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INTRODUCCION

La brucelosis, también conocida como fiebre de Malta, fiebre ondulante,
enfermedad de Bang o fiebre del Mediterraneo, corresponde a una zoonosis
presente en casi todos los paises del mundo, evidenciando indices mayores en los
gue aun se encuentran en vias de desarrollo. Si bien su tasa de mortalidad en los
seres humanos es relativamente baja, los signos y sintomas implicados
generalmente impiden a la persona realizar sus actividades cotidianas, e inclusive,

los casos cronicos y las complicaciones con frecuencia resultan discapacitantes.

Durante 2006 se reportaron 1,339 casos de brucelosis humana en la Republica
Mexicana, encontrandoseles distribuidos en todas las entidades federativas del

pais. (46, 74)

Cabe sefialar que aun no se conocen del todo las interacciones de la bacteria con
las células del hospedero ni los mecanismos de accion de ciertos factores de
virulencia, por lo que las investigaciones sobre estas tematicas contindan en

proceso.



El diagnostico de la brucelosis sigue considerandose complicado, debido a que las
manifestaciones clinicas del padecimiento son poco especificas y la presencia de
anticuerpos contra Brucella entre la poblacion saludable de los lugares en donde
la enfermedad es comun dificulta la interpretacion correcta de las técnicas

basadas en pruebas seroldgicas.

El presente trabajo pretende dar a conocer los hallazgos recientes en diversos
aspectos de la brucelosis humana, incluidos los factores de virulencia de la
bacteria, la patogenia asociada al padecimiento, las medidas de prevencion y el
tratamiento, asi como lo referente al desarrollo de vacunas razonadas y los

meétodos de diagndstico desarrollados hasta el momento.

OBJETIVOS

e Describir las caracteristicas del género Brucella y las manifestaciones de la

brucelosis subclinica, aguda, subaguda y crénica en los seres humanos.

e Mencionar los principales factores de virulencia de Brucella, subrayando su

posible papel en la patogenia relacionada con la enfermedad.

e Sefalar los métodos de prevencidn de la brucelosis y analizar los estudios
destinados a desarrollar vacunas contra la brucelosis para su aplicacion en

los seres humanos.



e Describir el tratamiento de la infeccion asi como los métodos de
diagnostico utilizados actualmente para detectar los casos de brucelosis

humana.



|. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

A. Microscopia

El género Brucella esta conformado por cocobacilos, cocos y bacilos cortos,
Gram negativos, de 0.5 a 0.7 um de ancho por 0.6 a 1.5 um de largo. Son
microorganismos inméviles, no esporulados y no capsulados que
generalmente no se encuentran agrupados, aunque ocasionalmente forman
acumulos o cadenas cortas. Crecen en condiciones de aerobiosis, siendo
favorecidos por atmosferas de 5-10% de CO, y no pueden desarrollar bajo
condiciones anaerdébicas. Se reproducen en un rango de temperatura de 20 a
40°C, siendo su temperatura 6ptima de 37°C y su pH oOptimo de 6.6 a 7.4.
Estas bacterias son consideradas parasitas intracelulares facultativas, tanto

de fagocitos profesionales como de numerosas células somaticas. (74, 105)

Se han clasificado seis especies de acuerdo con su variacidon antigénica,
diferencias fenotipicas y su huésped primario: Brucella melitensis (ganado
caprino y bovino), Brucella abortus (ganado vacuno), Brucella suis (ganado
porcino), Brucella canis (perros), Brucella neotomae (ratas de la madera del

desierto) y Brucella ovis (ganado ovino). B. melitensis, B. suis, B. abortus y B.



canis pueden infectar al ser humano, siendo la primera de ellas la mas

peligrosa. (40, 57, 89)

Existen reportes de infecciones con Brucella en una gran variedad de
mamiferos marinos como focas, delfines y ballenas, sin embargo las
caracteristicas generales de las bacterias aisladas son distintas a las de las
seis especies reconocidas, por lo que se ha propuesto la inclusion de dos
nuevas especies con los nombres Brucella pinnipediae (foca) y Brucella
cetaceae (ballena). Se han reportado algunos casos de infecciones con estas

bacterias en humanos. (19, 34, 39, 86)

Por otro lado, existe controversia sobre la division de este género en seis 0
mas especies. Se ha propuesto que el género Brucella esté conformado por
una sola especie, B. melitensis, de la cual se derivardn biovariedades; esto,
tomando como base los resultados de experimentos de hibridacion ADN-ADN
donde se ha descubierto una homologia notable en el material genético de
estas bacterias y la secuenciacién del gen 16S RNA, cuyos resultados indican
que es imposible realizar la diferenciacion de las especies a través de este
método. Adicionalmente, en estudios de tipificacibn de la secuencia de
insercion 1S711 y sobre el gen omp2 se ha demostrado poca 0 ninguna
diferencia entre B. suis y B. canis. Sin embargo, con el método de
amplificacion selectiva de fragmentos de ADN (AFLP por Amplified Fragment
Length Polymorphism), se ha demostrado un polimorfismo significativo del

ADN que permite la diferenciacion de las especies y que justifica la



clasificacion actual. De cualquier forma, en los terrenos practicos se continda

utilizando la clasificacion de seis especies. (19, 24, 40, 96)

Brucella melitensis causa una enfermedad altamente contagiosa en el ganado
caprino y bovino pero también puede infectar al ganado vacuno y se le
reconocen tres biovariedades. Brucella suis tiene cinco biovariedades y un
rango de hospederos mayor al de otras especies del género, las
biovariedades 1 y 3 infectan primordialmente al ganado porcino, la 2 causa
infeccidon en liebres salvajes europeas, la 4 es responsable de infecciones en
renos y caribles y la 5 fue aislada de roedores en la URSS; todas sus
biovariedades pueden ser transmitidas al hombre con la posible excepcion de

la 2. (23, 89)

Brucella abortus infecta primordialmente al ganado vacuno, pero puede ser
transmitido a bufalos, camellos, venados, perros, caballos, borregos y a los
humanos; actualmente, se le reconocen ocho biovariedades. B. canis infecta a
los perros y hasta el momento no se han reportado infecciones en otras
especies animales, aunque si en el ser humano; no se le han reconocido

biovariedades y la cepa de referencia es la RM6/66. (23, 89)

B. ovis es responsable de infecciones en carneros y ovejas pero no infecta a
otros animales ni al ser humano, las cabras son susceptibles a la enfermedad

por infeccidn experimental, y tampoco se le han reconocido biovariedades.



Tabla 1. Biovariedades y cepas de referencia de Brucella sp (23, 89)

Afno de
Especie Biovariedad | Cepade referencia Huésped Origen Geografico aislamiento
B. melitensis 1 16M caprino E.U. A, Década de los 50s
2 63/9 caprino Turquia Década de los 60s
3 Ether caprino Iltalia Década de los 60s
B. abortus 1 544 bovino Reino Unido 1950-1960
2 86/8/59 bovino Reino Unido 1950-1960
3 Tulya humano Uganda 1950-1960
4 292 bovino Reino Unido 1950-1960
S B3196 bovino Reino Unido 1950-1960
6 870 bovino Africa 1950-1960
7 63/75 bovino Polonia 1950-1960
9 C68 bovino Reino Unido 1950-1960
B. suis 1 1330 porcino E.U. A, 1950
2 Thomsen sin dato sin dato sin dato
3 686 porcino E.U. A 1963
4 40/67 venado Antigua U.R.S.S. 1967
3 513 sin dato sin dato sin dato
B. canis RM6/66 canino E.U. A 1968
B. ovis 63/290 ovino Australia 1963
rata de madera del
B. Neotomae 5K33 desierto E.U.A. 1968




La cepa de referencia de B. ovis es la cepa 63/290. B. neotomae infecta a la
rata de la madera del desierto en condiciones naturales y no se han reconocido
casos de infeccion de otras especies animales, ni se conocen biovariedades; la

cepa de referencia es la 5K33. (23, 89)

B. Propiedades culturales y macroscopia

Los medios mas utilizados para lograr el aislamiento primario de Brucella son el
agar suero dextrosa y el agar triptosa con suero bovino al 5%. Cuando hay la
posibilidad de que existan microorganismos contaminantes en la muestra, se
recomienda usar medios selectivos tales como el BCYE selectivo, o los medios
agar chocolate y agar suero dextrosa con antibidticos. La incubacion
correspondiente debe realizarse en un ambiente de 5 a 10% de CO, a 37°C.
Los miembros de este género son microorganismos de crecimiento lento y en
el aislamiento primario raramente se observan colonias antes de que

transcurran 48 horas de incubacion. (22)

Las colonias de B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. neotomae presentan una
superficie de aspecto liso y en cultivos subsecuentes pueden adquirir una
morfologia rugosa, mientras que a B. ovis y B. canis se les encuentra
Gnicamente en forma rugosa. En el primocultivo, en agar suero dextrosa
después de 48 h aparecen colonias con un diametro aproximado de 0.5 a 1.0
mm, elevadas, convexas, con contorno circular y orillas enteras. Las colonias
de cepas lisas presentan superficie brillante y un color amarillo palido. En luz
reflejada, estas colonias evidencian superficie lisa y brillante, son ligeramente

opalescentes y de color azul grisaceo. (22)



Las colonias de cepas no lisas son de tamafio y forma similares a las de las
lisas pero varian en color, consistencia y textura superficial. Las colonias
rugosas son considerablemente menos transparentes que las lisas, con una
superficie mas granular y opaca, y su color puede ser blanco, blanco
amarillento o café. Pueden presentarse también colonias con morfologia
intermedia entre la lisa y la rugosa y variantes mucoides que son similares a las

colonias rugosas en color y opacidad. (22)

Los medios de cultivo mas recomendados para la propagacion de estas
bacterias son: agar triptosa con suero bovino al 5%, agar suero dextrosa, agar
suero infusiébn de papa, agar Brucella suero, agar chocolate, agar sangre de
carnero al 5%, medio BCYE o BCYE selectivo. Los miembros de este género

usualmente no desarrollan en agar MacConkey y EMB. (22, 65, 70, 82)

Es importante sefialar que todos los cultivos que contengan alguna especie de
Brucella deben manejarse en un gabinete de seguridad bioldgica, puesto que
se recomienda trabajar con ellas bajo las especificaciones del nivel de

bioseguridad Ill. (65, 70, 82)



C. Sustancias de superficie

La composicion y estructura completa del lipopolisacarido de la membrana
externa de Brucella aun no se han determinado completamente. En el caso de
B. abortus se ha reportado que el lipido A estd compuesto por glucosamina,
acido n-tetradecanoico, acido n-hexadecanoico, acido 3-hidroxitetradecanoico y
acido 3-hidroxihexadecanoico. El centro del lipopolisacarido de B. abortus esta
formado por &cido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-2-octulosénico, glucosamina y

glucosa, pero las proporciones de estos azucares aun no se establecen. (93)

