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Resumen

En esta revisién se describe la estructura
antigénica de Brucella y los mecanismos
inmunitarios que activa este patdgeno,

empleadas a campo vy a nivel
experimental y se discute acerca de las
ventajas que acarrearia el empleo de
estas nuevas alternativas.
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This review describes the antigenic
structure of Brucella and the immune

mechanisms elicited in response to this approaches.
pathogen. These issues are critical in the
development of new vaccines against Keywords: Brucellosis. Immunity.

brucellosis. Moreover, this work analyzes Conventional vaccines. New vaccines.

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de distribucion mundial que afecta a
especies animales domésticas, de vida silvestre y al hombre; cuyos agentes etioldgicos
son las bacterias del género Brucella (Alton et al., 1988; Serre 1989). En el género se
reconocen seis especies clasicas, cada una de las cuales tiene un hospedador principal:
B. abortus (bovinos), B. canis (caninos), B. melitensis (caprinos), B. neotomae (rata del
desierto), B. ovis (ovinos) y B. suis (porcinos) (Corbel & Bringley-Morgan, 1984).
Recientemente, se han identificado nuevas variantes de Brucella aisladas de mamiferos
marinos que se ha sugerido sean incorporadas como dos nuevas especies: B. cetaceae y
B. pinnipediae (Moreno et al, 2002; Cloeckaert et al., 2002).

Importancia de la brucelosis

La brucelosis es una enfermedad endémica en muchos paises. Afecta la sanidad y la
produccion y ademas tiene una importante repercusion econdémica en el comercio
internacional de animales y productos. Ocasiona significativas pérdidas en la produccion
pecuaria debido a que provoca abortos, metritis, infertilidad y el nacimiento de animales
débiles. Por otro lado, constituye un importante problema para la salud publica ya que la
mayoria de las bacterias del género son patdgenas para el hombre quien adquiere la
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infeccion por el consumo leche no pasteurizada y sus derivados, o por el contacto con
material infeccioso (Olsen & Stoffregen, 2005).

El control de la brucelosis se apoya en la identificacion de los animales infectados y en la
eliminacién de los mismos. Asimismo, la vacunacién de los animales indemnes constituye
un importante pilar en un plan de control para que en una etapa posterior, la enfermedad
pueda ser erradicada (Nicoletti, 1993; Minas, 2006).

A continuacion se describird la estructura antigénica de Brucella, los mecanismos
inmunitarios involucrados en la defensa contra este patdgeno para finalmente abordar los
diferentes tipos de vacunas que se emplearon en el pasado y en la actualidad, a campo o
a nivel experimental, contra la brucelosis.

Estructura antigénica de Brucella

Los microorganismos del género Brucella son cocobacilos Gram negativos, no
esporulados, acapsulados, carentes de pilis o flagelos. Poseen una envoltura celular
caracteristica: la membrana externa (ME), la membrana interna y un espacio
periplasmico intermedio. En el periplasma hay proteinas y un gel glucopeptidico
denominado peptidoglicano (PG) responsable de la forma e integridad osmodtica de la
bacteria. El citoplasma es rico en ADN, ARN, y proteinas citosédlicas, algunas de ellas
importantes desde el punto de vista del diagndstico (Ilustracién I).

Antigenos de la membrana externa

Los antigenos de la ME de Brucella han sido objeto de investigacion desde el punto de
vista del diagnéstico y de la inmunoprofilaxis; este interés es resaltado considerando que
representan el punto de contacto inicial entre el patdogeno y el hospedador (Robinson &
Melling, 1993). Las moléculas mejor caracterizadas corresponden a dos grupos: el
lipopolisacarido (LPS) y las proteinas de la membrana externa (OMPs: “outer membrane
proteins”).

- Lipopolisacarido (LPS)
Las especies de Brucella pueden ser clasificadas como “lisas” (smooth, S) o “rugosas”
(rough, R) de acuerdo al aspecto de las colonias en medio sélido. El aspecto diferente de
estas colonias reside en el tipo de LPS expresado en mayor proporcion en
superficie: LPS-S y LPS-R,

respectivamente.

OMPs

Ilustracion 1. Estructura antigénica de Brucella
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El LPS-S consta de una parte glicolipidica (lipido A), inserta en la membrana externa y
otra polisacaridica expuesta hacia el exterior. Esta Ultima se divide en dos secciones: el
nucleo o “core”, mas interno y la cadena O (polisacarido O: PSO). Esta cadena es un
homopolimero linear de perosamina que se encuentra ausente en el LPS-R de las
especies rugosas (B. ovis y B. canis) (Moreno et al., 1984). El PSO es el antigeno (Ag)
inmunodominante de superficie, capaz de inducir una respuesta seroldgica en la mayoria
de los animales en contacto con especies lisas de Brucella (B. abortus, B. melitensis y B.
suis); ademas es la estructura antigénica mas expuesta (Diaz y Lévieux, 1972) y blanco
de anticuerpos (Ac) protectores (Plommet, 1987a). Por otro lado, el PSO posee epitopes
compartidos con otras especies bacterianas como Yersinia enterocolitica 0:9, Vibrio
cholerae, Salmonella landau, Escherichia coli O:157 H7 responsables de reactividad
cruzada en las pruebas seroldgicas que se basan en la deteccidon de Ac hacia este Ag
(Cherwonogrodzky et al., 1990).

- Proteinas de la membrana externa (OMPs)

Las OMPs de Brucella se clasifican en mayores y menores de acuerdo con su abundancia
relativa, hallandose ambas intercaladas en la membrana y estrechamente unidas al LPS
por fuerzas hidrofébicas (Moreno et al., 1979). Muchas de estas OMPs han sido
caracterizadas desde el punto de vista genético, inmunoldgico, estructural y funcional
(Cloeckaert et al., 2002).

OMPs mayores

Las OMPs mayores son insolubles en disolventes acuosos y para su estudio ha sido
necesario el empleo de detergentes u otros agentes surfactantes. En la década del 80,
estas proteinas fueron identificadas por primera vez en B. abortus en una fraccion
insoluble en dodecilsulfato de sodio extraida a partir de la envoltura celular (SDS-I)
(Dubray & Bézard, 1980; Dubray y Charriaut, 1983). Dicha fraccién contiene dos de las
OMPs mayores: una de 25-27 kDa y otra de 36-38 kDa y mostré tener actividad
protectora parcial en el ratéon (Dubray, 1987). Ambas OMPs también fueron identificadas
por Verstraete et al. en 1982 mediante extraccién con otros detergentes y designadas
como grupo 3 y grupo 2, respectivamente. Actualmente, estas proteinas se denominan
Omp25 (grupo 3) y Omp2b (grupo 2). Cuando la fraccién SDS-I se obtuvo a partir de B.
melitensis se identifico adicionalmente una proteina de 31-34 kDa (Cloeckaert et al.,
1995a), hoy denominada Omp31 y ausente en B. abortus (Vizcaino et al., 1997).

