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La brucelosw conshtaye un problema constante para
los ganaderosml mundial. Se le conoce como la
* enfermedad del aborto infeccioso y ocasiona grandes

pérdidas ¢ econémicas en la ganaderia, prmcipahnen—

pueden verse afectados por esta enfermedad mani-
festando sinto €Omo fiebres intermitentes. La in-
feccion se prod prmapa]mente por la ingestion
de productos lacteos provementes de animales enfer-

N mos, asi cOmo por heridas abiertas (Seleem, Boyle v
. Srlranganathan, 2010) (figura1).
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IR Es.lmportante destacar que esta enfermedad cons-
« tituye un problema de salud publica en paises en de-
R _.sarrollo y puede llegar a tener graves implicaciones

sanltarlas dado que es un riesgo ocupacional para tra-
s de laberatorio, veterinarios, trabajadores
faderos, granjeros y cuidadores de animales.
isten ales positivos en Europa, el oeste asia-
0, Africa y en todo el continente americano, con
‘importantes tasas de prevalencia que pueden llegar
hasta 20.3% en ganaderlas lecheras. Estudios realiza-
‘dos en algunos paises sudamericanos reportan costos
'que sobrepasan los 20,000 dolares americanos diarios
Jpor concepto de prevenciony tratamiento de la enfer-
~ medad en animales (El-Sayed y Awad, 2018). En paises
# pon extensas areas rurales es donde mayor impacto
cioecondmico tiene, especialmente si los ingresos
e las comunidades dependen de la cria de animales
~ de produccion o silos estandares de higiene en la cria

~ de estos animales son bajos.
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Sangre, Orina, Semen,
Secreciones vaginales,
Placenta y fetos

Leche cruda
y sus derivados

Figura 1. Ciclo de transmisién y reservorios de Brucella spp.

¢QUE ES LA BRUCELOSIS Y QUE LA
OCASIONA?

La brucelosis es una enfermedad
infecciosa causada por bacterias del
género Brucella spp. Estas bacterias
infectan al ganado y se transmiten
facilmente entre individuos de espe-
cies diferentes incluyendo al hom-
bre. La transmision entre animales
de granja se da principalmente por la
ingestién de alimentos o agua conta-
minada, por descargas uterinas, fe-
tos abortados 0 membranas fetales e
incluso lamiendo los genitales de los
animales enfermos (Elfaki, Alaidan y
Al-Hokalil, 2015). Ademas, los machos
infectados también pueden propagar
la infeccién entre las hembras a través
del apareamiento natural y la insemi-
nacion artificial. El género de Bruce-
1la spp. se subdivide en seis especies
principales: B. abortus, B. melitensis,
B. suis, B. ovis, B. canisy B. neotomae
que infectan a vacas, cabras, cerdos,
ovejas, perros y roedores, respectiva-
mente.

Estas bacterias son cocobacilos
Gram negativos, generalmente dis-
puestos individualmente, aunque en
ocasiones se agrupan en parejas o en
grupos pequenos y son organismos
parasitos que se hospedan dentro
de las células y pueden sobrevivir en
presencia o ausencia de oxigeno. Exis-
ten dos tipos de colonias obtenidas al
sembrar en medio sélido las especies
del género Brucella, las cuales se cla-
sifican como lisas o rugosas (Samar-
tino, Arregui y Martino, 2017). Dentro
de éstas las cepas lisas son las mas vi-
rulentas, este aspecto de las colonias
se debe ala expresién de cierto tipo de
estructuras llamadas lipopolisacari-
dos (LPS) en la superficie de la bacte-
ria y durante su crecimiento pueden
experimentar cambios 0 mutaciones
que afecten su expresion pasando de
rugosas a lisas o viceversa (Lapaque et
al, 2005).
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CONTROLY
PREVENCION
DE ESTA
ENFERMEDAD

El control de esta enfermedad se fun-
damenta en dos pilares: el primero
es la eliminacién de los reservorios,
para lo cual es necesario identificar y
eliminar de los rebanos todos los ani-
males reaccionantes a las pruebas de
diagndstico. Las pruebas seroldgicas
se basan en reacciones de aglutina-
cién en sangre, que permiten detectar
anticuerpos especificos que se produ-
cen ante la presencia de este microor-
ganismo, los anticuerpos se expresan
ante la presencia de LPS o proteinas
de la membrana de esta bacteria y
esta interaccion se puede observar en
el suero al agregar diferentes coloran-
tes alareaccién (Zhang et al 2018).