Las determinantes antigénicas principales de los lipopolisacaridos de la
membrana externa de B. melitensis, B. abortus y B. suis se han designado con
las letras A (por abortus) y M (por melitensis) y corresponden al antigeno O.
Mediante el estudio del polisacarido O del lipopolisacarido de la membrana
externa de B. abortus 1119-3 se comprobd que el antigeno A es un
homopolimero lineal, sin ramificaciones, de unidades de 4-formamido-4,6-
dideoximanosa (perosamina) unidas por enlaces «-1,2. El grado de
polimerizacion promedia las 96 y las 100 subunidades. Estudiando al
lipopolisacérido de la membrana externa de B. melitensis 16M se revel6 que el
antigeno M es también un polimero lineal sin ramificaciones de unidades de
perosamina pero, a diferencia del antigeno A, estd compuesto por una unidad
pentasacarida que contiene una secuencia de unidades aminoglicosilo unidas

por un enlace a- 1,3y cuatro enlaces a— 1,2. (13, 14, 23)
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Los antigenos A y M juegan un papel central en el diagnostico de la brucelosis,
ya que son antigenos inmunodominantes que pueden inducir respuestas con
anticuerpos en la mayoria de los animales expuestos a cepas lisas de Brucella;
la mayoria de las pruebas serologicas de diagndstico estan basadas en la
deteccidn de anticuerpos contra estos antigenos. Es importante sefialar que
dichas determinantes antigénicas pueden expresarse en grados diversos en la
misma bacteria, por lo que es posible observar un alto grado de reactividad
serologica cruzada entre algunas especies. El antigeno M predomina en
proporcion 20/1 en B. melitensis y el A predomina en proporcion 20/1 en B.

abortus, B. neotomae y B. suis. (13, 60, 82, 89)

El aspecto liso o rugoso de las colonias esta asociado a los antigenos A 'y M:
las colonias lisas presentan uno o ambos de estos antigenos, mientras que las
rugosas no. En general, las cepas lisas pueden experimentar variaciones hacia
el aspecto rugoso conforme se subcultivan, lo que se debe a una disminucion
de la expresién de genes codificadores de la glucosilacién adicional de las
fracciones polisacéridas del lipopolisacérido; ello trae como consecuencia la
disminucién en la virulencia y la menor reactividad con anticuerpos especificos
dirigidos contra cepas lisas de Brucella. Se propone que las cepas rugosas son
menos virulentas debido a dos causas: una mayor sensibilidad a la lisis
mediada por complemento y su incapacidad para replicarse intracelularmente.

(68)
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B. canis y B. ovis no contienen antigenos A y M en su lipopolisacéarido, existen
Gnicamente en la forma rugosa y, a pesar de ello, son virulentos. Se ha
confirmado la presencia de determinantes antigénicas unicas en el
lipopolisacéarido de B. ovis, pero en realidad alin no se conoce su estructura; tal
es el caso del antigeno R que se utiliza en las pruebas de aglutinacion con
sueros inmunes especificos. En comparacion con los lipopolisacaridos de
membrana externa de las bacterias lisas, los de los microorganismos rugosos
carecen de quinovosamina, tienen una concentracion menor de manosa y
glucosa, y una mayor proporcion de 2-ceto, 3-dioxioctonato. Se ha comprobado
que los sueros inmunes preparados contra lipopolisacaridos rugosos no
reaccionan con los lisos ni con el lipido A de las bacterias lisas. También se ha
demostrado la ausencia de reacciones cruzadas entre los lipopolisacaridos
rugosos de B. abortus, B. melitensis, B. ovis, y B. canis en pruebas de

identidad seroldgica. (68)

D. Pruebas de identificacion

La identificacion de Brucella en el laboratorio suele realizarse por medio de:
pruebas bioquimicas, sensibilidad a los colorantes, susceptibilidad a la lisis por
fagos y aglutinacion con sueros inmunes especificos. Las biovariedades dentro
de las especies se diferencian con base en combinaciones especificas de

estas caracteristicas. (22, 40, 65, 89)

En principio se debe verificar que las caracteristicas microscopicas de las
bacterias a identificar concuerden con las de este género bacteriano:

cocobacilos, cocos o bacilos cortos, Gram negativos, de 0.5 a 0.7 um por 0.6 a

12



1.5 um, sin agrupacion o formando acumulos o cadenas cortas. Deben ser

inmaviles, sin capsula ni esporas. (89)

1. Principales pruebas bioquimicas

a. Requerimiento de CO,: El cultivo se inocula por duplicado en agar suero
dextrosa o agar triptosa, un tubo se incuba en condiciones de aerobiosis
y el otro en atmésfera de 5 a 10 % de CO,. Un buen desarrollo en
presencia y ausencia de CO, indica que no hay mayor dependencia a
este gas, mientras que un buen crecimiento en presencia de CO; y
poco 0 ningun desarrollo en condiciones de aerobiosis indican
requerimiento de CO,. B. abortus generalmente requiere de CO, para

desarrollar. (22, 65, 70)

b. Produccién de H,S: La produccién de acido sulfhidrico se detecta al
suspender una tira impregnada con acetato de plomo sobre un tubo con
agar soya tripticasa (TSA) o agar suero dextrosa inoculado con el
cultivo. La tira no debe entrar en contacto con el medio ni con las
paredes del tubo de ensayo. El cultivo se incuba durante 4 6 5 dias y la
tira se examina y se reemplaza diariamente. El ennegrecimiento de la
tira por la formaciéon de sulfuro de plomo indica la produccién de H,S.

Con B. abortus y B. canis la prueba es positiva. (22, 65, 70)

13



Tabla 2. Diferenciacion de Brucella mediante pruebas bioquimicas (22, 70, 89)

Especie Biovariedad | Requerimiento | Produccion | Evidencia de hidrélisis
de CO, de H,S de la urea

B. abortus (+) + 1-2 horas
(+) + 1-2 horas
(+) + 1-2 horas
(+) + 1-2 horas

- - 1-2 horas
- ) 1-2 horas
- + 1-2 horas

OO0 WIN|F

- + 0-30 minutos
- - 0-30 minutos
0-30 minutos
- - 0-30 minutos
- - 0-30 minutos

B.suis

g wWwiN |-
1
1

=Y
1
1

Variable
Variable
3 - - Variable

B. melitensis

N
1
1

B. ovis + - -

B. canis - - 0-30 minutos

B. neotomae - + 0-30 minutos

(+) = La prueba es positiva para la mayoria de las cepas.

(-) = La prueba es negativa para la mayoria de las cepas.

14



c. Hidrdlisis de urea: Se utiliza un tubo con agar urea de Christensen, el
cual se inocula con una suspension densa de bacterias; la hidrélisis de
la urea produce carbonato de amonio el cual confiere al medio un pH
alcalino que vira el indicador del medio de amarillo a rosa. B. suis y B.
canis generalmente producen pruebas positivas a los 5 minutos de
incubacion y B. abortus después de una o dos horas, mientras que el

tiempo requerido por B. melitensis es variable. (70)

2. Pruebas de susceptibilidad a los colorantes

Se utilizan la fucsina basica y la tionina, generalmente a una concentracion de
20 a 40 ng de colorante por mililitro de medio. Se debe probar que la
concentracion utilizada pueda diferenciar entre cultivos control de B. melitensis,
B. abortus y B. suis. El medio se prepara calentando una solucién al 1% del
colorante en bafio Maria durante 20 minutos, se agrega después la cantidad
necesaria de medio de cultivo (agar triptosa o TSA), se mezcla y se vierte en

cajas Petri. (22, 70)

Por otro lado, se preparan suspensiones de cada cultivo a probar, asi como del
control, tomando una asada del cultivo y suspendiéndolo en 0.1 mL de solucién
salina estéril, procurando que la densidad sea similar en todos los casos. Las
cajas se dividen en cuatro cuadrantes, se aplica una asada en cada uno y los

cultivos se incuban con 10% de CO, a 37°C durante tres o cuatro dias, antes

15



Tabla 3. Diferenciacion de Brucella por susceptibilidad a la accion de

colorantes (22, 70, 89)

. . Crecimiento en
Crecimiento en Crecimiento en .
. . . . : presencia de
Especie Biovariedad presencia de presencia de fucsina basica
tionina, 20 pg/mL | tionina, 40 pg/mL 20 pg/mL

B. abortus 1 - - +
2 - - -

3 + + +

4 : : (+)

5 + - +

6 + - +

9 + - +

B.suis 1 + + ()
2 + - -
3 + + +

4 + + ()
5 + + -
B. melitensis 1 + + +
2 + + +
3 + + +

B. ovis + + ()
B. canis + + -
B. neotomae - - -

(+) = La prueba es positiva para la mayoria de las cepas.

(-) = La prueba es negativa para la mayoria de las cepas.

de examinarlos para ver si ocurre el desarrollo. La sensibilidad a estos

colorantes se utiliza no solamente para efectuar la identificacion de la especie,

sino también resulta muy util para determinar la biovariedad. (22, 70)
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3. Prueba de susceptibilidad a la lisis por fagos

Un gran numero de bacteri6fagos puede replicarse dentro de la célula
bacteriana del género Brucella causando su lisis posterior; en virtud de que
dichos fagos no afectan a bacterias de otros géneros y la respuesta es variable
entre cepas del género Brucella, el fendmeno resulta Gtil para identificar la
especie a la que pertenece un cultivo, asi como para distinguir entre las
diversas biovariedades. Los bacteriofagos usados en estas pruebas
pertenecen a la misma familia, Pedoviridae, morfotipo C1, y presentan una
cabeza hexagonal con 55 a 80 nm de ancho y una cola no contractil tubular de

14 a 33 nm de largo. (22, 47, 57, 89)

Los bacteriéfagos de Brucella se dividen en cinco grupos con base en los
hospederos que los alojan. El grupo uno, tipificado por la cepa Thilisi (Tb), es
capaz de replicarse unicamente en las células de Brucella abortus en fases
lisas o intermedias y podrian lograr una replicacion limitada en B. neotomae en
cultivos lisos o intermedios; a altas concentraciones, puede producir la lisis de

cultivos lisos o intermedios de B. suis. (22, 43)

El grupo dos comprende a los fagos tipificados por la cepa Firenze (Fi) 75/13,
que se replican en cultivos de B. abortus, B. neotomae y B. suis en sus fases
lisas e intermedias. EIl grupo tres incluye a los fagos tipificados por la cepa
Weybridge (Wb) que se replican en los cultivos de B. abortus, B. neotomae y B.

suis en sus fases lisas e intermedias. (22, 43)
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El grupo cuatro comprende a los fagos Berkeley (Bko, Bki y Bky). Bka, es el
mas util, y puede replicarse en cultivos lisos de B. abortus, B. melitensis, B.
neotomae y B. suis. El grupo cinco esta integrado por los fagos que causan lisis
en cultivos rugosos y todos son derivados del fago R que actia sobre los
cultivos no lisos de B. abortus. El fago R/O lisa a B. ovis y algunas cepas de B.
abortus y B. suis en fases lisas, pero no a B. melitensis ni a cultivos no lisos de
B. abortus, B. melitensis, B. neotomae, B. suis o B. canis. El fago R/M puede
causar lisis en algunos cultivos rugosos de B. melitensis y el R/C actua sobre