En las especies rugosas, las OMPs se encuentran bien expuestas mientras que en las lisas
los Ac no pueden acceder a los epitopes especificos posiblemente por el impedimento
estérico ocasionado por las largas y/o abundantes cadenas del PSO (Bowden et al.,
1995a).

OMPs menores

Las OMPs menores son Ompl y las lipoproteinas Omp10, Omp16, Ompl9 que, a
diferencia de las mayores, no se encuentran asociadas al PG (Cloeckaert et al., 1996c¢).
Entre otras de las proteinas minoritarias, se ha descripto una lipoproteina de 8 kDa unida
en forma covalente al PG que posee epitopes comunes con la lipoproteina Braun de E.
coli (Gémez-Miguel y Moriydn, 1986; Gomez-Miguel et al., 1987).
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Antigenos internos

En Brucella han sido identificadas varias proteinas periplasmicas inmunogénicas cuyos
genes han sido clonados, tales como la superdxido dismutasa (SOD) dependiente de Cu y
Zn (Bricker et al., 1990; Beck et al., 1990), y BP26 o CP28 (Cloeckaert et al., 1996a;
Rossetti et al., 1996) y P39 (De Fays et al., 1999).

Entre las proteinas citosolicas se han caracterizado las proteinas del estrés térmico:
GroEL, GroES, DnaK, HtrA; las proteinas YajC, UvrA; la bacterioferritina (BFR), la
gliceraldehido-3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y las proteinas ribosomales: L7/L12 y
cp24. También se han identificado y purificado proteinas de actividad desconocida con
pesos moleculares de 14 kDa, 22,9 kDa y 32,2 kDa. La actividad inmunogénica y
protectora de estas proteinas recombinantes en el modelo murino figura en la Tabla I.

Interaccion hospedador-Brucella y mecanismos inmunitarios

Brucella es un microorganismo intracelular facultativo capaz de sobrevivir y multiplicarse
dentro de las células del sistema reticuloendotelial y que desencadena en el huésped
susceptible una respuesta inmune innata y adaptativa.

Mecanismos de la inmunidad innata

Los mecanismos de la inmunidad innata son los primeros en activarse ante la entrada de
los agentes infecciosos. La inmunidad innata reduce el ndmero inicial de bacterias y
prepara el ambiente para la activaciéon de los mecanismos de la inmunidad adaptativa
(Ko & Splitter, 2003).

- Células efectoras de la inmunidad innata

Las bacterias del género Brucella ingresan al hospedador susceptible por las vias oral,
nasal, conjuntival o genital. Esta ultima via es la principal para el contagio con B. ovis.
Segun sugieren algunos autores, luego de la infeccidn, la bacteria es rapidamente
fagocitada por los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (PMNN) en los que sobrevive
y se multiplica (Enright, 1990). Los PMNN facilitan la diseminacion de las bacterias por
dos mecanismos: (i) sirviendo de proteccion frente a las actividades bactericidas de Ac y
complemento; (ii) transportandolas hacia los tejidos linfoides y los érganos del sistema
reticuloendotelial donde la bacteria infecta a los macréfagos y se multiplica en su interior.
Diferentes autores (Spector et al., 1973; Canning, 1990; Eze et al., 2000) han
demostrado que los macroéfagos y los neutrofilos poseen la capacidad de destruir, aunque
no completamente, a las brucelas fagocitadas. Los mecanismos activados para inhibir la
multiplicacion de Brucella o destruirla incluyen la estimulacion del estallido respiratorio y
la produccidon de radicales oxigeno libres en los PMNN (Canning et al., 1988). Se ha
demostrado que la ingestion y el estallido respiratorio dependen de la opsonizacion
especifica con Ac y/o inespecifica con C3b (Young et al., 1985). Ademas, otros autores
sefialan que citoquinas como el interferén-y (IFN-y) y TNF-a influirian en el proceso de
fagocitosis (Canning, 1990, Eze et al., 2000).

Las células naturales asesinas (NK) no cumplen una funcion importante en el control de
la infeccidon aguda con Brucella, al menos en el modelo ratén (Fernandes et al., 1995; Ko
y Splitter, 2003).
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Otras células de la inmunidad innata involucradas en la proteccion son los linfocitos T
gamma/delta (cabe destacar que en los rumiantes y particularmente en los animales
jévenes, existe una alta proporcion de LT circulantes (aproximadamente un 50%)
(Wyckoff et al., 2002), a diferencia de lo que ocurre en otras especies como humano o
ratén, sin embargo el rol de estas células in vivo ain no ha sido caracterizado.

- El sistema de complemento

Entre los mecanismos humorales innatos, el complemento tiene un papel muy importante
en la defensa contra Brucella cuando ésta se encuentra en el compartimiento extracelular
y en bajo ndmero. En efecto, estudios realizados en bovinos indican que B. abortus
puede ser destruida por el complemento en ausencia de Ac especificos, o por suero
obtenido en etapas tempranas de la infeccidon. Mediante citometria de flujo se determinéd
ademas que las vias de activacion del complemento involucradas en la lisis de Brucella
fueron la via clasica y la de las lectinas, esta ultima mediada por la proteina fijadora de
manosa (MBP) (Fernandez Prada et al., 2001).

Mecanismos de la inmunidad adaptativa

La respuesta adaptativa contra Brucella involucra tres mecanismos principales, que
actuan en diferentes etapas de la infeccidén: i) la generacion de una respuesta humoral
con produccion de Ac, ii) la activacién de la funcidon bactericida de los macréfagos por
accion del IFN-y producido por células T CD4* y CD8" vy iii) la lisis de células infectadas
por LT CD8™.

- Inmunidad humoral

Brucella spp., quizds en mayor dgrado que otros microorganismos intracelulares
facultativos, inducen la produccion de Ac. Estos pueden otorgar alguna proteccion en las
etapas iniciales de la infeccion pero la fase bactericida coincide con el inicio de la
inmunidad mediada por células (IMC). La participacion de los Ac en la inmunidad contra
Brucella se ha estudiado en animales de laboratorio, principalmente en el ratén
(Sulitzeanu, 1955; Ralston & Elberg, 1969; Pardon, 1977, Bascoul et al., 1978). En esta
especie, el suero es capaz de limitar la infeccién por dos mecanismos: i) transferencia de
las bacterias al higado y fagocitosis por células de Kuppfer o bien ii) bloqueo de la
diseminacion.

