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Resumen

La Brucella es una bacteria Gram-negativa, intracelular facultativa que infecta en forma persistente
a humanos y animales domésticos y salvajes. Este género de bacterias se replica en los fagocitos
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 infeccién. Aunque esta bacteria
no evade los mecanismos de fagocitosis, si ha desarrollado mecanismos para la sobrevivencia
intracelular. ElI entendimiento de la interrelaciéon de la respuesta inmune con estos patégenos
microbianos, permitira el desarrollo de medidas para la prevencién y el control. Esta revisién describe
algunos de los mecanismos inmunolégicos 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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Introduccién que induce anticuerpos aglutinantes (36, 15) y las
proteinas, responsables de la inmunidad celular

La infeccién por Brucella es una gran amenazprotectora. Para el estudio de la inmunidad protectora
para la salud publica ya que produce una enfermedadntra la infeccion causada por las especies de
zoonodtica que afecta el ganado bovino, ovino, caprirBrucellase han utilizado varios modelos animales
y porcino, y causa un serio problema econémico en lmamiferos como los ratones (38), cobayos (26),
ganaderia. En Colombia se calculan pérdidas anualesvinos (11) y humanos (32,5). El criterio utilizado para
por 28 mil millones de pesos representados en taedir la proteccion de animales inmunizados, después
incapacidad de incursionar en los mercadode un tiempo determinado y luego del reto con una
internacionales, los abortos inducidos por la bacteriagepa virulenta, es el conteo de Unidades formadoras
los trastornos reproductivos que sufren los animalete colonias (UFC) de la bacteria, recuperadas de
infectados. Para abordar los mecanismos involucradakyunos 6rganos como el bazo (38).
en la respuesta inmune contra la Brucella, es
importante resaltar que esta bacteria es un cocobacilo En bovinos sanos, la Brucela es usualmente
gram negativo, cuyos antigenos pueden ser divididésasmitida por contacto con mucosas de animales
en dos grupos principales; el lipopolisacarido (LPS)nfectados, productos del aborto, o con alimentos
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contaminados. Si el microorganismo sobrepasa laterferon gamma (IFNg) y la infeccion con diferentes
mucosa, es transportado hasta los ganglios linfaticespecies de Brucella (17,23).

regionales. Si la especie de bacteria no es virulenta,

entonces es rapidamente controlada por la respuestaLas células fagociticas tienen otros tipos de
inmune celular resolviéndose la infeccion, inclusivanecanismos diferentes a los radicales derivados del
sin que ocurra la seroconversion. Por el contrario sixigeno, como las enzimas hidroliticas y los haluros
la cepa es virulenta, se sobrepasan las defengasctivos; sistemas esencialmente encontrados en oS
celulares y los microorganismos pueden llegar a otrgmlimorfonucleares neutréfilos (PMNs). Los PMNs
sitios del organismo localizandose en diversostilizan los componentes de sus granulos para la
organos, tales como el higado, el utero, la glanduldestruccion de microorganismos invasores. Se ha

mamaria y el bazo (7). demostrado que la degranulacion de estas células
puede ser inhibida por B. abortus(35,2); esto se
Respuesta inmune innata evidencio por un proceso inhibitorio activo de la

iodinacion de proteinas por loS PMNs: en la presencia

El papel del macréfago y los polimorfonuclearesde extractos crudos d& abortus(3), donde la 5'
Los macrofagos son células fagociticas, presentadomrgganosina monofosfato (GMP) y la adenina han sido
de antigeno capaces de modular la respuesta inmunielantificadas como |0S componentes bacterianos
través de la produccion de diferentes citoquinas (25)nvolucrados en este proceso (4). Adicionalmente, se
son la principal célula blanco de esta infeccion. El tippa demostrado que algunos componentes de la
de fagocitosis, la naturaleza del receptor utilizado y lmembrana externa deBaucella sppcomo el lipido
activacion de esta célula son variables criticas paradel LPS, juega un papel importante en la resistencia
determinar el desarrollo de la infeccion; asi, se halos péptidos catidnicos bactericidas. De esta manera
demostrado que cepas rugosas (desprovistas de LFeE) PS se considera un factor de virulencia (19) que
y lisas (con LPS) d8. abortusson rapidamente genera una eficiente barrera protectora cuando la
ingeridas solo si son opsonizadas con complementdbacteria se expone a la actividad digestiva de los
anticuerpos especificos (19). En macréfagos bovinofggocitos (12,27).
derivados de glandula mamaria, las cepas virulentas de
Brucella abortuspresentan una mayor tasa de EI gen Nrampl, que codifica la proteina del
sobrevivencia y replicacién, comparadas con cepasacrofago asociada con resistencia natural a
rugosas o no virulentas (19). Se ha sugerido que fpetégenos intracelulares como Mycobacterium,
cadena O del LPS es un factor esencial de este patég&amonella y Leishmania (41), ha sido ubicado en el
para la sobrevivencia en ratones (14). Una vez kromosoma 2 bovino (9). Macréfagos derivados de
bacteria ha sido fagocitada, es expuesta al medio hostdvinos seleccionados por la resistencia in vivo a la
de los compartimentos fagolisosomales dentro de lafeccion poiB. abortus restringieron la replicacion
célula fagocitica. El ensamblaje de esta estructura puddéracelular, aBrucella abortus, Mycobacterium
ser inhibido por cepas virulentas & abortus tuberculosis (BCG) y Salmonella dublin
mediante extractos de superficie (proteinas, azUcarsignificativamente mejor que macréfagos derivados
aminoacidos y carbohidratos) no relacionados con lafe animales susceptibles (34). Estos mismos autores
LPS, que inhiben la fusion fagosoma-lisosoma (13). encontraron asociacion significativa entre un