B. ovis, B. canis y cepas no lisas de B. abortus. (22, 43)

El bacteriéfago lzatnagar (1z) se replica en cultivos lisos de B. melitensis, B.

suis y B. abortus, asi como en algunos cultivos rugosos. (43)

Para llevar a cabo las pruebas de identificacion se utilizan preparaciones de
fagos estandarizados a la dilucion rutinaria de prueba (RTD por routine test
dilution), que se define como la concentracion minima que produce lisis total en
la cepa de propagacién; adicionalmente se puede efectuar la prueba con una
concentracién de 10,000 x RTD. Se toma un cultivo obtenido sobre agar suero
dextrosa incubado durante 48 h y se suspende en 0.5 mL de solucién salina
estéril; la suspension resultante debe tener una turbidez equivalente a 10

células por mL. (22)
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Tabla 4. Diferenciacion de Brucella por sensibilidad a fagos (22, 70, 89)

Especie | Biovariedad Lisis por fagos en RTD
Th Wb | Bk, Fi R/O R/C
B. abortus 1 L L L L LP NL
2 L L L L LP NL
3 L L L L LP NL
4 L L L L LP NL
5 L L L L LP NL
6 L L L L LP NL
7 L L L L LP NL
9 L L L L LP NL
B.suis 1 NL L L LP NL NL
2 NL L L LP NL NL
3 NL L L LP NL NL
4 NL L L LP NL NL
5 NL L L LP NL NL
B. melitensis 1 NL NL L NL NL NL
2 NL NL L NL NL NL
3 NL NL L NL NL NL
B. ovis NL NL | NL NL L L
B. canis NL NL | NL NL NL L
B. neotomae NLolLP | L L L NL NL
L = Lisis

LP = Lisis Parcial

NL = No lisis




Con esta suspension se inoculan cajas de Petri con medio TSA o agar suero
dextrosa para obtener un desarrollo masivo en toda la superficie.
Posteriormente, se aplican alrededor de 25 uL de la preparacion del fago al
medio ya inoculado, permitiendo que sean absorbidos y las placas se incuban a
37°C revisandose a las 24 h de incubacion y a intervalos posteriores,

observando si se ha producido lisis de las bacterias. (22)

4. Pruebas de aglutinacién con sueros inmunes especificos

Con esta prueba se detecta si las bacterias presentan los antigenos de
superficie A 0 M, en el caso de colonias lisas, o el antigeno R en el caso de

colonias rugosas. (22)

En primer lugar debe realizarse una prueba para determinar si se trata de
cultivo de colonias lisas o rugosas. El crecimiento de 48 h obtenido sobre agar
suero dextrosa se suspende en 0.5 mL de solucion salina estéril; la suspension
resultante debe tener una turbidez equivalente a 10'° células por mL. Se coloca
una gota de esta suspensién sobre un portaobjetos y se mezcla con una gota
de solucién acuosa de acriflavina al 0.1%. La ausencia de aglutinacién indica

que se trata de un cultivo liso. (22)

En el caso de los cultivos lisos, se realizan pruebas de aglutinacion por
separado -sobre portaobjetos-, mezclando durante un minuto una gota de la
suspension de bacterias y una gota de los sueros inmunes monoespecificos
para el antigeno A y el antigeno M, asi como un suero usado como control

negativo. Si el cultivo pertenece a una cepa lisa de Brucella se observara
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aglutinacion con alguno de los sueros A o M, pero no con el control negativo.

(22)

Tabla 4. Diferenciacién de Brucella por aglutinacion con sueros
monoespecificos (22, 70, 89)

Especie Biovariedad | Aglutinacién con antisuero monoespecifico

A M R

B. abortus 1 + - -
2 + - -

3 + - -

4 - + -

5 - - -

6 + - -

7 + + -

9 - + -

B.suis 1 + - -
2 + - -

3 + - R

4 + + -

5 - + -

B. melitensis 1 - + -
2 + - -

3 + + -

B. ovis - - +
B. canis - - +
B. neotomae + - -

Si se trata de un cultivo no liso, se realizan pruebas de aglutinacion sobre
portaobjetos, mezclando una gota de la suspension de bacterias con una gota

de suero anti-R; también se utiliza un suero como control negativo. Si el cultivo
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pertenece a una cepa no lisa de Brucella se observara aglutinacion con el

suero anti-R. (22)
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ll. PATOLOGIA Y PATOGENIA ASOCIADAS A LA BRUCELOSIS

A. Patologia

La patologia asociada a la brucelosis difiere de manera importante entre los
humanos y los animales, ya que en estos Ultimos se trata primordialmente de una
enfermedad abortiva resultante de una infeccion larga que muchas veces cursa sin
sintomatologia alguna; cabe sefialar que los ratones representan una excepcion,
ya que no experimentan abortos y el proceso esta caracterizado por la presencia

de bacterias en bazo e higado durante tiempos prolongados. (26)

Por su parte, la brucelosis humana tiene un periodo de incubacién que fluctlia
entre algunos dias hasta varios meses y se trata de una enfermedad compleja que
empieza con una infeccion sistémica a la que sigue el establecimiento bacteriano
en sitios especificos (principalmente bazo, higado, corazén, huesos y cerebro) en

donde ocurren efectos deletéreos. (26)

Brucella se ubica en todo el mundo, pero la incidencia de enfermedad clinica en
los seres humanos varia notablemente: mientras en algunos paises esta cercana
su erradicacion, en otros continda siendo una afeccion endémica; por ejemplo, en
Peru, Kuwait y Arabia Saudita se presentan mas de 200 casos por cada 100,000

habitantes. (28)
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Los seres humanos pueden infectarse con Brucella melitensis, Brucella suis,
Brucella abortus y, en casos raros, con Brucella canis y brucelas asociadas a
mamiferos marinos. Sin embargo, la especie mas frecuente y agresiva es B.
melitensis; en general, la brucelosis deriva del contacto directo con animales
infectados o con sus tejidos, aunque también destacan por su frecuencia la
ingestion de productos contaminados (leche, quesos frescos, mantequilla, etc.) y

la inhalacion. (28, 56, 83, 86, 89, 104)

Al parecer, no existe predisposicion en individuos con afecciones subyacentes ni
se transmite de persona a persona. Asi mismo, se han observado infecciones por
B. suis. en esquimales y lapones que se alimentan de médula 6sea cruda de renos

y caribues. (104)

La brucelosis esta considerada como una enfermedad ocupacional importante, ya
que afecta a ganaderos, granjeros, veterinarios y trabajadores de la industria del
procesamiento de carne y de lacteos, e inclusive, es de las que mas ocurren en el
personal de laboratorio que trabaja con microorganismos, por lo que se
recomienda que su manejo se lleve a cabo en condiciones de bioseguridad de
nivel tres. El grado del riesgo varia con la especie y el nimero de bacterias que
contiene el material contaminado; adicionalmente, la patologia puede aparecer por
exposicion a las cepas atenuadas de las vacunas utilizadas para el ganado. (28,

56, 83, 89, 104)
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Debido a su potencial para originar endemias, la carencia de una vacuna para
humanos y la capacidad de Brucella para transmitirse por via aérea, se considera
a este microorganismo como una potencial arma bioldgica. De hecho, en 1954 el
ejército americano desarrolld investigaciones para utilizar a Brucella suis como
arma biologica, pero los cambios politicos a nivel mundial, asi como la Convencion
de Armas Bioldgicas y Toxicas de 1972 dieron como resultado el abandono de

este objetivo. (24, 57, 69)

La mayoria de las investigaciones referentes a la forma en que Brucella interactia
con las células del hospedero humano se enfocan a establecer la sobrevivencia de
estas bacterias en el interior de los macrofagos, donde pueden persistir y
replicarse durante periodos prolongados. Sin embargo, debe recordarse que las
brucelas tienen la capacidad de infectar células fagociticas profesionales y no
profesionales, células epiteliales, tejido respiratorio, neuronas, tejidos
reproductivos masculinos y femeninos, entre otros. La diseminacion vy
multiplicacion de Brucella en los nodulos linfaticos, bazo, higado, hueso, glandulas

mamarias y organos sexuales suele ocurrir a través de macrofagos. (24, 57)

En los seres humanos la bacteria no muestra una preferencia por el sistema
reproductivo femenino ni las glandulas mamarias, tal como sucede en los
animales; se cree que esto puede estar relacionado con la baja concentracion de

eritrol en las secreciones genitales humanas. (28)
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Clasificacion de la brucelosis

La brucelosis se divide generalmente en subclinica, aguda, subaguda y cronica.
La enfermedad subclinica es asintoméatica y sélo se llega a detectar en forma
incidental; la brucelosis aguda tiene una duracion de hasta tres meses y la
subaguda de tres a doce meses, ambas pueden presentarse de forma leve y
autolimitada o ser fulminantes con complicaciones severas. La brucelosis crénica
se caracteriza por una permanencia de un afio o0 mas. Las infecciones localizadas
se observan tanto en pacientes con enfermedad aguda como en los que padecen

la crénica. (94)

La brucelosis crénica ocurre en dos formas: la especifica y la inespecifica; en la
primera se presentan sintomas y signos facilmente atribuibles a los efectos tardios
de la brucelosis, mientras que en la inespecifica no existen signos distintivos sino
varios malestares generales semejantes a los que se presentan durante la
infeccibn aguda (insomnio, anorexia, nauseas, nherviosismo, depresion,
taquicardia, palpitaciones, sincope, disnea, debilidad, indigestion, dolor de cabeza,

etc.). (102)

En las recaidas los sintomas semejan a los de la enfermedad inicial pero de forma
mMAas severa y se presentan generalmente a los dos o tres meses de haberse
completado el tratamiento con antibidticos. Dichas recaidas son dificiles de

distinguir de la reinfeccion. (94)
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Sintomas y signos de la brucelosis

El periodo de incubacion del padecimiento fluctia entre cinco dias y varios meses
y el inicio de los sintomas puede ser brusco o gradual. Es importante hacer notar
qgue ninguno de los sintomas de la brucelosis es lo suficientemente especifico para
sustentar el diagnostico y que la fiebre es el sintoma y signo mas comun, si bien
puede presentarse de forma constante o ser intermitente, de tal forma que la
temperatura desciende casi hasta la normal en la mafiana y se eleva durante la
tarde (fendbmeno que determin6é su nombre de fiebre ondulante). La fiebre puede
presentarse en pacientes con enfermedad aguda o crénica y generalmente se

acompanfa de escalofrios. (94,104)

Los individuos infectados pueden presentar sintomas muy diversos que involucran

a distintas partes del organismo, destacando los siguientes (24, 26, 56, 74, 94,
102):

e Sintomas constitucionales como anorexia, astenia, fatiga, debilidad,

malestar, dolores generalizados y sudoracion profusa. En ocasiones

la enfermedad es severamente debilitante y provoca incapacidad

para realizar las actividades normales.

e Sintomas que involucran articulaciones y huesos, como artralgias,

dorsalgia, dolor en los huesos, en la baja espalda o en la espina
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dorsal e inflamacion de las articulaciones. Este tipo de afectaciones

son muy frecuentes.