En rumiantes, la participacion de los Ac en la protecciéon es dificil de evaluar. Los
animales en contacto con Brucella lisa responden con la produccién de Ac dirigidos contra
diferentes componentes del microorganismo, pero especialmente contra los antigenos
superficiales, en particular contra el LPS-S (Diaz & Lévieux, 1972; Diaz & Moriyén, 1989).
Estos Ac aparecen en los estadios tempranos de la infeccidon y suelen permanecer
detectables en el suero durante afios. Los Ac producidos colaboran en la lucha del
huésped contra el patdogeno pero no son suficientes para evitar la enfermedad. Sin
embargo, la deteccién de Ac dirigidos contra el LPS es Util para el diagndstico, prondstico
y curso de la infeccion (Diaz y Moriyén, 1989). Asimismo, se ha comprobado que la
respuesta humoral a diferentes OMPs en bovinos y ovinos infectados naturalmente con B.
abortus y B. melitensis, respectivamente es muy pobre y heterogénea (Zygmunt et al.,
1994). En ovinos, aunque no se ha evaluado el rol de los Ac en la proteccidn, se ha
demostrado que las proteinas del grupo 3: Omp25, Omp31, Ompl6 y LPS-R son
antigenos inmunodominantes en el curso de la infeccién por B. ovis (Kittelberger et al.,
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1995b; Kittelberger et al., 1998b).
- Inmunidad mediada por células (IMC)

La participacién de los LT en la respuesta inmunitaria a Brucella ha sido estudiada
principalmente en ratones. En el modelo murino, la transferencia de suero y células -
linfocitos T- han mostrado que la proteccion es debida en parte a los anticuerpos y en
parte a los linfocitos T (Araya & Winter, 1989), con efectos no aditivos (Plommet &
Plommet, 1983). En infecciones por Brucella lisas los LT parecen pesar mas que los Ac en
la proteccion. Estudios posteriores realizados indican que ambas poblaciones de LT:
Ly3T4 (CD4+) y LyT2 (CD8+) participan en la proteccién aunque existen controversias
respecto de cual de las dos tiene el rol principal (Pavlov et al., 1982; Mielke, 1991).
Algunos autores han sefalado que ambas subpoblaciones tienen una participacion
comparable en la proteccién contra B. abortus (Araya et al., 1989). Las diferencias entre
distintos autores pueden atribuirse a la utilizacion de cepas con distinta virulencia y/o
ratones con diferentes haplotipos.

La resistencia a los patégenos intracelulares, como en el caso de B. abortus depende de
la activacion de la IMC (Zhan & Cheers, 1993). El principal activador de los macréfagos
es el IFN-secretado por los LT CD4* y CD8" (Baldwin et al., 1993). En efecto, in vitro, el
tratamiento de macrdéfagos murinos con IFN-controla la multiplicacion de B. abortus
(Jiang et al., 1993) y favorece su muerte activando la produccion de intermediarios
oxidativos y otras moléculas microbicidas (Jones et al., 1992). Ademas, la inyeccion de
IFN-recombinante en raton favorece la resistencia a Brucella en macréfagos esplénicos y
peritoneales (Stevens et al., 1992), mientras que la inyeccién de AcM anti-IFN-exacerba
la infeccion por B. abortus y favorece la esplenomegalia (concomitante con un mayor
numero de macréfagos), el principal signo patolégico de la brucelosis en ratones y en el
hombre (Zhan y Cheers, 1993). Asimismo, se ha demostrado la activacion especifica in
vitro de LT de bovinos infectados o inmunizados con bacterias atenuadas o fracciones de
Brucella y la produccion de IL-2 e IFN-(Wyckoff et al., 1993).

Los estudios realizados con B. abortus sefialan que sdélo estas bacterias vivas son capaces
de inducir IMC. En efecto, B. abortus induce a las células Thl a producir IFN-COOe IL-2
favoreciendo de este modo la sintesis de IgG2a y el fendmeno de hipersensibilidad
retardada (HPSR) en raton (Jiang & Baldwin, 1993). En contraposicién, Zhan & Cheers en
1995 demostraron que la inyeccion de extractos de Brucella ricos en proteinas, o la
bacteria muerta, estimulan la poblacién Th2 con produccion de IL-4 e IgG1. Sin embargo,
recientemente, diferentes trabajos de otros autores, indican que B. abortus inactivada
estimula la activacién de células dendriticas, la secrecién de IL-12 orientando la
respuesta hacia un perfil Thl y que ademas activa la poblacién de LT citotdxicos (Golding
et al., 2001; Inoue et al., 2005).

Varias citoquinas, y en especial el TNF- y la IL-12, juegan un rol principal in vivo e in
vitro en la secrecion de IFN- por LT CD4+ (Hsieh et al., 1993). Estas citoquinas,
secretadas por el macréfago, también participan en la activacion de las células NK que,
aunque tienen actividad inespecifica, contribuyen con los LT al control de la infeccién por
microorganismos intracelulares.

Recientemente se ha estudiado el rol de las opsoninas en la interacciéon B. melitensis-
macrofago (Eze et al., 2000). Cuando Brucella es opsonizada por Ac o por el
complemento, la activacion del macréofago por el IFN-inhibe la multiplicacion de Brucella
pero no la destruye. Estos estudios sugieren la necesidad de otros mecanismos celulares,
como por ejemplo la accion citotéxica de los LTCD8+ (Eze et al., 2000) que destruirian el
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macrdfago infectado liberando a las bacterias al medio extracelular donde serian blanco
de los Ac o del complemento. Aunque ya se ha descripto que los LT CD8" se activan en la
infeccién con Brucella (Oliveira et al., 1995; Kunkle et al., 1995), en la actualidad se han
caracterizado algunos antigenos o epitopes involucrados en la induccion de la respuesta
citotoxica (Munoz-Montesino et al., 2004; Cassataro et al., 2005a)

A diferencia de lo que ocurre con las especies lisas, la rama humoral del sistema
inmunitario tendria un rol mas importante que la celular en la proteccién contra B. ovis:
la transferencia de suero de ratén convaleciente confirié una proteccion mayor a aquella
obtenida por la transferencia de LT sensibilizados obtenidos a partir de bazo o ganglio
linfatico (Jiménez de Bagués et al., 1994). Dado que la infeccion por B. ovis indujo
principalmente los isotipos IgG2a e IgG3 sobre IgGl se ha inferido que esta bacteria
estimularia principalmente la poblaciéon de linfocitos T colaboradores del tipo 1 (LTh1)
productores de IFN-I (Jiménez de Bagués et al., 1994).