Entre las pruebas seroldgicas més
utilizadas se encuentran la prueba de
rosa bengala (RBT), prueba de fija-
cién del complemento (FCT), prueba
de aglutinacion lenta en tubo (SAT),
rivanol y 2 mercaptoetanol (2-ME).
También se estandarizan y validan
nuevos métodos, como los molecu-
lares (PCR y q PCR), asi como ELISA
y prueba de fluorescencia polarizada
(FPA), en los cuales también se de-
tecta la presencia de anticuerpos. Es
importante destacar que la prueba de
FPA detecta de una manera novedosa
los anticuerpos presentes en el suero.
En esta prueba se mide el cambio en
el angulo de difraccién que ocurre
cuando el antigeno se une al anticuer-
po, lo que provoca una polarizacién
cuantificable de la luz. La metodolo-
gia es altamente sensible y especifica
aungue aun se trabaja en la estandari-
zacion de la misma para detectar anti-
cuerpos en diferentes matrices.
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El segundo pilar se basa en la va-
cunacion, en las zonas donde la bru-
celosis es endémica suele utilizarse la
vacunacion para reducir la incidencia
de la infeccidn. Desde principios del
siglo XX, comenzaron los trabajos de
investigacion sobre el desarrollo de
vacunas contra la brucelosis. Durante
su desarrollo se han formulado va-
cunas de cepas inactivadas, de cepas
lisas vivas atenuadas y cepas rugosas.
Enlaactualidad existe un grupo de va-
cunas comerciales que son utilizadas
en los diferentes programas de erra-
dicacién de esta enfermedad a nivel
mundial (Dorneles, Sriranganathan y
Lage, 2015). Las cepas atenuadas mas
utilizadas son de B. abortus s19 para
el ganado bovino y de B melitensis
Revl para ovejas, que han disminuido
la incidencia de brucelosis en ganado.
En cuanto a las vacunas atenuadas
rugosas aprobadas de manera oficial,
la RB51 es la tnica que se encuentra
actualmente en el mercado (Moriyén
et al, 2004). Estas vacunas proporcio-
nan la proteccién deseable porque
tienen todos los componentes inmu-
nogénicos de replicacion e invasién
celular y pueden inducir una gran
respuesta inmunitaria en el huésped.
Ademas, pueden prevenir el aborto y
la transmision de la enfermedad.

No obstante, las vacunas atenua-
das, a pesar de su uso extendido, pre-
sentan ciertas desventajas: son infec-
ciosas para los humanos y pueden ser
abortivas cuando se usan en animales
gestantes (Hou, Liu y Peng, 2019). Por
otrolado, su uso induce una respuesta
inmune no diferenciada, esto provoca
que las pruebas serolédgicas no siem-
pre aclaren si un animal determinado
estd infectado o muestra anticuerpos
posvacunales, complicando el diag-
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nostico. Por estas razones se conti-
nudan los esfuerzos en el desarrollo
de nuevas vacunas o la mejora de las
disponibles actualmente, ya sea me-
jorando la inmunogenicidad o redu-
ciendo la virulencia de las bacterias
para cumplir con los requisitos de
una vacuna viva.

NUEVA
GENERACION
DE VACUNAS
CONTRA
BRUCELLA SPP.

El conocimiento y manipulaciéon
del genoma, asi como las nuevas
tecnologias, han permitido la crea-
cién de novedosos candidatos vacu-
nales, que en un futuro puedan ser
comercializables y no presenten las
carencias de las vacunas actuales.
Utilizando este nuevo conocimiento
adquirido, se han implementado va-
rias metodologias para crear nuevas
vacunas, aunque no todas muestran
un futuro prometedor. En este apar-
tado se discutiran algunas de las nue-
vas estrategias con mayor perspecti-
va.

La recombinaciéon homdloga
es un proceso celular que ocurre de
manera natural en las bacterias, este
proceso se ha logrado manipular
para el desarrollo de cepas atenua-
das. Estas nuevas cepas tienen inte-
rrupcion en genes implicados en la
biosintesis de la membrana celular
y la capa LPS, dando como resultado
mutantes rugosas, que no sélo son
ttiles para el diagndstico seroldgico
de rutina, sino también para mejo-

¢Sabia qué?

La brucelosis es una enfermedad
que no tiene tratamiento y puede
ocasionar grandes pérdidas
econdmicas a los ganaderos.

Prevenga

aivewmnd@'“

Cepa 19: para hembras entre los
3:00 y 9:00 meses exactos de edad

Cepa RB 51: para hembras entre los
3:00 y 9:00 meses. Revacunacion

entre los 9y 15 meses y hembras
mayores de 5 afios no gestantes.