Sintomas neuropsiquiatricos, tales como depresion, fatiga, insomnio,
cefalea, irritacibn y nerviosismo, asi como manifestaciones
neurolégicas entre las que destacan debilidad, mareo, inestabilidad
al caminar y retencién urinaria. Aun cuando la afectacion directa del
sistema nervioso es poco comun estos sintomas son bastante

frecuentes.

Sintomas gastrointestinales como dolor abdominal, constipacion,

diarrea y vomito.

Sintomas respiratorios, ya que ocasionalmente se presentan tos y

disnea los cuales raramente se asocian a una infeccién activa en

pulmones.

Impotencia sexual.
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Las lesiones localizadas también pueden encontrarse en distintas partes del
organismo, figurando las regiones sefialadas a continuacion (1, 24, 28, 57, 78,
85, 86, 104):

e Articulaciones, siendo las mas afectadas las de rodillas, cadera y hueso
sacro-iliaco.

e Higado (hepatomegalia, abscesos, hepatitis granulomatosa).

e Bazo (esplenomegalia, abscesos).

e Sistema respiratorio (efusion pleural).

e Sistema nervioso central (paraparesia, radiculopatia, meningitis, pérdida del
oido).

e Sistema (genitourinario masculino (prostatitis, epididimitis, orquitis,
epididimoorquitis, que pueden tener como consecuencia oligospermia o
aspermia).

e Sistema reproductivo femenino (salpingitis, abscesos en ovarios, abscesos

en la glandula de Bartholin y aborto).

Existen varios casos documentados en cuanto a que los signos asociados a la
enfermedad llegan a prolongarse por mas de treinta afios. En gente con tendencia
a la neurosis, la brucelosis puede repercutir en la personalidad, incrementando la
irritablilidad, el nerviosismo y la inestabilidad emocional o provocando depresion

severa. (102)
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Las tablas 5 y 6 resumen los sintomas y signos encontrados en estudios a gran
escala llevados a cabo en regiones donde la brucelosis es endémica (Arabia

Saudita, Turquia, Iran, Libano y Grecia).

Tabla 5. Principales sintomas encontrados en pacientes con brucelosis (32, 59,

90).
Sintomas Porcentaje Pacientes estudiados
Fiebre 95.4% 166
78.3% 138
79.2% 159
Malestar 96.3% 166
Sudoracion 91.7% 166
72.5% 138
Vomito 5.7% 159
Anorexia 3.8% 159
Artralgia 70.4% 159
77.5% 138
Dolor en huesos 48.4% 159
Dolor abdominal 11.3% 159
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Tabla 6. Principales alteraciones detectadas en pacientes con brucelosis (4, 32,
42,59, 79, 90, 92).

Pacientes

Signos Porcentaje estudiados
Efusion pleural 2.8% 251
Complicaciones pulmonares 2.1% 138

Aumento de tamafio de los

nddulos linfaticos periportales 9.2% 251
Linfadenopatia 1.3% 159
Esplenomegalia 8.4% 251
3.8% 159
51% 144
36.2% 138
59.6 % 166
Hepatomegalia 6% 251
1.3% 159
26.8% 138
25% 144
37.6% 166
Hepatitis 0.7% 138
Abscesos en el bazo 1.6% 251
Quistes en el bazo 0.8% 251
Apendicitis aguda 0.8% 251
Colecisititis acalculosa aguda 0.4% 251
Colecisititis 2% 144
Artritis periférica 9.2% 469
Complicaciones osteoarticulares 42% 144
28% 88
25% 63
46.4% 138
Sacroilitis 6% 469
Espondilitis 6.8% 469
44% 88
Endocarditis 0.6% 469
1.5% 138
Complicaciones neurolégicas 0.6% 469
Meningitis 3.6% 138
Epididimoorquitis 10.9% 267
7.5% 138
2% 101




B. Patogenia

Las bacterias del género Brucella son capaces de infectar a los seres humanos
durante periodos prolongados, ya que pueden alojarse en el interior de los
macrofagos, evitando los mecanismos de destruccion de estos fagocitos vy
replicandose en su interior. Las bacterias penetran a los macrofagos al interactuar
directamente con la superficie celular o con anticuerpos especificos y, una vez en
su interior, se localizan en vesiculas de la via endocitica que interactian con los
componentes tempranos y tardios del proceso, hasta fusionarse con los
lisosomas, lo cual suele dar lugar a la destruccion de las bacterias. Sin embargo,
la via endocitica se interrumpe en algunas vesiculas, ya que la fusion
fagolisosomal no se lleva a cabo, lo que permite que la bacteria sobreviva. Estas
vesiculas o fagosomas modificados se conocen como fagosomas de replicacion o
brucelosomas; en ellos la sobrevivencia y reproduccion de estas bacterias tienen
lugar, aun cuando deben soportar la escasez de nutrimentos, microaerobiosis y la
interaccidn con especies reactivas de oxigeno. Légicamente, al no formarse el
fagolisosoma la bacteria esta a salvo de la exposicion a hidrolasas, lipasas y

defensinas. (10, 17, 24, 28, 53, 58, 67, 81, 83)

Es importante mencionar que, en los macréfagos, las vesiculas que contienen a
las bacterias no interactdan en ningin momento con los compartimentos de la via
autofagica como sucede en otros tipos celulares tales como las células epiteliales.

(17)
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El modo en que se forma el brucelosoma en los macréfagos aln no se conoce en
su totalidad, aunque hasta el momento se han sugerido dos propuestas que

parecen depender de la via de entrada de la bacteria. (10, 67)

1. Interaccion directa brucela-macréfago

Se ha propuesto que Brucella interactia de manera directa con la membrana
celular del macrofago a través de microdominios conocidos como balsas lipidicas.
Estas presentan cantidades significativas de proteinas, glicoesfingolipidos y
colesterol anclados a glicosilfosfatidilinositol y al parecer cumplen alguna funcion
en la transduccion de sefiales y participan en la internalizacion y la replicacion

intracelular de la bacteria. (10, 24, 57, 67, 95)

Se ha observado que B. abortus entra en contacto con la superficie del macréfago
y nhavega durante varios minutos sobre la superficie celular siguiendo la agitacion
generalizada debida a la repetida re-estructuracion de la membrana, hasta que
resulta englobada por macropinosomas que contienen componentes asociados a
las balsas lipidicas. Dicho proceso es denominado “internalizacion por nado”

(swimming internalization). (55, 95)

Aparentemente, la formacion del brucelosoma ocurre de la siguiente manera: una
vez en el interior del macrofago, la bacteria se encuentra en una vesicula con pH
acido que interacciona con los componentes tempranos de la via endosomal y se

encamina hacia el reticulo endoplasmico como parte de un proceso celular normal.
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En ese momento la bacteria actuaria para efectuar modificaciones que
interrumpen la via endosomal. La vesicula interacciona y se fusiona con el
reticulo endoplasmico, adquiriendo en su membrana ciertos componentes
originados en dicho compartimento, inclusive, en ocasiones tiene adosados
algunos ribosomas. El pH del interior de la vesicula se eleva, tornandose menos
agresivo para la bacteria y generando por ello condiciones para la replicacion
bacteriana. Los fagosomas de replicacion no interaccionan con los componentes
tardios de la via endocitica ni se fusionan con los lisosomas. (10, 17, 24, 57, 67,

83) (Véase lafigura 1)

El pH acido de la vesicula estimula la expresion de los genes bacterianos que
conforman al operon virB, el cual codifica para un sistema de secrecion tipo IV que
transloca a una o varias moléculas efectoras hacia la célula hospedera o la
membrana vesicular, mismas que podrian tener alguna influencia sobre el reticulo
endoplasmico. Las interacciones de fusion entre la vesicula y el reticulo
endoplasmico dan como resultado una acrecion membranosa que permite la

replicacion de las bacterias en vacuolas individuales. (17, 67)
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Figura 1. Modelo de la evasién de Brucella a los mecanismos de destruccién del macréfago. Al
entrar las bacterias se encuentran en vacuolas (VB) que interacttan con los endosomas
tempranos. Estas vacuolas tempranas evitan interacciones posteriores con la via endocitica, sin
embargo adquieren LAMP-1 y se encuentran rodeadas por o en contacto cercano con el reticulo
endoplasmico (A); estas interacciones persisten a través del tiempo y conduce a eventos limitados
de fusion (B), generando finalmente un organelo derivado del reticulo endoplasmico que permite la
replicacion de las bacterias (C). En este estudio una bacteria mutante con defecto en el operon
virB no puede sostener interacciones con el reticulo endoplasmico (D) y se fusiona con los
lisosomas (E). (17) *

En los fagosomas de replicacion se ha detectado al marcador LAMP-1, que
corresponde a la fraccion tardia de la via endocitica; sin embargo, se ha excluido
la naturaleza endosomal tardia del compartimento de replicacion, ya que se ha
demostrado la ausencia de reclutamiento de Rab7 (molécula que contribuye en el
control de la fusién de los organelos); se cree que los brucelosomas adquieren al

marcador LAMP-1 debido a la interaccion de la vesicula con algunos

1 . . . .
En las figuras que incluyen elementos textuales, estos han sido traducidos.
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compartimentos que contienen a este marcador pero que son distintos a los

organelos endociticos tardios. (17)

2. Interaccion mediada por anticuerpos IgG especificos

Los niveles de IgG anti-Brucella se elevan durante las primeras etapas de la
infeccién, aunque no existe correlacion entre la aparicion de esta respuesta y la
resolucion de la infeccidn, ya que el microorganismo puede mantener infecciones
persistentes a pesar de la produccion de altos niveles de anticuerpos contra él; de
hecho, las concentraciones elevadas de IgG son consideradas como indicador de
infecciones activas por Brucella tanto en animales como en humanos. Las IgGs
parecen promover la infeccion, aportando a las bacterias un medio rapido para

ingresar a los macréfagos. (10, 83)

A partir de experimentos realizados con B. abortus 2308 en monocitos humanos
THP-1 se ha propuesto el siguiente mecanismo de formacion de los fagosomas de
replicacion: las bacterias opsonizadas son fagocitadas rapidamente y, una vez
englobadas, los componentes de la membrana plasmatica son removidos de los
fagosomas nacientes. Estos adquieren de forma temporal algunos componentes
de membrana asociados a los endosomas tempranos, tales como EEAL, Rab5 y
TfR. Posteriormente, estos componentes dejan de formar parte de la membrana
del fagosoma y éste adquiere al marcador LAMP-1 asociado a los endosomas
tardios y simultaneamente se acidifica gracias a la activacion de una ATPasa.