En conclusién, se ha demostrado que la inmunidad a Brucella spp. se debe a un efecto
combinado y concertado de mecanismos humorales y celulares. De acuerdo a lo
expresado, en el desarrollo de nuevas vacunas es necesaria la identificacion de aquellos
antigenos de Brucella capaces de inducir una respuesta humoral y celular, del tipo Thl y
citotdxica.

Vacunacion en brucelosis
Vacunas tradicionales o convencionales

Las vacunas tradicionales en brucelosis han seguido dos lineas principales de desarrollo:
las vacunas atenuadas vivas y las vacunas inactivadas o bacterinas (homodlogas o
heterdlogas) (Crespo Ledn, 1994), en ambos casos se trata de vacunas celulares
(bacteria entera).

Vacunas celulares
- Vacunas vivas atenuadas aglutinégenas

El empleo de vacunas atenuadas asegura la induccidon de una respuesta inmunitaria
completa contra un gran nuimero de componentes (Drabner & Guzman, 2001) y una
reestimulacién del sistema inmune gracias a la replicaciéon de la bacteria. Las cepas que
actualmente se emplean en la mayoria de los paises para el control de la brucelosis
bovina y de pequefios rumiantes son: B. abortus S19 (B. abortus cepa 19) y B.
melitensis Rev.1, respectivamente (Alton & Elberg 1967; Blasco, 1990; Nicoletti, 1990;
Blasco, 2006). Estas cepas son capaces de establecer una infeccion limitada imitando el
proceso de infeccién natural por cepas silvestres y confiriendo de esta manera proteccion
contra el aborto y la infeccion. Sin embargo, el empleo de estas vacunas puede ocasionar
abortos en las hembras gestantes e infertilidad por infeccion genital. Por otro lado, estas
vacunas (también denominadas aglutindgenas) inducen Ac que interfieren con las
pruebas seroldgicas de rutina, impidiendo la diferenciacién entre animales infectados y
vacunados. Al respecto, se han implementado modificaciones en la forma de
administracidon: por un lado la reduccién de la dosis inyectada, permitiendo vacunar
animales puberes sin consecuencias seroldgicas duraderas (Deyoe et al., 1979). Por otro
lado, el uso de la via conjuntival ha mostrado inducir buena inmunidad con una respuesta
seroldgica de corta duracién, permitiendo incluso la revacunacion (Diaz-Aparicio et al.,
2004). Finalmente, la restriccion etaria, (vacunacion de animales prepuberes) con dosis
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completa, permite la diferenciacion de la mayoria de los animales vacunados, a partir de
una cierta edad y mediante el uso de técnicas complementarias.

Las vacunas vivas son patdgenas para el hombre. Esto impone, por un lado,
precauciones particulares durante la manipulacién de la vacuna, y por el otro, introduce
un importante problema de salud publica (Muzny et al., 1989; Blasco y Diaz, 1993b).
Aunque la cepa 19 presenta caracteristicas muy estables, la cepa Rev.1, por su parte,
puede derivar hacia formas o variantes indeseables, sea en razén de una disociacion
hacia el fenotipo rugoso, o hacia formas lisas de mayor virulencia (Bosseray, 1991). Por
otro lado, Rev. 1 presenta la desventaja adicional de ser una cepa resistente a la
estreptomicina, uno de los antibidticos de eleccidon para el tratamiento de la brucelosis
humana (Alton y Elberg, 1967; Nicoletti, 1990).

Una vacuna que se ha utilizado experimentalmente es la cepa lisa B. suis 2. Esta cepa
desarrollada y aplicada en China ha sido preconizada para uso en diferentes especies,
administrandose por via oral, mediante el agua de bebida (Xin, 1986). Sin embargo, un
Comité de evaluacién internacional ad-hoc, designado por la O.M.S. ha determinado
resultados pobres obtenidos en ratdn y en ovejas. Aunque es estable y su virulencia no
supera a la de la cepa 19, la proteccion que confiere a ovejas prefiadas contra B.
melitensis y a carneros contra B. ovis es escasa (Blasco et al., 1993; Verger et al.,
1995).

- Vacunas vivas atenuadas no aglutinégenas

El uso de cepas rugosas (no aglutindogenas), con expresion limitada de PSO, fue
abordado primeramente con la cepa 45/20 y en la actualidad con B. abortus RB51 (cepa
resistente a la rifampicina) (Schurig et al., 1991; Schurig et al., 2002). La primera es
una cepa poco estable, con capacidad de revertir a formas virulentas; por esta razon se
usdé como vacuna muerta. Los ensayos realizados mostraron que su poder protector era
mediocre y que los lotes presentaban variaciones dificiles de controlar. La cepa RB51,
usada actualmente en EE. UU, Chile, Colombia, Costa Rica, México y Uruguay para el
control de la brucelosis bovina, no induce Ac anti-PSO. Sin embargo, en el bovino los
datos de proteccion son contradictorios dependiendo de la via de administracion, la dosis,
la edad del animal vacunado y la prevalencia de la enfermedad en el rodeo. Por otro
lado, el empleo experimental de RB51 en pequefios rumiantes, ovinos y caprinos, no
confiere proteccion (Moriydn et al., 2004).

- Vacunas inactivadas

Las vacunas inactivadas que fueron producidas a gran escala y comercializadas durante
varios afos en algunos paises son B. melitensis H38 (S) y B. abortus 45/20 (R)
(Plommet, 1990). La primera bacterina induce niveles de proteccion contra la infecciéon y
el aborto similares a la vacunaciéon con cepa 19, mientras que la segunda es una cepa
poco inmunogénica e inestable con importantes variaciones en los lotes de produccion.
Asimismo, se ha demostrado que en ratones y en ovinos no existe diferencia en la
proteccién conferida por B. melitensis H38 (S) y B. melitensis Rev. 1 contra el desafio
con la especie homologa (Renoux, 1957; Renoux, 1958). El empleo de estas vacunas
inactivadas no ha tenido consenso debido a las reacciones locales en el punto de
inyeccion por el adyuvante oleoso incorporado en ambas y a la seropositividad
persistente generada por B. melitensis H38 (S) (Blasco, 1990).
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Las desventajas en el empleo de las vacunas tradicionales han impulsado la blusqueda de
nuevas alternativas que superen los inconvenientes mencionados. El disefio racional de
vacunas implica la induccién de la respuesta inmune adaptativa hacia moléculas definidas
operativamente como “antigenos protectores”.

