepa parental (10). Esta misma proteina, que
hace parte del sistema antioxidante de la B. abortus,
promete ser un importante inmundgeno ya que induce
una respuesta inmune celular contra la Brucella
patogena (33). Ademas, se ha demostrado que la
expresion de los genes que codifican para esta proteina
en virus de vaccinnia recombinante puede estimular
la respuesta inmune humoral en ratones Balb/c (45).

Debido a que las vacunas vivas atenuadas pueden
estar asociadas con otros problemas tales como la
posibilidad de reversiéon a una forma virulenta,
diseminacion natural por contacto y labilidad y que las
vacunas muertas aunque son mas seguras y mas
estables que las vacunas vivas atenuadas requieren de
administraciones repetidas con alta concentracién de
antigeno para generar niveles protectores de inmunidad
se han generado nuevas metodologias. Por ejemplo, se
ha utilizado la ingenieria genética para realizar la
eliminacién de genes inmunodominantes en las
infecciones por Brucella como lo es el gen P39 (44).
Este gen codifica para una proteina denominada
Brucelina, derivada de una cepa rugosa de B. melitensis
B115, la cual ha sido utilizada en forma pura en vacas
para pruebas de hipersensibilidad retardada (DTH) y
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para inducir una respuesta proliferativa de celulas T
utilizadas para la identificacion de ganado infectado (12).
Cepas de ratones vacunadas con las cepas vacunales
parentales 19 y Revl y con estas mismas cepas pero
mutadas para P39 fueron protegidas contra el reto con
la cepa virulenta de B. abortus 544. Ademas, las cepas
mutadas no indujeron una respuesta inmune a la P39
por lo que se propone el uso de la P39 como un antigeno
para diferenciar animales vacunados de los infectados
naturalmente (44).

De igual manera, la cepa mutada de B. abortus
M-1, cepa incapaz de expresar una proteina
periplasmica de 26 KDa, la cual es detectada en
pruebas inmunoenzimaticas utilizando suero derivado
de animales infectados y vacunados con la cepa 19,
protegié ratones contra el reto con la cepa virulenta
2308 de B. abortus, sugiriendo que la ausencia de la
BP26 no afecta la induccién de respuesta inmune
protectora ejercida por la cepa 19 vacunal. Ademas,
la invasion bacteriana y el crecimiento o replicacion
de las bacterias en el bazo es similar al obtenido con
la cepa 19 indicando que esta cepa mutada es
atenuada. La gran ventaja de utilizar esta cepa M-1
mutada como cepa vacunal es que el suero derivado
de animales vacunados con esta cepa puede ser
diferenciado de los animales infectados debido a la
ausencia de anticuerpos contra la BP26 (4.5).

Se han construido varias cepas rugosas como la B.
abortus VIRAL, B. melitensis VIRMI1 y B. suis
VTRS! eliminando el gen rfbU, el cual codifica para la
mannosyl transferasa, enzima necesaria para el
ensamblaje de la cadena O de la Brucella. Aunque las
cepas VIRMI1 y VTRS1 mostraron una menor
virulencia que las cepas parentales después de ser
inoculadas en ratones, no fueron tan atenuadas como
la cepa RB51 indicando que este gen rfbU esta
involucrado en virulencia y que otros genes,
probablemente no involucrados en la sintesis de los
componentes del LPS, juegan un papel importante en
la atenuacion (32). Estas mismas cepas rugosas inducen
una inmunidad efectiva en el modelo murino contra la
infeccion producida por B. abortus, B. melitensis, B.
suis y B. ovis. En varias ocasiones esta proteccion fue
superior a la inducida por la cepa RB51 probablemente,
porque estas se replican mas eficientemente y
permanecen durante mas tiempo en el hospedero que
la cepa RBS51. Estas caracteristicas pueden inducir una
fuerte respuesta inmune celular sin que haya produccion
de anticuerpos contra el antigeno O del LPS.

Rev Col Cienc Pec Vol. 15: 2, 2002

Lacepa ApurE201 de B. melitensis construida por
recombinacién homéloga tiene eliminado el operén
(purEK) que codifica dos enzimas que intervienen en
la via de sintesis de purinas de novo. Esta mutacion
inhibe la capacidad la B. melitensis para crecer en
monocitos humanos (13). Se ha demostrado respuesta
linfoproliferativa de ovejas infectadas con esta cepa
mutada y con la cepa silvestre (31), lo que sugiere
que antigenos proteicos pueden ser conservados entre
las especies de Brucella; de aqui, que se haya
demostrado que la vacuna RB51 en el modelo murino
induce una significativa proteccion contra el reto con
la cepa B. melitensis 16 M(4). La cepa 16 MApurEK
también ha protegido exitosamente ratones contra el
reto con B. melitensis en donde se ha demostrado la
produccion de anticuerpos.