Después, el pH interno del fagosoma se eleva hasta valores de alrededor de 6,
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aungue aun se desconoce el mecanismo que desencadena este hecho. El
aumento del pH corresponde en tiempo al inicio de la replicacion de la bacteria, lo
gue es consistente con las observaciones de que estas bacterias Unicamente son
capaces de replicarse cuando se cultivan en pHs mayores de 5. La fusién con el
lisosoma no se lleva a cabo, por lo que las bacterias pueden vivir y replicarse en el
interior de los fagosomas. Se ha encontrado que estos fagosomas no contienen
marcadores especificos del reticulo endoplasmico y que se encuentran préximos a
algunas estructuras del reticulo endoplasmico pero fisicamente separados de
ellas. Si al ser opsonizada B. abortus 2308 su nicho principal consiste en un
fagosoma carente de componentes del reticulo endoplasmico —como se plantea
en este estudio—, el alojamiento bacteriano en un compartimento rico en
componentes del reticulo endoplasmico no representaria un requerimiento
absoluto para la sobrevivencia y replicacion de Brucella. (10, 55) (Véase la figura

2)

3. Formacion del fagosoma de replicacién en fagocitos no profesionales

Estudios realizados en fagocitos no profesionales muestran que B. abortus
sobrevive en fagosomas de replicacion que se forman merced a interacciones con
componentes de la via autofagica: las bacterias invaden a las células hospederas
y son contenidas en vacuolas que parecen endosomas tempranos, las cuales se
fusionan rapidamente con autofagosomas tempranos derivados del reticulo
endoplasmico rugoso. Posteriormente, las vesiculas adquieren una ATPasa

vacuolar y a la proteina de membrana asociada a los lisosomas LAMP-1,
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maduran a autofagosomas tardios, inhiben su fusion a los lisosomas vy, finalmente,

se convierten en vacuolas de replicacion. (25, 55, 67)

Fagosoma de Replicacion
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Figura 2. Trafico intracelular de B. abortus 2308 opsonizada con IgG en la linea celular humana de
monocitos THP-1. Las flechas negras en la parte baja denotan hasta qué punto de la via
endolisosomal progresan los fagosomas que contienen a la bacteria, viva 0 muerta. Todas las
bacterias, tanto viables como no viables fueron transportadas a través de compartimentos
endosomales tempranos y tardios, pero mientras las bacterias viables y virulentas se replicaron en
fagosomas con pH de alrededor de 6, positivos para LAMP-1 y negativos para catepsina D, los
fagosomas que contenian bacterias no viables (muertas por calor) se fusionaron con los

lisosomas. (10)
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Figura 3. Eventos de la autofagocitosis. Respondiendo a una sefial endégena o ambiental se
forma un autofagosoma a partir del reticulo endoplasmico rugoso. Este autofagosoma temprano
adquiere MAPLC3 y proteinas de membrana lisosomales incluyendo la ATPasa vacuolar y LAMP-
1 conviertiéndose en un autofagosoma tardio que no contiene enzimas hidroliticas. El
autofagosoma tardio se fusiona con el lisosoma que contiene proteinasas acidas.
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Figura 4. Modelo propuesto de la infiltracion bacteriana en la via autofagica. Después de la
invasion las bacterias se encuentran en el interior de vacuolas parecidas a los endosomas
tempranos; estas vacuolas se fusionan con autofagosomas tempranos. El autofagosoma temprano
adquiere la ATPasa vacuolar y proteinas de membrana asociadas al lisosoma (LAMP) pero no
proteinasas &cidas, madurando a autofagosomas tardios. Se sugiere que B. abortus se replica en
una vacuola parecida a un autofagosoma tardio que ha perdido la ATPasa vacuolar y LAMP-1.
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lll. PRINCIPALES FACTORES DE VIRULENCIA DEL GENERO Brucella

A partir del andlisis de los genomas de B. melitensis, B. abortus y B. suis se ha
logrado confirmar la ausencia de secuencias funcionales para la mayoria de los
factores de virulencia “clasicos”, de islas de patogenicidad, e inclusive, de los
grupos de genes que codifican para sistemas de secrecion de los tipos I, Il y .

(51, 55, 69)

Adicionalmente, se han identificado segmentos del ADN en los que reside la
expresion de componentes putativos de la flagelina, pero su respectiva
funcionalidad se ha puesto en duda, ya que estos microorganismos son inmaviles.
De hecho, las bacterias del género Brucella no muestran factores de virulencia
clasicos tales como capsulas, fimbrias, flagelos, exotoxinas, exoproteasas u otras
exoenzimas, citolisinas, formas de resistencia, variacién antigénica, plasmidos o
fagos lisogénicos, por lo que se acepta que su patogenicidad se relaciona
directamente con su capacidad para proliferar en el interior de las células
fagociticas profesionales y no profesionales; l6gicamente, su capacidad para
evadir los mecanismos de defensa del hospedero al establecerse en el interior de

los macrofagos le permite ocasionar infecciones crénicas.(51, 55, 69)
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En resumen, hasta el momento no se ha logrado comprender del todo a los
factores de virulencia de este género bacteriano, pero entre los mas conocidos
destacan: el lipopolisacarido de la membrana externa, el sistema de dos
componentes bvrS/bvrR, el operén virB, el gen bacA, el gen hfg, la enzima
superoxido dismutasa, los B-1,2-cicloglucanos, el operon cydAB y los genes purkE

y aroC. (24, 51, 55, 69)

A. El lipopolisacarido de la membrana externa

La estructura de este factor aun no se ha determinado completamente. En las
cepas lisas, se compone de un lipido A, un centro y un polisacéarido O; a su vez, el
esqueleto del lipido A estad formado por un disacarido de diaminoglucosa (2,3-
diamino, 2-3-dideoxiglucosa), unido por un enlace B- 1,6, que puede presentarse
fosforilado en la posicion 1, o bien, bifosforilado, en las posiciones 1 y 4°. El
disacarido tiene cuatro acidos grasos unidos por enlaces amida, los cuales tienen
un hidroxilo en la posicién 3. El lipido A puede contener hasta tres acidos grasos

adicionales con enlaces aciloxiacil. (23, 38, 40, 52)

Por su parte, el centro del lipopolisacérido de la membrana externa de B. abortus
contiene glucosa, manosa y quinovosamina y parece contener acido 2-ceto-3-

deoxi-D-mano-2-octulosénico (Kdo) como unico azucar acido. (23, 40, 52)

Finalmente, el polisacarido O corresponde a una cadena compuesta por un

homopolimero de aproximadamente 100 residuos de N-formil-perosamina (4-
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formamido-4,6-dideoximanosa) enlazados predominantemente «-1,2 en cepas
cuyo epitopo dominante es A y con secuencias de cuatro enlaces a-1,2 y un
enlace a-1,3 en cepas con epitopo dominante M. La diferencia en el enlace influye
sobre la forma de los epitopos: el A es de forma cilindrica y el M es enroscado;
las cepas que reaccionan con sueros dirigidos contra los dos epitopos producen
lipopolisacéridos de ambos tipos en proporciones similares. La presencia de N-
formil-perosamina en el lipopolisacarido es responsable de la reaccion antigénica
cruzada con los lipopolisacaridos de Escherichia hermanni y Escherichia coli
0:157, Salmonella O:30, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholerae O:1, y

Yersinia enterocolitica O:9. (23, 38, 40, 52)

La estructura del lipopolisacarido de las cepas rugosas es basicamente igual a la
del lipopolisacérido liso, excepto que la cadena O estd ausente o reducida a unos
pocos residuos. Por lo tanto, la especificidad del lipopolisacarido rugoso es

determinado en gran medida por los azucares del centro. (23, 52)

Comparado con el lipopolisacérido enterobacteriano, el lipopolisacarido liso de
Brucella muestra una actividad bioldgica baja y propiedades poco usuales:
resistencia a péptidos catiénicos bactericidas, baja activacién del complemento,
baja estimulacion de las células que disparan la red de citocinas y baja

pirogenicidad. (51, 52, 67)
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Figura 5. Una forma del Lipido A de Brucella abortus 2308. (52)

Ademas, es un inductor pobre de interferon gamma y de factor de necrosis
tumoral, caracteristicas que reflejan un alterado patron molecular asociado al
patdgeno (PAMP por pathogen-associated molecular pattern) y propiedades de la
membrana externa distintas a las de numerosas bacterias Gram negativas. Este
PAMP alterado no es facilmente reconocido por el sistema de inmunidad innata y
se trata de una caracteristica constitutiva del lipopolisacarido de Brucella, no una

propiedad adaptativa modulada por el ambiente. (51, 52, 67)

Si bien aun se desconoce con exactitud la funcion del lipopolisacarido liso en la
patogénesis, hasta el momento se han sugerido seis mecanismos en que podria

participar como factor de virulencia:
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1. Mediacion del transporte bacteriano hacia el interior de los macrofagos vy
participacion en la formacién del brucelosoma. En este sentido, parece ser que el
lipopolisacéarido liso modula el transporte intracelular interactuando con las balsas
lipidicas de la superficie del fagocito, cuando la internalizacién se lleva a cabo por
interaccion directa entre éste y el bacilo. Cabe subrayar que las mutantes rugosas
de B. suis no entran a las células hospederas utilizando balsas lipidicas, tal como

se ha observado que si lo hacen las cepas lisas. (7, 51, 53, 83)

Por otro lado, el polisacarido O modula de manera importante la conducta
temprana de B. suis en el interior de los macrofagos: se ha demostrado que esta
cadena esta involucrada en la inhibicion de la fusidbn temprana entre los
fagosomas que contienen a la bacteria y los lisosomas; en contraparte, los
fagosomas que incluyen mutantes rugosas (las cuales no expresan dicho

polisacéarido O) se fusionan rapidamente con los lisosomas. (7, 51, 53, 83)

2. Proteccion contra la lisis mediada por el complemento y actividad biolégica
reducida. Tal como se ha mencionado anteriormente, las cepas rugosas de
Brucella, las cuales no presentan polisacarido O, o bien, lo contienen en escasas
cantidades, son notablemente menos virulentas que las clonas lisas, menos
resistentes al ataque del sistema complemento y sensibles a la polimixina B. El
lipopolisacéarido de Brucella es poco inmunogénico en comparacion con el de otras
bacterias y no activa el sistema complemento por la via alterna. Es importante

agregar que, para inducir la produccion de interferén, se requiere una cantidad
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diez veces mayor de lipopolisacarido de Brucella que de endotoxina
enterobacteriana, lo que implica una baja actividad biolégica que podria contribuir
a la sobrevivencia del bacilo en el interior de las células fagociticas. (33, 38, 51,

57, 77, 83)

Las mutantes rugosas de B. abortus no sintetizan antigeno O y su virulencia es
pobre. Sin embargo, es preciso sefialar que B. ovis y B. canis son rugosas de
manera natural y resultan muy virulentas para sus hospederos naturales, lo cual
sugiere que el lipopolisacarido liso de Brucella no es el Unico factor necesario para

la virulencia. (33, 51, 57, 77, 83)