Identificacion de antigenos o epitopes protectores

La fuerte asociacion entre el LPS y las OMPs de Brucella impide que estas moléculas
puedan ser purificadas a menos que se utilicen técnicas desnaturalizantes. Por ello se
han empleado diferentes estrategias para la identificacién de los antigenos y epitopes
comprometidos en la proteccidon mediada por Ac o por células: i) ensayos de proteccion
pasiva, mediante la administracién de AcM/sueros policlonales o transferencia adoptiva
de linfocitos sensibilizados, respectivamente, ii) ensayos de linfoproliferacion o pruebas
de hipersensibilidad retardada con extractos citosdlicos o proteinas purificadas e iii)
inmunizacion activa con fracciones mas o menos purificadas.

En brucelosis, la investigacion de los antigenos que inducen inmunidad protectora se ha
realizado en su mayoria a través de experimentos en el modelo ratén (Sulitzeanu, 1955).
Este modelo ha sido empleado para dilucidar los complejos mecanismos inmunitarios y
para estimar la proteccién, medida en términos de reduccién significativa del nimero de
unidades formadoras de colonia (UFC) de Brucella presentes en el bazo o higado,
respecto de un control no inmunizado. Cabe destacar que en el raton, las bacterias del
género Brucella replican en el bazo y en el higado, provocando una infecciéon crénica y
asintomatica. La actividad protectora en el ratén ha mostrado estar bien correlacionada
con la observada en los animales destinatarios de las vacunas, y esto, tanto con las
vacunas vivas (B. abortus B19, B. melitensis Rev.1, B. suis 2), como inactivadas (B.
melitensis H38). El desarrollo de este modelo junto con el de vacunas “patron” de
referencia (Bosseray y Plommet, 1984), ha permitido valorar la actividad no solo de
vacunas celulares “completas” sino también de fracciones o “vacunas subcelulares”.

Vacunas subcelulares

Las vacunas subcelulares (fracciones mas o menos purificadas) retnen importantes
ventajas: a) son seguras e inocuas, ya que no existe posible reversién a la forma salvaje
como en las vacunas vivas atenuadas, ni peligro de transmisién a animales sanos; b) son
mas especificas, ya que en su disefio deberian ser incluidos antigenos diferentes de los
empleados en el serodiagnédstico para poder distinguir animales infectados de vacunados,
c) son eficaces, debido a que sélo incluyen aquellos antigenos capaces de inducir
inmunidad protectora y adyuvantes y/o citoquinas que mejoren su presentacion,
dirigiendo asimismo el impacto sobre el sistema inmunitario.

-Vacunas subcelulares obtenidas a partir de Brucella (no recombinantes)
- LPS y OMPs

En B. abortus, el LPS-S y mas precisamente el PSO han sido identificados como
importantes blancos de proteccion a través de la inmunizacidn pasiva con suero policlonal
(Plommet y Plommet, 1983) o AcM especificos (Limet et al., 1987; Winter et al., 1989;
Jacques et al., 1992); por inmunizacién con LPS-S purificado (Dubray y Bézard, 1980;
Winter et al., 1989) o bien PSO conjugado a seroalbumina o a porinas de Brucella

-9.
Estein, Silvia Marcela. Brucelosis: Inmunidad y vacunacién (revision bibliografica). Revista Electrénica de

Veterinaria REDVET ®, ISSN 1695-7504, Vol. VII, n® 05, Mayo/2006, Veterinaria.org ® - Comunidad Virtual
Veterinaria.orq ® - Veterinaria Organizacion S.L.® Espafia. Mensual. Disponible en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet y mas especificamente en
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050506.html



http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050506.html
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050506.html

Revista Electrénica de Veterinaria REDVET T 1SSN1695-7504
ISSN 1695-7504 D \/C
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet ' - = 2

FRevists Glectronica deV ctermana
Vol. VII, N° 05, Mayo/2006 - CERESROY
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n050506.html

(Jacques et al., 1991; Winter y Rowe, 1988). Similares estudios realizados con B.
melitensis sefialan al LPS-S como principal antigeno protector (Cloeckaert et al., 1992b).
Otros ensayos indican que la administracion de AcM anti-OMPs no protegié o lo hizo en
menor grado que el AcM anti-LPS-S contra cepas de Brucella en fase S (Jacques et al.,
1992). Del mismo modo, la administracion de AcM anti-LPS-R de distintos isotipos no
protegid con el mismo nivel que el AcM anti-PSO frente al desafio con una cepa virulenta
de B. abortus (S) (Cloeckaert et al., 1993).

En contraste a lo que ocurre con las cepas lisas de Brucella, se ha observado que la
administracion de AcMs anti-OMPs vy anti-LPS-R, inyectados en combinaciones,
protegieron contra B. ovis (Bowden et al., 1995b). En estos ensayos se han identificado
algunas moléculas blanco de Ac protectores tales como las OMPs menores (Ompl6 vy
Omp19), Omp25 y Omp31 y el LPS-R (Bowden et al., 1995b; Bowden et al., 2000). En
particular, la administracién de un AcM anti-Omp31 en forma individual tuvo una
actividad protectora tan eficaz como el suero anti-HS (extracto salino: “hot saline”)
(Bowden et al., 2000).

El rol del LPS-R en la proteccion del ratén contra B. ovis es controvertido. La
inmunizacion pasiva con AcM especificos protegi® moderadamente (Bowden et al.,
1995a; Bowden et al., 2000). Asimismo, la inmunizacidon con el LPS-R purificado de B.
ovis indican que esta molécula es inmunogénica y protectora en el ratén en
contraposicion a los hallazgos obtenidos por otros autores (Jiménez de Bagués et al.,
1994; Estein et al., 2003). Por otra parte, el LPS-R de Brucella, al combinarse
fisicamente con Omp25 purificada con SDS, es capaz de restituir su antigenicidad original
(Cloeckaert et al., 1996). Esto ha planteado la necesidad de estudios en la formulacién o
disefio de potenciales vacunas que incluyan OMPs, en particular, cuando los Ac contra
epitopes expuestos son relevantes para la proteccion (Bowden et al., 1995).

- Fraccion SDS-I

La fraccién SDS-I contiene las OMPs mayores (50%), PG (30%) y LPS-S (1%) e induce
una actividad protectora en ratén comparable a la de B. melitensis H38 (S) inactivada
(Dubray y Bézard, 1980; Dubray, 1987; Winter y Rowe, 1988). Dado que el principal
componente de este extracto son las proteinas, se atribuyd a las OMPs la capacidad de
conferir proteccidon. Esta hipotesis fue descartada cuando la fraccion SDS-I, obtenida a
partir de cepas rugosas, resultd menos protectora que la aislada a partir de cepas lisas,
las cuales indujeron elevados titulos de Ac anti-LPS-S (Limet et al., 1987).