rar la eficacia de la proteccion. Esta
estrategia permitiria en un futuro
contar con nuevas vacunas de ce-
pas vivas rugosas que naturalmente
disminuyan los efectos secundarios
negativos de la vacunacién (Lal-
siamthara y Lee, 2017). La ingenieria
genética ha permitido utilizar algu-
nos microorganismos no patdégenos
como Salmonella spp., Lactococcus
lactis, E. coli y Semliki Forest Virus,
que se han empleado como vectores
para administrar el antigeno de Bru-
cella spp. en sitios importantes des-
de el punto de vista preventivo. Esto
funcionaria como una alternativa al
uso de una cepa atenuada o rugosa
de Brucella spp., pero que al ser una
célula completa podria elevar igual-
mente la respuesta inmunitaria, lo-
grando una proteccién por inmuni-
zacion (Gheibi et al, 2018).
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Otra propuesta relevante no con-
templa el uso de células completas
en ninguna de sus variantes, si no el
uso de proteinas o ADN con capa-
cidad inmunizante. Las vacunas de
ADN han surgido como parte de esta
iniciativa y se basan en la utilizacién
de un pldsmido que expresa un gen
codificante del antigeno de interés.
En la formulacién de estas vacunas
se incluyen los pldsmidos que co-
difican para genes de Brucella spp.,
y aunque el uso de un adyuvante
no es estrictamente necesario, si es
recomendable. Los péptidos sintéti-
cos igualmente son capaces de esti-
mular la produccién de anticuerpo
anti-Brucella y esta capacidad se ha
observado en modelos in vitro (Lal-
siamthara y Lee, 2017). Las proteinas
recombinantes se han empleado
en diferentes dreas médicas. Su uso
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permite la producciéon en masa de
proteinas de interés con un alto ren-
dimiento y pureza. La metodologia
de produccién de estas proteinas es
relativamente sencilla y segura, lo
cual la convierte en una opcién muy
atractiva. Sin embargo, algunas de
estas proteinas recombinantes tien-
den a tener un efecto pobre sobre el
sistema inmunoldgico y no logran
levantar una respuesta protectora
a largo plazo (Costa-Oliveira et al,
2010).

La mejora en la eficiencia de este
tipo de vacunas depende de la pro-
teina utilizada, por lo que es funda-
mental la busqueda de los mejores
candidatos parala misma. Una de las
vacunas mas prometedoras son las
vacunas con base en nanoparticulas;
éstas se fabrican a partir de la encap-
sulacién de antigenos dentro de los
nanoportadores o sobre la superficie
de éstos (Hou, Liu y Peng, 2019). Los
nanoportadores proporcionan una
ruta adecuada de administracién de
antigenos y mejoran la absorcién
celular, lo que da como resultado res-
puestas inmunes m4s altas en com-
paracion con los antigenos no conju-
gados, ademas de generar respuestas
inmunes en los drganos linfoides,
logrando una mayor eficiencia de la
vacuna. No obstante, como en los ca-
sos anteriores, a pesar de los buenos
resultados obtenidos en modelos in
vitro y modelos murinos, no se han
logrado implementar en otros mo-
delos animales (Martins et al, 2012;
Olsen, 2013).

CONCLUSIONES
Y PERSPECTIVAS

La vacunacién es una estrategia cri-
tica para el control de la brucelosis y
los programas de erradicacién. Sin
embargo, debido a algunos efectos
secundarios mostrados por cepas
tanto lisas como rugosas, contindan
los esfuerzos en la busqueda de nue-
vas vacunas. Teniendo en cuenta que
el genoma de Brucella se ha secuen-
ciado,ademas delos avances enlain-
genieria genética y la bioinformatica,
las vacunas lisas y rugosas diseniadas
tienen el potencial de ser, en un fu-
turo no muy lejano, el control de la
brucelosis en comparacién con las
vacunas de subunidades.

Es importante destacar que para
todos los casos las vacunas aun es-
tan lejos de poder implementarse y
comercializarse, debido a que éstos
sélo se han evaluado en modelos in
vitro o en ratones. Aun se necesitan
estudios adicionales en términos de
seguridad, eficacia y otras caracte-
risticas deseables. Otra barrera es la
presencia de agencias gubernamen-
tales de regulacion en paises donde
esta enfermedad es endémica, dado
que muchas veces éstas se resisten a
invertir y trabajar con nuevas vacu-
nas. Aun asi el auge en la investiga-
cién de cepasy candidatos vacunales
ma4s eficientes finalmente obligard a
estas agencias a considerar nuevas
opciones.

Vacunas comerciales 519,

Desarrollo de nuevas
vacunas

vectores , vacunas de ADN , proteinas
recombinantes vacunas de
nanoparticulas.

Nuevas cepas vacunales, vacunas de

RB51,Revl

Diagnostico seroldgico)

RBT, FCT, SAT, Rivanol, 2-
ME

' Desarrollo de nuevos
métodos de

diagndstico

ELISA, PCR, qPCR, FPA

Figura 2. Esquematizacién de la campafia para la erradicacién de Brucella. Vacunacion del
ganado con cepas comerciales (S19, RB5], Revl) a la par que se desarrollan nuevos candidatos
vacunales. Diagndstico con los métodos seroldgicos aprobados y validados: prueba de rosa ben-
gala (RBT), prueba de fijacién del complemento (FCT), prueba de aglutinacién lenta en tubo
(SAT), rivanol y 2 mercaptoetanol (2-ME) a la par que se desarrollan y validan nuevos métodos
de diagndstico: ELISA,PCR, PCR en tiempo real (qQPCR) y la prueba de fluorescencia polarizada

(FPA).
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