3. Regulacion negativa de la respuesta inmunoldgica de tipo celular en el
hospedero. A este respecto, se ha demostrado recientemente que el
lipopolisacérido liso de B. abortus 2308 tiene actividad inmunomoduladora: aunque
no es degradado por los fagocitos, si resulta transportado hacia la superficie
celular, en donde forma macrodominios con las moléculas de MHC clase Il. Este
complejo LPS-MHC Il interfiere la presentacion de antigenos y se traduce en una
menor capacidad para activar células T CD4" con especificidad para antigenos de
Brucella. Se ha comprobado ampliamente que la inmunidad celular es necesaria
para controlar y resolver las infecciones por Brucella, por lo que es facil inferir que
la capacidad de esta bacteria para disminuir o abatir la respuesta inmunoldgica
celular podria beneficiarla en sus esfuerzos por mantener residencias prolongadas

en el nicho intracelular. (67, 83)
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4. Modificaciones del lipido A. Ciertas bacterias Gram negativas tienen la
capacidad de modificar su lipido A como parte de las estrategias asociadas a la
patogénesis; el caso mejor estudiado es el de Salmonella enterica serovar
Typhimurium, cuyo lipido A se modifica en respuesta a sefiales provenientes del
hospedero, proceso modulado por un sistema regulador de dos componentes que

controla a mas de cuarenta genes. (63, 83)

En Brucella, asi como en el patogeno intracelular Legionella, el lipido A es
altamente hidrofébico, debido principalmente a la presencia de &acidos grasos de
cadena muy larga que es probable que confieran mayor estabilidad a la membrana
externa, lo cual aparenta representar una ventaja adaptativa para el parasitismo
intracelular. Los efectos fenotipicos de los cambios en el lipido A en bacterias con
mutaciones en bacA o bvrS/bvrR respaldan esta hipotesis, ya que dichos
microorganismos presentan sensibilidad a los péptidos cationicos. De ello se

infiere que sufren alteraciones en la estructura de la membrana externa. (63, 83)

Por otro lado, el lipido A de Brucella también presenta una actividad biologica
reducida, lo que contribuye a la virulencia por la pobre respuesta inflamatoria que

desencadena durante las primeras etapas de la infeccion. (63, 83)

5. Resistencia a los péptidos catidonicos. La informacion genética disponible
evidencia que Brucella es Unica entre las o-proteobacterias: el centro de su

lipopolisacarido carece de todos los grupos cargados negativamente -con
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excepcion del Kdo-; es decir, en este aspecto se diferencia notablemente de otras
bacterias Gram negativas, las cuales suelen presentar una alta densidad de
grupos con carga negativa en el centro. Ello en parte explica su resistencia a los
péptidos bactericidas, ya que también gravita el hecho de que la estructura del
centro crea un impedimento estérico que previene que los péptidos policatidnicos
lleguen hasta el Kdo y otros grupos cargados negativamente en el lipido A. (38,

52)

6. Prevencion de la muerte de los macréfagos infectados. Se sabe que Brucella
inhibe la muerte celular programada de los macrofagos infectados, pero aun no se
ha dilucidado como lo consigue; existe un estudio que sugiere que el polisacarido
O podria contribuir en ello, puesto que al cultivar macréfagos infectados con
Brucella melitensis en condiciones que favorecen el desencadenamiento de la
apoptosis, se observo la muerte de la mayoria de los macréfagos infectados con
una mutante rugosa, mientras que de los infectados con una cepa lisa solo una

cantidad menor resulto afectada. (33, 67)
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B. El sistema de dos componentes bvrR-bvrS

Para lograr sobrevivir en diversos nichos, las bacterias deben enfrentar una
multitud de condiciones ambientales y adaptarse a ellas, para lo cual es necesaria
la modulacion de la expresién de sus genes como respuesta a los estimulos que
reciben del exterior. En numerosos casos, la regulacion de la expresion génica se
lleva a cabo via sistemas de transduccion de dos componentes conformados por

sensores y reguladores. (62)

En tal sentido, el andlisis genomico de las especies B. abortus, B. suis y B.
melitensis ha redituado en la localizacion del sistema de dos componentes
bvrS/bvrR, cuyos genes se han detectado mediante PCR en todas las biovares de
las especies clasicas de Brucella, asi como en diversas cepas aisladas de

mamiferos marinos. (57, 62, 63)

A través del analisis gendmico comparativo se ha demostrado que el sistema
BvrS/BvrR de Brucella es homologo al aparato regulador de dos componentes
ChvG/Chvl de Agrobacterium tumefaciens (esencial para la formacion de tumores
en plantas) y al ExoS/Chvl de Sinorhizobium meliloti (necesario para el
establecimiento y mantenimiento del estado simbiotico); ambos sistemas estan
involucrados en la modulacion de las propiedades de la superficie celular,
especificamente en la composicion proteinica de la membrana externa y en las

modificaciones del lipido A. (24, 83, 84, 87)
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BvrS/BvrR es un sistema regulador clasico que consiste de una proteina histidina
cinasa: BvrS (por Brucella virulence related sensor), y la proteina reguladora de
respuesta: BvrR (por Brucella virulence related regulator). BvrS es una molécula
homodimérica unida a la membrana, con tres dominios: i) un dominio sensor que
se encuentra en el periplasma, con segmentos transmembranales, y que
corresponde al extremo amino terminal de la proteina; ii) un dominio de
dimerizacion que se ubica en el citoplasma; y iii) el dominio con actividad de
histidina cinasa que se localiza en el extremo carboxilo terminal y que también se
sitla en el citoplasma. Por su parte, BvrR es una proteina citoplasmica con un

dominio regulador y otro efector que tiene como funcion el enlace al DNA. (62)

El mecanismo de accién del sistema se resume de la siguiente manera: un
estimulo ambiental ain no identificado es detectado por el dominio sensor de BvrS
e induce la actividad del dominio histidina cinasa, de forma que se cataliza la
autofosforilacion (dependiente de ATP) de un residuo especifico de histidina que
se encuentra en el dominio de dimerizacion. A continuacion, BvrR cataliza la
transferencia del grupo fosfato desde la fosfo-histidina de BvrS hacia un residuo
de aspartato del dominio regulador, fosforilacion que a su vez activa al dominio

efector que produce la respuesta especifica de salida. (62)
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Figura 6. El sistema de dos componentes BvrS/BvrR. Se muestra un monémero de BvrS. N, Gy, F
y G, corresponden a secuencias homologas a los sistemas de dos componentes de otros géneros
bacterianos. BvrS es activado por un estimulo ambiental no identificado y cataliza la
autofosforilacion de un residuo de histidina (H). ElI grupo fosfato se transfiere a un residuo de
aspartato (D) localizado en el dominio regulador de BvrR. La fosforilacién del dominio regulador

activa al dominio efector que produce una respuesta celular especifica. (62)

Una de las consecuencias de la activacion del sistema BvrS/BvrR de B. abortus
consiste en la regulacion de la transcripcion de al menos dos proteinas principales
de la membrana externa (Omp, por outer membrane protein): Omp22, también
denominada Omp3b; y Omp25, también conocida como Omp3a. Sin embargo,
este rasgo no ha logrado asociarse a la resistencia a los péptidos catidnicos
bactericidas; de hecho, se ha observado que las cepas de B. abortus con
mutaciones en omp25 y omp22 no muestran sensibilidad a dichos péptidos, ni la

atenuacion que caracteriza a las bacterias con mutaciones en bvrS o bvrR. De
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ello se deduce que son otros los factores de virulencia regulados por este sistema.

(28, 63, 67, 83)

Los experimentos efectuados con cepas de B. abortus que presentan mutaciones
en bvrS o bvrR han logrado demostrar que el lipido A del lipopolisacéarido de estas
bacterias muestra un patron de acilacion alterado: en comparacion con la cepa
original B. abortus 2308, se distingue una mayor cantidad de especies de lipido A
con pocas acilaciones y una mayor fluidez de las cadenas acilo. Si bien parece
poco probable que el sistema BvrS/BvrR regule la transcripcion de la acilacion del
lipido A, ya que las bacterias mutantes no presentan alteraciones en los productos
de los genes que codifican para aciltransferasas involucradas en la biosintesis del
lipido A ni en las proteinas acarreadoras de acilo, al parecer el sistema BvrS/BvrR
podria modular la actividad de alguna proteina de la membrana interna o externa
que fuera necesaria para incorporar los acidos grasos de cadena muy larga al
periplasma. Otra posibilidad es que la hidrofobicidad de la superficie de las
bacterias mutantes haya aumentado por la ausencia de importantes proteinas de
membrana externa y que el incremento de especies de lipido A con pocas
acilaciones fuera un mecanismo de compensacion para lograr el equilibrio
hidrofilico-hidrofébico necesario para la estabilidad de la membrana externa y no

el resultado de una regulacion directa de BvrS/BvrR. (63)

Al margen de lo anterior, la disfuncionalidad de BvrS y BvrR disminuye la
resistencia de Brucella a los péptidos catidénicos bactericidas e incrementa la

permeabilidad a los agentes surfactantes. Actualmente, se considera que
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numerosos péptidos policatibnicos bactericidas acttan en las membranas via un
mecanismo autopromovido en el cual una interaccion iénica inicial en la superficie
es seguida por la insercion de la seccion o secciones hidrofébicas del péptido. En
concordancia, el aumento de formas de lipido A con pocas acilaciones, es decir,
menos hidrofobico, asi como el incremento de la fluidez de las cadenas acilo,
deberian facilitar la insercidén y penetracién de estos péptidos con un aumento aun

mayor en la fluidez. (57, 63, 83)

Ademas, se ha observado que mientras B. abortus 2308 es resistente a la accion
del suero no inmune, las cepas con mutacién en bvrS/bvrR son reconocidas por el
sistema complemento en ausencia de anticuerpos. De hecho, la sensibilidad de
estas mutantes al suero no inmune es aun mas alta que la de las mutantes con
lipopolisacéarido rugoso y lipidos A con pocas acilaciones. El lipopolisacarido
purificado de las mutantes bvrS/bvrR no muestra un mayor nivel de activacion del
complemento que el mostrado por el lipopolisacarido de B. abortus 2308. En
conjunto, esto sugiere que los cambios en el lipido A no estan directamente

relacionados con la sensibilidad al complemento de las mutantes. (63)

Por otro lado, las cepas de B. abortus con mutacion en bvrS-bvrR manifiestan una
invasividad reducida en células epiteliales, células HeLa y macréfagos murinos y
son incapaces de inhibir la fusion fagolisosomal y de replicarse intracelularmente.
En tal contexto, es muy probable que las propiedades alteradas en su superficie
afecten lo relativo a la ruta de entrada en las células hospederas asi como su

transporte en el interior de ellas, e inclusive, podrian provocar su menor
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resistencia a las condiciones de pH bajo que se encuentran dentro de los

fagosomas de los macroéfagos. (87)

Adicionalmente, dichas mutantes no muestran virulencia significativa en ratones
infectados de manera experimental. Su incapacidad para modificar la composicién
de los acidos grasos del lipido A, lo cual depende de las proteinas BvrS/BvrR,
podria afectar las interacciones de estas mutantes con los receptores de los
macrofagos, lo que promoveria una respuesta inflamatoria mas intensa que la
usual, lo que propiciaria una eliminacion acelerada de la mutante. Esto resulta
consistente con la tesis que propone que la baja actividad biolégica del lipido A de
Brucella contribuye a la virulencia a través de su capacidad para inducir una pobre
respuesta inflamatoria durante las primeras etapas de la infeccién. (28, 57, 63, 83,