En bovinos, la inmunogenicidad de la fraccion SDS-I parece ser diferente de la
observada en el raton ya que su poder protector en vaquillonas gestantes es inferior al
obtenido con B. abortus S19 (Saegerman et al., 1994).

- Extracto HS (HS: “hot saline”)

Este extracto obtenido a partir de B. ovis esta esencialmente compuesto por OMPs
del grupo 3 (55%) y por LPS-R (33%) (Riezu Boj et al., 1986; Gamazo et al., 1989) y
muestra una eficacia proxima de la obtenida con la vacuna B. melitensis Rev.1 tanto en
ratdbn como en ovinos (Blasco et al., 1993a; Jiménez de Bagués et al, 1994; Murillo et
al., 2001). La evaluacién de la respuesta inmune contra este extracto demuestra que la
transferencia de suero hiperinmune anti-HS (obtenido por la administracion del extracto
HS en una formulacién con saponina (QS21)), confirié una proteccién mayor a aquella
obtenida por la transferencia LT sensibilizados obtenidos a partir de bazo o ganglio
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linfatico (Jiménez de Bagués et al., 1994).

En ensayos realizados con carneros se ha demostrado la actividad inmunogénica y
protectora del extracto HS y de las OMPs que lo componen, aunque también se le
atribuye al LPS-R un importante rol en la proteccidon contra B. ovis (Blasco et al., 1993a).
Recientemente, se ha confirmado en ovinos la seguridad y eficacia del HS formulado en
microparticulas respecto de B. melitensis Rev. 1 (Mufioz et al., 2006).

Por otro lado, un extracto HS preparado a partir de B. melitensis en fase lisa, e
incorporado en liposomas, protegid contra la especie homodloga (Vitas et al., 1995). Es
pues probable que este extracto contenga las OMPs mayores y el LPS-S y que, en este
sentido se asemeje a la fraccién SDS-I, con la diferencia fundamental de la ausencia de
PG en el extracto HS. Ademas, recientemente, se ha demostrado que el extracto HS de
B. ovis encapsulado en microparticulas confiere proteccidon cruzada contra B. melitensis
en raton (Estevan et al., 2006).

Dado que el empleo de vacunas subcelulares obtenidas a partir de Brucella no elimina el
problema de la manipulacion del agente patdgeno se ha recurrido al desarrollo de nuevas
vacunas o vacunas de nueva generacion que incluyen desde la obtencién de cepas
atenuadas por mutacion de genes hasta la elaboracién de proteinas recombinantes e
inclusive a ADN.

Vacunas de nueva generacion

Los aportes de la biotecnologia y la ingenieria genética a la inmunologia han sido
cruciales para el desarrollo de estas nuevas vacunas. Las vacunas de nueva generacion
se conciben a partir de un conocimiento detallado de los mecanismos de patogenicidad
de los microorganismos y de la respuesta inmunitaria del huésped susceptible.

Vacunas a microorganismos vivos genéticamente atenuados
- Mutantes atenuadas a partir de cepas virulentas

Una estrategia en el desarrollo de nuevas vacunas implica la obtencién de
mutantes atenuadas a partir de mutaciones en genes de metabolismo o factores de
virulencia presentes en cepas virulentas.

Una mutante de B. melitensis 16M denominada purE201 (cepa “aromatico-
dependiente”) a pesar de su inmunogenicidad, resultd demasiado virulenta para
pequefios rumiantes (Cheville et al., 1996). Por otra parte, la inmunizacién con la
mutante VTRM1 protegid parcialmente contra la infeccion y el aborto de cabras prefadas
(Elzer et al., 1998). Recientemente, la administracion parenteral u oral de otra mutante
autotrofica denominada B. melitensis WR201 protegié contra el desafio intranasal con B.
melitensis 16M. Cabe destacar que la administracion enteral estimuld la respuesta
inmune sistémica y una proteccién adicional a nivel del sistema inmune comun de
mucosas (Izadjoo et al., 2004)

Entre otras mutantes en factores de virulencia, se han ensayado mutantes en genes que
codifican para el LPS o las OMPs. En el primer caso, cabe mencionar la obtencién de una
mutante rugosa a partir de B. abortus 2308 mediante una delecién en el gen que codifica
para la fosfoglucomutasa (pgm). Esta vacuna ensayada en ratén, estimula una respuesta
Th1, confiere una proteccion similar a la cepa 19 contra B. abortus y ademas no induce
Ac contra el PSO (Ugalde et al., 2003).
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Las mutantes en el gen omp25 de B. abortus (BA25), de B. melitensis (BM250[1) y de
B. ovis (BO2500) resultaron atenuadas en ratones. La proteccion conferida por BM25
frente al desafio con B. melitensis patdgena fue similar a la conferida por Rev. 1 en ratén
y cabras (Edmonds et al., 2002b). Por otro lado, esa mutante confiri6 mayor proteccion
que Rev. 1 contra B. ovis en ratén (Edmonds et al., 2002a).

- Mutantes en antigenos inmunodominantes a partir de cepas vacunales

Otra estrategia para el desarrollo de vacunas vivas consiste en eliminar de las

cepas vacunales algun antigeno que pueda servir como marcador de infeccion (antigeno
inmunodominante). Es decir, que disponiendo de una prueba seroldgica especifica para
detectar Ac contra el antigeno en cuestion, los infectados reaccionarian, en tanto que los
vacunados no lo harian. En este contexto, se han desarrollado mutantes de la cepa 19
gue presentan deleciones que actian como marcadores de la cepa. La cepa B. abortus
S19S0D sufrid la remocion del gen que codifica para SOD dependiente de Cu-Zn. La cepa
S19031KL posee una delecién del gen para una proteina de 31 kDa (BCSP31). Ambas
cepas han sido evaluadas en ratones y en bovinos. En bovinos, han mostrado ser
inmunogénicas y conferir proteccion contra el aborto tras infeccion experimental por la
cepa B. abortus 2308 (Cheville et al., 1993). Sin embargo, ni la SOD ni la BCSP31
resultan inmunodominantes tras la infeccidon por dicha cepa.
La cepa 19 y la Rev.1, fueron modificadas por eliminacién del gen para la proteina P39
(Tibor et al., 1998). En otros ensayos ambas cepas fueron delecionadas en BP26
(Boschiroli et al., 1995; Boschiroli et al., 1997; Cloeckaert et al., 2004). Ambas cepas
mutantes presentaron virulencia residual y capacidad protectora similares a las cepas
parentales en ratén y en el caso de la mutante en BP26, también en bovinos (Campos et
al., 2002).