polimorfismo del 3' UTR de gen Nramp1 bovino y la

La explosiéon respiratoria juega un papel muyesistencia natural de ganado a la Brucelosis.
importante en el proceso antibacterial de las células
fagociticas. Solo las cepas de Brucella opsonizadas La sobrevivencia de esta bacteria dentro de células
son capaces de inducir la liberacién de cantidadéagociticas y no fagociticas, puede ser también
significativas de radicales de oxigeno en macréfagaumentada por la expresion de proteinas como la
derivados de bovinos resistentes a la infeccioBpor enzima superéxido dismutasa Cu-Zn (SOD) (40) y la
abortus comparado con macrofagos derivados dproteasa de respuesta a temperaturas aumentadas
animales susceptibles (18, 18)vitro, lineas celulares (HtrA) (8). Estas proteinas juegan un papel importante
de macréfagos y macréfagos peritoneales murinoen la patogenicidad inducida poBaabortusya que
producen especies derivadas del nitrdgeno reactivepn importantes componentes de defensa contra la
como el 6xido nitrico, después de la activacion corespuesta oxidativa generada por el hospedero.
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Induccidén de la Respuesta Inmune Humorl adherentes derivadas de bazo murino (32), expresan
LPS es el primer antigeno frente al cual aparecdalL-12 p40, después de una estimulacion in vivo con
anticuerpos (43,6) de tipo IgM e 1gG, después de IB. abortusy LPS derivados de esta bacteria. Esta
infeccion natural o de la vacunacion con la cepa 1thduccion puede ser suprimida por anticuerpos
Ya que los anticuerpos pueden opsonizar las cepasnoclonales anti CD14, lo cual sugiere que los
patégenas, nuevas células fagociticas podrian s@onocitos reconocen B. abortuspor medio de su
invadidas, potenciando la infeccién y promoviendo eleceptor LPS. Esta produccion rapida de IL-12 durante
establecimiento de la brucelosis bovina (22). Lok infeccion corB. abortus es de vital importancia
anticuerpos tipo IgG también pueden proteger glara activar las células Thl productoras deylFi
huésped contra la liberacion de grandes cantidadde esta manera contribuir a la induccion de la
de endotoxinas (21). También se ha demostrado tasistencia celular adquirida. La supresion de la IL-12
produccién de anticuerpos contra proteinas denddgena antes de la infecciéon de ratonesBon
membrana, como las OMPII (16,42). Sibien es ciertdbortus aumenta significativamente la infeccion por
que la respuesta humoral ante estas proteinas noBrsicella, probablemente por la disminucién en la
tan fuerte como la observada contra el LPS, estgsoduccién de IFM por las células T de bazo,
anticuerpos son importantes para el diagndsticopservada en estos ratones. Bajos niveles dg IFN
cuando se utilizan cepas vacunales rugosas. De esta alcanzaron a estimular adecuadamente los
manera, otros antigenos, probablemente proteicamacréfagos derivados de bazo, quienes a su vez
podrian estar involucrados en la proteccion contnaostraron una disminucion en la produccién de oxido
cepas lisas virulentas, ya que bovinos vacunados caftrico (47). La IL-12 inducida pd. abortustambién
cepas rugosas (RB51), aunque no producem mostrado un gran efecto sobre células NK, ya
anticuerpos contra el LPS de cepas lisas (2308), gile en éstas se promueve una eficiente actividad
producen anticuerpos gque reaccionan contra proteineitolitica contra células tumorales (44).
de estas cepas virulentas (37).