84, 87)

En resumen, la afectacion de BvrS/BvrR debilita la estabilidad general de la
membrana externa, las mutantes en bvrS/bvrR muestran una acilacion alterada del
lipido A, sensibilidad a los péptidos bactericidas y a los detergentes y una mayor
sensibilidad al complemento; también ocurren deficiencias en la internalizacién y
el trafico intracelular, asi como la menor virulencia para ratones. La homeostasis
de la membrana externa no es el Unico rubro modulado por BvrS/BvrR, ya que
este sistema también esta implicado en otros aspectos celulares, incluida la

regulacion de algunas vias metabdlicas. (62, 63)
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C. El oper6n virB

Las bacterias Gram negativas pueden secretar macromoléculas a través de su
doble membrana, via el ensamble a proteinas transportadoras. El sistema de
secrecion tipo IV representa uno de los cinco sistemas de secrecidn capaces de
exportar factores de virulencia a través de la membranas bacterianas y se ha
detectado en diversos microorganismos patdgenos, destacando A. tumefaciens,
Bordetella pertussis, Helicobacter pylori y el patdgeno intracelular Legionella

pneumophila. (15, 17, 21, 53, 101)

El cromosoma Il de Brucella incluye un sistema de secrecion de tipo IV que es
esencial para la sobrevivencia intracelular del bacilo; el analisis gendmico
comparativo indica que esta compuesto por 13 marcos de lectura abiertos y que
es homodlogo al operdn virB de A. tumefaciens que codifica para una estructura
indispensable en la secrecion del DNA de transferencia; también es similar a los
genes ptl de B. pertussis que codifican para un aparato que permite la secrecion
de la toxina pertussis. Este operon se ha encontrado en Brucella melitensis,

Brucella suis y Brucella abortus. (24, 57, 83, 84)

Cuando Brucella ingresa a macréfagos murinos, células HelLa o la linea celular de
monocitos humanos THP-1, ello sin mediacion de anticuerpos, VirB regula la
translocacion de una o varias moléculas efectoras que controlan la maduraciéon de
los fagosomas de replicacion dentro de los cuales se aloja. La naturaleza de las

moléculas efectoras transportadas por el sistema de secrecidon no se conoce, pero
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la evidencia experimental indica que la expresion de los genes del operdn virB es
esencial para el mantenimiento de las interacciones constantes entre el fagosoma
que contiene a la bacteria y el reticulo endoplasmico; dichas interacciones son
necesarias para promover la formacién del fagosoma de replicacion y evitar la
fusion del lisosoma con el fagosoma implicado. Cabe subrayar que el operdn virB
es activado rapidamente en los fagosomas acidificados y que las mutantes
isogénicas virB son incapaces de llegar al reticulo endoplasmico, ya que son

degradadas en los fagolisosomas. (10, 17, 28, 57, 61, 67, 83)

El operdn virB es un determinante principal de virulencia en Brucella, necesario
para el establecimiento y mantenimiento de las infecciones persistentes. Las
mutaciones polares introducidas en el primer gen del operdn, virBl, eliminan la
capacidad de Brucella para replicarse intracelularmente. Asi mismo, los
fagosomas que contenien bacterias con mutaciones polares en virB10 son
incapaces de generar fagosomas de replicacion y estos organelos se fusionan con
los lisosomas. Las mutantes virB10 de B. abortus y las virB10 de Brucella suis no
se reproducen en macroéfagos y células Hela, ni provocan infecciones en ratones

BALB/c. (17, 21, 51, 67, 84)

Es posible que virB excrete moléculas que afectan la via cAMP/PKA, aumentando
la cantidad de AMP ciclico y la actividad de la proteina cinasa A, moléculas ambas
que son importantes para que la bacteria sobreviva y se multiplique dentro de los

macrofagos. (41)
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D. El gen bacA

Este gen codifica para una proteina de transporte de la membrana citoplasmica,
de la cual se identific6 un homadlogo altamente conservado en S. meliloti, especie

en la cual es requerida para establecer interacciones de simbiosis. (12, 84)

Recientemente, se ha encontrado que la proteina BacA afecta la composicion de
los acidos grasos del lipido A del lipopolisacérido y que una mutacion en bacA
conduce al predominio de formas de lipido A con escasas acilaciones las cuales
carecen principalmente de acidos grasos de cadena muy larga. BacA muestra
similitud en cuanto a secuencia con una familia de proteinas de la membrana de
los peroxisomas que afectan el transporte de los acidos grasos de cadena muy
larga hacia fuera del citoplasma. De esta manera, se ha propuesto que BacA
podria exportar acidos grasos de cadena muy larga (y posiblemente a otros acidos
grasos) fuera del citoplasma, en donde una proteina parecida a una Omp (PagP)
de Salmonella los acoplaria al lipido A. Otra hipotesis establece que BacA podria
ser necesaria en la membrana interna para efectuar el movimiento de volteo de los
precursores del lipopolisacarido que acarrean a los acidos grasos de cadena muy
larga; la ausencia de BacA favoreceria la translocacion de formas poco aciladas

gue carecerian de acidos grasos de cadenas muy largas. (63)

Las cepas de B. abortus con mutacién por delecion de bacA muestran una
reduccion de la sobrevivencia en el interior de los macréfagos y una virulencia

reducida en ratones BALB/c. La mutante KL7 de B. abortus con mutacién en
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bacA se localiza en un fagosoma acido, LAMP-1 positivo y Catepsina D negativa
en células THP-1 cuando ingresa por opsonizacién (como ocurre en la cepa de
origen B. abortus 2308), pero es incapaz de replicarse. La envoltura celular
alterada de esta mutante la hace mas susceptible al estrés ambiental por pH acido
y ciertos agentes que dafan las membranas, como el dodecil sulfato de sodio.
Consecuentemente, las modificaciones en el lipido A ocasionadas por BacA
podrian tener un papel critico en la resistencia a las condiciones ambientales

imperantes en el interior de los fagosomas de replicacion. (10, 57)

E. El gen hfq

Este se encuentra en numerosas bacterias y su producto, conocido como HF-l o
HF-1, corresponde a una proteina que se une al RNA y juega un papel critico en la
expresion de diversos genes durante la fase estacionaria. En Escherichia coli y
Salmonella enterica serovar Typhimurium, HF-1 participa en la traduccién del
RNA mensajero que codifica para el factor alternativo sigma RpoS (se une al RNA
y facilita la traduccion eficiente del transcrito de rpo), proceso coincidente con la
entrada a la fase estacionaria. Los niveles elevados de RpoS conducen al
incremento en la expresion de varios genes involucrados en la resistencia a
estreses ambientales de diversas indoles. El gen hfg ha sido identificado en
secuencias gendmicas de B. melitensis y B. suis aunque aun no se ha identificado

un homologo de rpoS. (10, 35, 53, 57, 83)
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El incremento generalizado en la resistencia a los estreses ambientales que
acompanfan la transicion a la fase estacionaria parece ser clave para que Brucella
se adapte apropiadamente a las condiciones ambientales encontradas en los
compartimentos fagosomales de los macréfagos. Las mutantes Hfg3 (con
mutacion en hfq) derivadas de B. abortus 2308 muestran varios fenotipos
defectuosos en la fase estacionaria, los cuales incluyen un incremento dramatico
en la sensibilidad a pHs acidos y a la destruccion debida a las especies reactivas
de oxigeno. Ademas, muestran deficiencias en la sobrevivencia y la replicacion en
macrofagos bajo condiciones in vitro y son incapaces de mantener infecciones
cronicas en ratones inoculados experimentalmente. Por otro lado, en las células
THP-1, las mutantes de B. abortus Hfq3 son transportadas a los compartimentos
intracelulares acidos, LAMP-1 positivos, catepsina D negativas, al igual que la
cepa de origen B. abortus 2308, pero no es capaz de replicarse en estos

fagosomas. (10, 35, 57, 83)

Es importante sefalar que ciertos experimentos sugieren que mas de 40 genes de
B. abortus 2308 requieren de hfq para su efectiva expresion durante la fase
estacionaria, por lo que la atenuacion y los fenotipos defectuosos de Hfq3 son el

resultado de numerosos genes afectados. (35)

Entre los genes regulados por hfg durante la fase estacionaria, los mas conocidos

son sodC y el operén cydAB, ambos importantes para la supervivencia y virulencia

de Brucella. La busqueda de otros genes que requieren de HF-1 para expresarse
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eficientemente continda llevandose a cabo, tal como ocurre con la evaluaciéon de

dicha proteina en cuanto a su contribucién a la virulencia de Brucella. (83)

F. La enzima superdxido dismutasa

La enzima superoéxido dismutasa (SOD) esta codificada por sodC, se localiza en el
periplasma bacteriano, requiere de cobre y zinc como cofactores y forma parte del
sistema de defensa de la bacteria, ya que neutraliza los efectos toxicos de las
especies reactivas de oxigeno catalizando la dismutacién del radical superdxido
(O, ) a perdxido de hidrogeno (H.0,), el cual posteriormente es inactivado por

catalasas o peroxidasas. (35, 57)

Existen claras evidencias de que homdlogos de SodC desempefian papeles
importantes en la proteccibn de Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Neisseria meningitidis, y Mycobacterium tuberculosis, en relacion con el papel
antibacteriano de la explosion respiratoria de los macrofagos durante la fase
estacionaria. Hasta el momento, los datos indican que esta enzima protege a
Brucella del O, exdgeno, es decir, del producido por la explosion oxidativa del
macrofago y no del O, enddgeno que se genera como subproducto del
metabolismo de la bacteria, ya que: a) el superoxido es una especie anionica débil
que no atraviesa la membrana citoplasmica; y b) SodC se localiza en el

periplasma. (35, 57)
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Durante sus interacciones con macréfagos murinos, el fenotipo asociado a la
mutante MEK2 de B. abortus con mutacion en sodC apoya la hip6tesis de que
SodC protege a la cepa de origen B. abortus 2308 del O, originado por la
explosion respiratoria de los macréfagos. Se observo que la destruccién de cepas
mutantes era mayor, por parte de macroéfagos activados con interferon gamma, en
los que ocurre un aumento en la produccién de radicales libres de oxigeno.
Adicionalmente, se demostré que la mutante MEK2 es menos virulenta para
ratones C57BL6J, en comparacion con la cepa de origen, y que la atenuacion

resultante parece darse en dos fases:

1) A una semana de aparecer la infeccion, la cantidad de mutantes recuperadas
del bazo es considerablemente menor al inoculo inicial; contrastando con ello y en
el mismo lapso, la cantidad de células de la cepa original se incrementa hasta
cinco veces, comparada con el inéculo inicial, lo cual indica una mayor
susceptibilidad de la mutante MEK2 a los radicales libres de oxigeno, durante la
internalizacion bacteriana en macrofagos no activados en las primeras etapas de
la infeccion. Dos a cuatro semanas después de la infeccion, el numero de células
MEK2 recuperadas del bazo parece estabilizarse, o que indica que una vez

internalizadas en los macréfagos, los bacilos pueden sobrevivir y replicarse. (35)