Recientemente, mutantes de la cepa 19 en el gen cgs que codifica para la enzima que
participa en la sintesis de glucanos ciclicos (Briones et al., 2001) y bmp18 (Cravero et
al., 1993; Campos et al., 2002) resultaron mas atenuadas que la cepa 19 y confirieron
niveles de proteccién similares frente al desafio con B. abortus patdogena en el modelo
ratén y en bovinos.

Vacunas vectorizadas en virus

La utilizacion de virus como vectores de expresion in vivo de Ag protectores es un
enfoque que relune varias propiedades interesantes (Espodsito y Murphy, 1989). En efecto,
virus Pox tales como el de la vaccinia, pueden contener una apreciable cantidad de
genoma foraneo, permitiendo subclonar secuencias relativamente largas o incluso varios
genes diferentes; ademas por ser parasitos intracelulares obligados, pueden glicosilar
aprovechando la biosintesis de la célula huésped; ademas, la posibilidad que los Ag sean
presentados por la via enddgena, y activen mecanismos de inmunidad mediada por
células, resulta de especial interés en brucelosis.

Los genes de la superodxido-dismutasa dependiente de Cu y Zn (SOD Cu/Zn) y del
equivalente de la proteina HtrA fueron expresados en virus vaccinia (Toth et al., 1995).
La inmunizacién de ratones con estos virus vivos recombinantes por separado indujo Ac
contra solo una de las proteinas (HtrA). La inmunizacién con otras proteinas expresadas
en este sistema (GroEL, L7/L12) (Baloglu et al., 2000; Baloglu et al., 2005) estimuld la
respuesta humoral pero no protegié contra B. abortus en ratén.
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- Vacunas recombinantes en Salmonella

La idea que sefala a las vacunas vivas como inductoras de inmunidad de larga duracion
con un componente celular importante, unida a la concepcién de la vacunacién oral
mediante bacterias capaces de estimular eficazmente al sistema inmunitario asociado a
las mucosas ha llevado a ensayar Ag de Brucella expresados en vectores bacterianos
como Salmonella (Schodel, 1992). Un gen que codifica para la proteina de 31 kDa
(BCSP31) (Bricker et al., 1988; Mayfield et al., 1988) fue subclonado en una cepa
auxotrofica de Salmonella typhimurium. La inmunogenicidad de esta construccion fue
luego estudiada en el raton (Stabel et al., 1990). La inmunizacién por via oral, si bien
indujo respuesta mediada por Ac y por células contra el portador (Salmonella), fracasé
en la induccion de respuesta celular contra BCSP31 pura. Igualmente, la respuesta en
IgA secretoria intestinal fue pobre contra la proteina pero intensa contra el vector. La
virulencia residual de la cepa fue escasa, desapareciendo de los tejidos a las tres
semanas post-inoculacién. La misma BCSP31 fue introducida en una cepa de S. cholerae
suis que presenta una doble delecién (gen de la adenilato ciclasa y gen cdt,
probablemente implicado en la penetracion transintestinal). Ensayada por via oral en
ratones y en el cerdo, los resultados fueron contrastantes. Mientras que en el ratén se
obtuvieron Ac anti-BCSP31 en el suero y en intestino, en el cerdo la respuesta fue
esencialmente celular, en ausencia de niveles significativos de Ac (Stabel et al., 1993;
Stabel et al., 1994).

Vacunas a microorganismos recombinantes inactivados

La inmunizacidén de ratones con AcM dirigidos contra antigenos de la membrana externa
o la utilizacidon de técnicas que detectan antigenos o epitopes que estimulan la respuesta
celular, han permitido identificar moléculas blanco de efectores protectores. Cuando los
antigenos protectores son proteinas se utilizan como vectores de expresion bacterias
(principalmente E. coli), las levaduras o baculovirus. Estos microorganismos contienen
genes heterélogos que codifican para el Ag inmunizante y ademas pueden codificar para
otros agentes estimulantes (ejemplo: citoquinas).

En los Ultimos afios se ha evaluado el rol de algunas OMPs clonadas en E. coli, libres asi
de otros componentes de Brucella. En el ratéon, la inmunizacién con E. coli expresando
Omp25 de B. melitensis en la membrana, protegié contra B. melitensis. Esta proteccién
fue dependiente del grado de exposicion de esta proteina en la cepa de desafio (Bowden
et al., 1998). En otro ensayo, la vacunacion con Omp31 de B. melitensis expresada en E.
coli indujo buenos niveles de Ac y respuesta celular aunque no protegié contra B.
melitensis H38 (S), quizas debido a la presencia del PSO ocultando los epitopes de esta
OMP (Guilloteau et al., 1999). Por otro lado, la administracion de la misma recombinante
protegid contra B. ovis (resultados no publicados).

Otras proteinas como GroEL, GroES, SOD Cu-Zn, HtrA y YajC han sido clonadas vy
expresadas en virus vaccinia. Estas vacunas fueron inmunogénicas en ratéon pero no
protegieron contra B. abortus (Toth et al., 1995).

Vacunas subcelulares recombinantes

Como ya ha sido mencionado, se han identificado en Brucella varias proteinas
periplasmicas y citoplasmicas inmunogénicas cuyos genes ya han sido clonados y
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expresados en vectores adecuados. Estas proteinas recombinantes purificadas
formuladas con adyuvantes y/o citoquinas estimulatorias, potenciales inmundgenos
vacunales, han sido estudiados en el modelo ratén. Entre ellas, una proteina cuya funcién
y estructura ha sido caracterizada es: p18 o también denominada lumazina sintetasa de
Brucella (BLS). Esta proteina decamérica constituye un excelente carrier para vacunas a
subunidades ya que acepta la insercién de péptidos o proteinas en el extremo amino
terminal de cada mondmero sin alterar el plegamiento o la estabilidad de la quimera
(Laplagne et al., 2004; Sciutto et al., 2005). Por otro lado, datos recientes indican que
BLS es un potente estimulador de células presentadoras de Ag, siendo el principal blanco
las células dendriticas (CD) (Berguer et al., 2006).

Cabe destacar que hasta el momento, con los esquemas de inmunizacion empleados la
proteccion lograda no alcanzé los niveles o duracién despertados por las vacunas
tradicionales. La evaluacién de la actividad inmunogénica y de proteccidon de las citadas
proteinas recombinantes en ratones se muestra en la Tabla I.