Usando la metodologia de vacunas de acidos
nucleicos se disefid una vacuna contra la brucellosis
utilizando el vector pcDNA3 donde se clono6 el gen L7/
L12 que codifica una proteina ribosomal
inmunodominante de la B. abortus. La inyeccion
intramuscular de este vector resulta en la expresion
intracelular de esta proteina, facilitdindose una
presentacion de antigeno directa al sistema inmune y
estableciéndose una respuesta de células T y de
anticuerpos especificos que protegen significativamente
contra la cepa 2308 virulenta de B. abortus,
demostrando la eficacia de este sistema (22).

La B. ovis, a diferencia de las cepas lisas de B.
abortus, no contiene el antigeno O del LPS, por lo
tanto las proteinas de membrana externa son mas
accesibles a los anticuerpos. De esta manera la
proteina de membrana externa recombinante OMP31,
la cual ha protegido ratones contra la infeccién por B.
ovis, podria ser utilizada como una posible vacuna (32).

La Brucella abortus inactivada, también indujo
altos niveles de expresién de las moléculas
coestimulatorias B7.1, B7.2 y de la molécula de
adhesion intercelular —1 (ICAM-1), 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 (50).

La respuesta inmune celular y humoral puede ser
aumentada por la adicion de adyuvantes apropiados.
En el modelo murino se ha demostrado que la
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respuesta inmune celular aumenta cuando se inmuniza
con antigenos de brucella mezclados con liposomas.
De esta manera, se ha demostrado que el grupo
monofosforil del lipido A puede regular la respuesta
inmune celular hacia un patrén Th1, cuando se vacunan
ratones con LPS derivados de B. abortus (43).

Conclusiones

Ya que los linfocitos T derivados de diferentes
hospederos como humanos, ratones y bovinos
proliferan mostrando un perfil de citoquinas Thl, de
manera andloga en respuesta a la infeccidn por
Brucella (30), las vacunas deberian preferencialmente
inducir un patréon Thl para generar una éptima
resistencia contra la infeccidén inducida por esta
bacteria. Hasta ahora las vacunas vivas han mostrado
ser superiores a las vacunas inactivadas en prevenir
la brucellosis en animales, pues ellas son mas eficaces,
de bajo costo e inducen una inmunidad mas persistente.
Aunque la cepa 19 y la REV-1 confieren proteccion
contra B. abortus en ganado y B. melitensis en ovejas
y cabras respectivamente, es claro que ambas vacunas
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tienen la desventaja de inducir aborto, inducir
anticuerpos que interfieren con el diagnostico y son
patogenas para humanos. La capacidad de las cepas
rugosas (M111, RB51, 45/20, rfbK) para inducir
proteccion contra cepas virulentas en varios modelos
animales, indica que estos organismos pueden ser
utilizados para inducir una respuesta inmune
protectora, evitando de esta manera los problemas de
diagnostico encontrados cuando se utilizan cepas lisas
(S2, Cepa 19, Rev-1). La B. abortus cepa 19 y la
cepa RB51, vacunas actualmente utilizadas para la
profilaxis de la B. abortus en ganado y la cepa vacunal
REV-1 utilizada para el control de la brucelosis en
pequeiios rumiantes, deberian seguir siendo
consideradas como vacuna de eleccion, al menos
hasta que nuevas vacunas de de B. abortus y B.
melitensis sean evaluadas como eficaces.
Adicionalmente, se sugiere que el clonaje de genes
que codifiquen proteinas inmunolégicamente activas
y la identificacion de antigenos protectores, podrian
servir para el disefio de una nueva generacion de
vacunas efectivas y seguras para el uso en animales
y humanos.

Immunobiology of infection by Brucella spp: Funfamental principles for a vaccine strategy.

The species of Brucella cause illnesses in wild and domestic animals such bovine, ovine, caprine,
suin, canine and also in humans. This worldwide distributed bacterium represents a great danger for
public health due fo the zoonofic potencial and fo the economic impact. In Colombia, annual losses are
calculated in 28 thousand million pesos represented in the restrictions for participating in the international
markefts, in abortions and, other the reproductive dysfunctions induced Dy these bacterias. Although
several models for the control have been ported such as the slaughter of infected animals and the
freatments with antimicrobials, several countries in the world, like Colombia, have maintained a
vaccination program as the axis of a strategy. The live attenuated strain 19 of B. abortus is the most used
vaccine at the moment and it induces a hight protection. However, the antigenic similarity of the vaccine
strain with wild strains make it impossible to discriminate between vaccinees and naturally infected
animals. To obviate these inconveniences new vaccines have been designed using different strategies:
deletion of genes that code inmunodominant proteins of B. abortus, polysaccharides vaccines, nucleic
acid vaccines and the expression of foreign protein in the vaccine strain. At the moment the rough strain
RB351, lacking LPS, is one of the most used vaccines since it induces a protective responses but does not
interfere with the diagnosis of the infection induced by the wild strain. This strain also offers great safety
in the vaccinated animals and induces a essentially cellular immunity, in which the cifokines produced
by lymphocytes have shown to be of great importance in resistance infection.

Key words: brucelosis, immune response, vaccines
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