El IFNy ha sido claramente involucrado en la

Respuesta Inmune Especifica. resistencia durante la infeccién p@. abortus ya

gque macréfagos murinos activados por esta citoguina

Inmunidad Mediada por CélulasYa que esta controlaron efectivamente la replicacion intracelular
bacteria es capaz de replicarse en el medio ambiemte las cepas dB. abortus19 y 2308,in vitro (24);
intracelular, se asume gque una respuesta inmuaeemas, la neutralizacion de NFlindégenan vivo
mediada por células es de vital importancia pargesulté en una marcada disminucién de la habilidad
eliminar o proteger el huésped de la infeccidén por estiel raton para controlar la infeccion con la cepa
organismo. Aungue en ratones la resistencia adquirid@enuada 19 dB. abortus(48). En humanos, IB.

a la infecciéon es el resultado de los efectoabortusinduce la secrecion de IFNen células
independientes o probablemente interactivos entre Id<CD4+ y TCD8+ , demostrando de nuevo la
anticuerpos y las células T efectoras de ambasmpacidad de esta bacteria para promover el patrén
fenotipos CD4+ y CD8+ (1), estainmunidad protectord hl de diferenciacion de la célula T (45). Sin embargo,
mediada particularmente por los linfocitos TCD8+ haunque es conocido queBaabortusnduce el patron
sido demostrada por ensayos con ratones knockoril de las células TCD4 (49), las cepas 19y 2308 de
para las moléculas del Complejo Mayor deB. abortuspueden persistir en los bazos de ratones
Histocompatibilidad (CMH ) clase | y Il (31). BALB/c infectados, entre 6 semanas y 6 meses
respectivamente (20,29). Adicionalmente, una

Citoquinas. Algunas citoquinas proinflamatorias respuesta Thl con produccién de NpNuede
y derivadas de la célula T han sido detectadas gmomover la secrecién de anticuerpos; como por
sobrenadantes de esplenocitos derivados de animadgasmplo, en ratones los isotipos Ig G3 e Ig G2a, dirigidos
sensibilizados, reestimulados con antigenos de Bruceliaontra el LPS de la cepa lisa de Brucella, han
El papel de estas citoquinas en el control de la infeccidnostrado ser protectores.
ha sido investigado por el uso de citoquinas
recombinantes o por la inhibicion especifica de sus De igual manera el factor de necrosis tumoral
funciones, utilizando anticuerpos monoclonales. Se H@NFa.), una citoquina proinflamatoria producida
demostrado que monocitos humanos (44) y célulatirante la fase temprana de la infeccion intracelular,
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también estd involucrada en la resistencia a Ique las células TCD8+ pueden inhibir la produccién
Brucella abortug51). Sin embargo, se ha demostradale IL-10; por esto la brucelosis murina es mas grave
gue algunos subproductos proteicos de alto pesm ratones defectuosos para CMH de clase | (32).
molecular derivados de la Brucella inhiben
especificamente la expresion de Tk por lo tanto La identificacion de antigenos derivados de esta
se han considerado como factores de virulencia (3)acteria, que puedan inducir una inmunidad mediada
La induccion de TN& y de los patrones Thly Th2 por células protectora (Th1) ha sido el objetivo de varios
por cepas vivas y muertas de Brucella es diferentestudios. El uso de una proteina ribosomal L7/L 12,
Asi, cantidades sustanciales de T®NHueron producida por tecnologia recombinanteEencoli
detectadas en los sobrenadantes de macrofagestimulé un perfil Thl (IFM e IL-2) en ratones
peritoneales bovinos, después del reto con la Bruceilafectados coB. abortug30). Ademas la inmunizacion
viva. Por el contrario, estas células estimuladas cate ratones con esta proteina, confiere proteccion contra
bacterias muertas por calor, no produjeron @#6). la infeccion producida por I8. abortus (31). Otros
De igual forma, células de bazo derivadas de ratonesmponentes proteicos derivados de esta bacteria, como
infectados con Brucella viva produjeron NF8IIL-2  las proteinas de la membrana externa (OMP II) y la
en respuesta a antigenos de BrudeNatro, mientras  superoxido dismutasa (SOD Cu/Zn), han mostrado
que las mismas células derivadas de ratones inoculadeducir una inmunidad mediada por células en bovinos
con proteinas solubles de Brucella, produjeroi28,33).
cantidades significativas de IL-2 y de IL-4, pero no
de IFNy (49,50). Utilizando la misma metodologia se La B. abortus inactivada, también indujo altos
ha determinado el perfil de otras citoquinasiveles de expresion de las moléculas coestimulatorias
proinflamatorias, como por ejemplo laIL- 1, la cual fueB7.1 , B7.2 y de la molécula de adhesion intercelular
producida en bajas cantidades en respuesta a la bactefigICAM-1) sobre monocitos humanos, de tal forma
viva 0 muerta y la IL-6 la cual se produjo en altagjue esta bacteria puede aumentar las interacciones
cantidades pero tampoco difirié significativamente entrde las células presentadoras de antigeno (CPA) con
la respuesta inducida por la bacteria viva y la muerfas células T, sugiriendo el potencial uso de esta cepa
(46). De esta manera, queda reconocido el papel deifeactivada como una vacuna que favorece una amplia
forma del antigeno y su influencia en la determinaciérespuesta inmune celular (44).
de la respuesta inmune.
Ya que los linfocitos T derivados de diferentes