Tabla I. Proteinas internas de Brucella ensayadas como vacunas recombinantes
en el modelo murino

Proteina Tipo de respuesta Protecciéon Referencia
recombinante

SOD CuZzn IMAC No Tabatabai y Pugh, 1994
HtrA IMAC No Roop et al., 1994
GroEL IMC No Lin et al., 1996
GroES IMC - Oliveira et al., 1996a
UvrA IMC - Oliveira et al., 1996a
L7/L12 IMC Si Oliveira et al., 1994; Oliveira et al., 1996b
YajC IMC - Vemulapalli et al., 1998
22,9 kDa IMC Si Céspedes et al., 2000
BFR IMC No Al-Mariri et al., 2001
P39+ CpG IMAC e IMC Si Al-Mariri et al., 2001
cp24 IMC No Cassataro et al., 2002
GAPDH + IL-12 IMC Si Rosinha et al., 2002
BLS IMAC e IMC Si Velikovsky et al, 2003
Omp31 IMAC e IMC Si Cassataro et al., 2005a

En la formulacidn de estas vacunas se han utilizado diferentes adyuvantes para potenciar
la respuesta inmunitaria. Entre ellos pueden mencionarse el adyuvante de Freund
incompleto (AFI), el dimicolato de trealosa (DMT), muramil dipéptido (MDP) vy
monofosforil lipido A (MPL), todos estimulantes de la respuesta Thl (Schurig et al.,
2002). Con el mismo propdsito se han empleado las proteinas asociadas a dinucledtidos
CpG no metilados (Al-Mariri et al., 2001a) de ADN bacteriano o genes que codifican para
citoquinas estimulatorias como la IL-12 (Rosinha et al., 2002).

Otras alternativas de inmunizacion se han basado en el empleo de extractos obtenidos a
partir de bacterias recombinantes. Un extracto enriquecido en Omp31 de B. melitensis
administrado solo o asociado al LPS-R purificado protegié contra B. ovis en el modelo
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ratéon (Estein et al., 2003). Por otra parte, indujo la produccion de Ac que median lisis
por activacion del complemento y una respuesta de hipersensibilidad retardada en ovinos
(Estein et al., 2004).

Vacunas peptidicas

La posibilidad de favorecer el desarrollo de una respuesta inmune celular mediante
péptidos ha sido aln poco estudiada en brucelosis. Un péptido de 14 aminoacidos
obtenido por sintesis a partir de la secuencia de la SOD de B. abortus dependiente de Cu
y Zn fue capaz de reducir la infeccion esplénica en 1 log, en tanto que adyuvado con
MPL, la reduccion alcanzé 2 log (Tabatabai y Pugh, 1994). Recientemente, la
inmunizacion con un péptido de 27 aminoacidos derivado de Omp31 en adyuvante indujo
una respuesta Th1l y protegié en 1,15 log contra B. melitensis (Cassataro et al., 2005a).

Sin embargo, la variabilidad haplotipica a nivel de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad, hace poco probable que un solo péptido pequeno, cercano al tamafio
gue acomoda una molécula de clase II, pueda inmunizar poblaciones de individuos.

Vacunas de ADN

La inmunizacién con acido desoxirribonucleico (ADN) representa un nuevo enfoque para
el desarrollo de vacunas. En la inmunizacién genética el antigeno es naturalmente
procesado y presentado por las vias endosémica y citosdlica, promoviendo asi respuestas
mediadas por Ac y células (Tang et al., 1992; Babiuk et al., 1999). Al inyectar el ADN,
las células del organismo vacunado son transfectadas con el plasmido in vivo e inician la
sintesis del Ag en cuestion cuyo nivel de expresion esta en el orden de los nanogramos vy
picogramos (Gurunathan et al., 2000a; Gurunathan et al., 2000b)

El empleo de estas vacunas tiene la ventaja de generar una respuesta especifica contra
la/s proteina/s codificadas por el ADN en la célula, eliminando por lo tanto el riesgo de
infeccién; son muy estables y resistentes a los cambios de temperatura a diferencia de
las vacunas convencionales. Finalmente, la produccion a gran escala se puede efectuar
por métodos estandarizados, relativamente simples y econdmicos (Donnelly et al.,
2000).

En brucelosis, el empleo experimental de este tipo de vacunas incluye estudios de
proteccién en ratén con plasmidos codificando para L7/L12 (Kurar y Splitter, 1997), P39,
BFR (Al Mariri et al., 2001a; Al Mariri et al., 2001b), SOD Cu/Zn (Ofnate et al., 2003) solo
o asociado a IL-2 (Gonzalez-Smith et al., 2006), BLS (Velikovsky.et al., 2002) y Omp31
(Cassataro et al., 2005b). Aunque estas vacunas inducen una respuesta inmune de perfil
Thl no se han logrado los niveles de proteccion obtenidos con las vacunas vivas
atenuadas (Schurig et al., 2002). Por otro lado, BMP18 (Vemulapalli et al., 2000), CP24
(Cassataro et al., 2002) y la proteina del estrés térmico GroEL (Leclercq et al., 2002)
indujeron respuesta Thl pero no protegieron. Recientemente, se ha identificado bp26 y
una chaperona como interesantes candidatos para la inmunizacién plasmidica, al menos
en el modelo murino (Yang et al., 2005).
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Conclusion

La vacunacion es probablemente la medida de control mas econdmica contra la
brucelosis principalmente en paises con alta prevalencia. En el desarrollo de nuevas
vacunas hay dos lineas de investigacion principales: las vacunas atenuadas y las
subcelulares. Las vacunas subcelulares formuladas con antigenos que inducen una
respuesta inmune protectora son mas seguras ya que no entrafan riesgo de infeccién y
su produccidon es mas estandarizada. Por otro lado, el empleo estas vacunas inertes seria
esencial en la etapa de erradicacién de una enfermedad, asumiendo que esto implica la
ausencia del agente del ecosistema, por lo que el uso de vacunas atenuadas se veria
necesariamente suspendido en las etapas finales de aquella. La vacuna subcelular podria
en, en cambio, continuar proveyendo inmunidad mas alld de la desaparicién virtual del
agente.

Los aportes de la biotecnologia a la inmunologia han permitido el desarrollo de nuevas
vacunas como proteinas recombinantes o vacunas a ADN. Algunas de estas vacunas son
inmunogénicas y confieren proteccion en el raton pero su seguridad y eficacia debera ser
evaluada a campo en el huésped susceptible.
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