La IL-10 es una citoquina involucrada en lahospederos como humanos, ratones y bovinos,
regulacién negativa de la respuesta inmune protectopaoliferan mostrando un perfil de citoquinas Thl de
contra laB. abortus mediante la inhibicion de patron manera analoga en respuesta a la infeccién por
Thl o bloqueando las citoquinas inducidas por I8rucella (32), las vacunas deberian preferencialmente
activacion del macréfago (10). La inmunizacion deénducir un patron Thl, para generar una Optima
ratones co. abortusmuerta, induce un incremento resistencia contra la infeccién inducida por esta
simultdneo de la expresiéon de genes de IL-10 y dmacteria. La induccion de una respuesta Th2 parece
IFNy en células TCD4+, independiente de la IL-2ser contraproducente para el control de la infeccion
sugiriendo que en la respuesta inmune primaria amboausada por estas bacterias.
patrones de citoquinas son producidos. Ademas, aqui
probablemente se esta presentando un mecanismo deConclusiones
regulacion fisiol6gica donde la respuesta inflamatoria
es regulada negativamente por la IL-10 producida Los anticuerpos dirigidos contra los LPS juegan un
endbégenamente (39). De igual manera ratongmpel importante en la inmunidad protectora contra
deficientes en CMH clase |, donde no hay activacidbrucelosis causada por cepas lisas. Otros antigenos
de células TCD8+, produjeron mayor cantidad de ILprobablemente proteicos pueden estar involucrados en
10 que esplenocitos derivados de ratones cda proteccion contra cepas lisas ya que vacunas
deficiencia en CMH de clase Il. Los altos niveles delesarrolladas con cepas rugosas han protegido ratones
IL-10 se correlacionaron con un incremento de laontra el reto con cepas lisas com&labortus, B.
susceptibilidad a la infeccidn por brucelosis en ratoneselitensiso B. suis Estas proteinas no son
deficientes de CMH de clase |. Se sugiere entoncegcesariamente componentes de superficie celular y
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probablemente protegen a través de su capacidad ppespetuacion de la infeccion dentro de sus hospederos.
inducir respuesta inmune celular. Los patrones dgl conocimiento de los mecanismos requeridos para una
respuesta celulares y de citoquinas, entre diferenteSciente proteccion contra esta bacteria permitira el
especies mamiferas incluyendo el hombre, encontraddesarrollo de vacunas dirigidas a la estimulacion de estos
después de la estimulacion con Brucella son similarggatrones que estan involucrados en el control de la
Sin embargo, estos patrones cambian de acuerdo areccion.

naturaleza del antigeno empleado, es decir que varian

dependiendo si el reto se realiza con cepas vivas, En la Figura 1 se hace una representacion
atenuadas, muertas o derivados proteicos bacterianesquemética de la respuesta inmune generada contra
De esta manera la produccion temprana de IL-12 durarige Brucella. Inicialmente el macréfago infectado
la infeccién por Brucella por los macroéfagos, es de vitggroduce TNFa que actua autocrinamente e IL-12 que
importancia para produccion de citoquinas tipo Th1, comactiva la produccién de citoquinas tipo Thl, como el
el IFNy, el cual activa macréfagos y regula negativamenté&Ny. Esta citoquina a su vez activa macréfagos y
la expresion de citoquinas Th2 como la IL-10, que a leegula negativamente la produccién de IL-10, la cual
vez regula negativamente esos mecanismos. Aunguegula negativamente estos mecanismos.
se ha demostrado un efecto pleiotrépico para el gédicionalmente los macréfagos infectados regulan la
Nrampl que regula la resistencia natural a la Brucellagxpresion, de moléculas de adhesién como el B7.1,
a otros patdgenos intracelulares en el modelo murino,B3.2 e ICAM/1 que favorecen la adhesion entre
de vital importancia determinar las funciones que reguizélulas presentadoras de antigeno y los LT e
este gen en otros modelos como el bovinandirectamente por medio de la IL-12, regulan otras
Sorprendentemente estos patdgenos han desarrolladoléculas de adhesion como el LFA-1 sobre los
estrategias eficientes para la sobrevivencia lnfocitos.

Neutralizacion /A
de Bacterias
A ELIMINACION DE LA
Extracelulares
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 by Brucella species and on recent literature on animal models of the disease.

Key words: B. abortus, immunity, survival
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