2) La segunda fase de atenuacion empieza a 4 semanas de la fecha de infeccion:
la mutante MEK2 evidencia una eliminacion acelerada de los bazos de ratones
C57BL6J, comparada con la cepa de origen, ya que en ese tiempo se induce la

inmunidad celular en los ratones infectados, misma que conduce a un incremento
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en el numero de macrofagos activados por interferén gamma. En consecuencia, la
acelerada eliminacion de MEK2 de los bazos seria consistente con la
susceptibilidad incrementada de B. abortus con mutacion en sodC a la
destruccién en los macréfagos activados por interferon gamma en comparacion

con la cepa de origen B. abortus 2308 demostrada in vitro. (35)

Los analisis electroforéticos de los lisados celulares de B. abortus 2308 y de la
mutante isogénica Hfg3 cultivados en fase estacionaria GMM muestran que la
produccion de SodC en B. abortus 2308 es dependiente de la presencia de Hfq, tal
como se muestra en la figura 7. Se infiere que una expresion ineficiente de sodC
podria contribuir significativamente a la sensibilidad de la mutante Hfg3 hacia los
reactivos intermediarios de oxigeno, e inclusive, a la atenuacion de la mutante en
los ratones infectados experimentalmente. La naturaleza de la relacidon existente
entre Hfg y la expresion de sodC durante la fase estacionaria continda bajo

investigacion. (35)
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2308 Hfq3 (2308 hfq)

Figura 7. Hfq es necesario para la expresion de sodC en B. abortus 2308. Los paneles representan
los segmentos correspondientes a geles de poliacrilamida con tincién de plata después de un
analisis electroforético de lisados celulares de cultivos de B. abortus 2308 y la mutante isogénica
Hfg3 cultivada durante 96 horas en medio minimo de Gerhardt. Las manchas de proteinas
correspondientes a GroES (que es producida en niveles equivalentes en B. abortus 2308 y Hfg3 en
estas condiciones de cultivo) y HdeA (el producto de otro gen que requiere de Hfq para su
expresion eficiente en B. abortus 2308 durante la fase estacionaria) se muestran como base de
comparacion. (35)

G. B-1,2-cicloglucanos

Brucella produce B-1,2-cicloglucanos, al igual que Agrobacterium y Sinorhizobium.
En S. meliloti, el cicloglucano es requerido para que ocurra una efectiva invasion
para la formacién de ndédulos y la fijacibn de nitrégeno simbidtica y, en A.

tumefaciens, es necesario para la inducciéon de tumores. (84)

Los B-1,2-cicloglucanos son oligosacaridos que pertenecen a la familia I,
considerando la organizacion de su esqueleto; se trata de homopolimeros que
contienen Unicamente enlaces B-1,2 con un grado de polimerizacibn que varia

entre los 17 y 25 residuos de glucosa, sustituidos con una amplia variedad de
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grupos no glucosidicos. Son sintetizados por una glicosil transferasa, la
cicloglucano sintetasa (Cgs), enzima que utiliza UDP-glucosa como donador de
ese carbohidrato. La Cgs corresponde a una proteina de la membrana interna que
regula todas las actividades necesarias para la sintesis de dichos compuestos,

esto es, iniciacion, elongacion y ciclizacion. (51, 84)

Tomando como base la esteroquimica del sustrato donador y del producto, se ha
determinado que la Cgs pertenece a la clase de las glicosil transferasas invertoras
y que efectia al menos tres funciones enzimaticas bien definidas: 1) iniciacion,
transfiriendo a la glucosa desde el UDP-glucosa hasta un residuo aminoacido aun
no identificado de la Cgs; 2) elongacion de la cadena, actuando como UDP-
glucosa B-1,2-glucosil transferasa, lo que resulta en la formacion de un polimero
lineal con enlaces f-1,2 unido covalentemente por su extremo reductor a un
residuo aminoacido desconocido de la Cgs (proteina intermedia o intermediaria); y
3) ciclizacion, formando un enlace B-1,2 entre los extremos reductor y no reductor

del oligosacérido, para liberar la proteina intermediaria. (51, 84)

(1) UDP-glucosa + Cgs + Mg”* — > Cgs-p-1,2-glucano + UDP

(2) Cgs-B-1,2-glucano — Cgs + B-1,2-cicloglucano
Los cicloglucanos son sintetizados en el lado citoplasmatico de la membrana
interna, en donde esta disponible la UDP-glucosa, y que son secretados al espacio

periplasmico por un transportador ABC unido a la membrana, mismo que esta
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codificado en el gen cgt (por cyclic glucan transporter). Los glucanos ciclicos no
sustituidos son neutros y, una vez que son transportados al periplasma, se
modifican con sustituyentes no glucosidicos tales como fosfato de glicerol, metil
malonato y succinato, lo que ocurre por accidon de enzimas periplasmicas. Dicho

proceso resulta en una acumulacion de p-1,2-cicloglucanos anionicos. (51, 84)

Las cepas de B. abortus con mutaciones en cgs muestran una sobrevivencia
reducida en tejidos de bazo de ratones BALB/c, asi como una escasa
multiplicacion intracelular en células HeLa y una mayor sensibilidad a los
compuestos surfactantes. Las mutantes que carecen de la proteina Cgt pero que
contienen una Cgs intacta acumulan en el citoplasma B-1,2-cicloglucano neutroy
sin sustituyentes; ademas, evidencian una virulencia reducida en ratones y poca
multiplicacion intracelular en células HeLa y J774, fenotipo que es idéntico al
descrito para las mutantes carentes de cgs. Estas observaciones sugieren que se
requiere de la presencia del cicloglucano en el espacio periplasmico para que
tenga lugar una interaccion apropiada con el hospedero y la expresion completa

de la virulencia. (12, 84)
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Figura 8. Representacion esquematica de la superficie celular de Brucella. Cgs: cicloglucano
sintetasa (los numeros indican posiciones de residuos de aminoacidos). Cgt: transportador de
cicloglucano. MI: membrana interna. EP: espacio periplasmico. ME: membrana externa. PMI:
proteinas de la membrana interna. PME: proteinas de la membrana externa. SST4: sistema de
secrecion de tipo IV VirB. LPS: lipopolisacarido. UDP-O: UDP-glucosa. (51)

Si bien la funcién del cicloglucano ain se desconoce, se han demostrado varios
fenotipos pleiotrépicos en bacterias con mutaciones en cgs, destacando una
mayor sensibilidad a los surfactantes (dodecil sulfato de sodio y Zwittergent), lo
cual sugiere alteraciones en la superficie celular; sin embargo, no se puede
descartar la posibilidad de que el cicloglucano desempefie algin papel en la
estabilizacion y/o el ensamblaje de sistemas macromoleculares como las
proteinas de la membrana externa y el sistema de secrecion VirB, los cuales a su

vez son requeridos para una interaccion efectiva entre Brucella y la célula
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hospedera. Los andlisis detallados de la estructura membranosa de las brucelas

gue presentan mutaciones en cgs podrian aclarar esta cuestion. (12, 51, 84)

Otros autores han propuesto que el B-1,2-cicloglucano podria estar asociado a la
proteccion de las células bajo condiciones de estrés, como seria una baja
osmolaridad ya que, en Rhizobium, la acumulacién de tal compuesto cambia al
variar ese paradmetro en el medio; sin embargo, esta respuesta aun no se ha

observado en Brucella. (12, 51, 84)

H. El operén cydAB

El operon cydAB de B. abortus 2308 es dependiente de HF-1 y codifica para una
citocromo bd oxidasa, enzima respiratoria que tiene una alta afinidad por el
oxigeno y que podria contribuir a la adaptacion de la bacteria a las condiciones de
microaerobiosis que se encuentran en los fagosomas de replicacién. Ademas,
puesto que dicha molécula enzimatica “secuestra” O,, también podria proteger a la
bacteria del estrés oxidativo que enfrenta en el compartimiento fagosémico de los

macréfagos. (83)

Las cepas de Brucella abortus con mutaciones en cydB muestran carencia de
citocromo bd oxidasa y son sensibles al peroxido de hidrogeno. Logicamente, una
sobreexpresion de las enzimas superoxido dismutasa y catalasa revierten esa
situacién, lo que comprueba que estas mutantes son susceptibles a las especies

reactivas de oxigeno presentes en los macrofagos. (53, 57)

67



l. purEy aroC

Los fagosomas de los macrofagos contienen muy limitados nutrientes para las
bacterias intracelulares, por lo que las mutaciones ocurridas en vias metabdlicas
esenciales suelen dar lugar a clonas con virulencia reducida. Las mutantes de B.
melitensis con delecidén en purE son auxoétrofas para las purinas y se asocian a un

fenotipo atenuado in vitro e in vivo. (23, 27, 53, 57)

Por su parte, las mutantes de B. suis aroC :: Tn5 son auxétrofas para compuestos
aromaticos y también muestran atenuacion in vivo. En este sentido, el gen aroC
codifica para la corismato sintasa que cataliza la produccion de acido corismico.
Ello es trascendental, ya que el corismato es el punto de partida para vias
separadas de sintesis de aminoacidos arométicos tales como los acidos para-
aminobenzoico y dihidroxibenzoico; el primero es fundamental para la produccién
de acido félico, vitamina K, ubiquinona y diversos sistemas de transporte de
electrones mientras que, el segundo, es un compuesto incial en la biosintesis del
sideroforo enteroquelina. En resumen, una mutacidon de aroC se traduce en

problemas metabdlicos serios para la bacteria. (53, 57)
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IV. PREVENCION Y TRATAMIENTO

A. Prevencion de la infeccion con Brucella en humanos

Los seres humanos se infectan con Brucella por varias vias: ingestion de
productos no pasteurizados, por via aérea con compromiso de la conjuntiva y del
tracto respiratorio y, en general, a través del contacto directo con los animales o
sus productos. La brucelosis es una enfermedad ocupacional de los trabajadores
de rastros y veterinarios que trabajan con animales y de quienes en los
laboratorios clinicos se exponen a diversos tipos de accidentes laborales, ya sea
que realicen pruebas de diagndstico o produzcan vacunas. Ademas, en virtud de
que estas bacterias pueden sobrevivir durante meses en el suelo, se considera
que la aspiracién de polvo contaminado también representa una via de infeccién
para la gente que acampa en zonas en donde se encuentra ganado infectado. (44,

74)

Dado a que, hasta el momento, aln no existen vacunas contra la brucelosis
destinadas a seres humanos, la prevencion de esta enfermedad depende del
cocimiento efectivo de los productos lacteos y de otros alimentos que pudieran
estar contaminados, asi como del control de la enfermedad en los animales y de

la limitacién a la exposicion por actividades ocupacionales. (23)
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1. Prevencién de la brucelosis en animales

Como ya se mencion6 anteriormente, las especies virulentas de Brucella tienen
algun hospedero natural: B. melitensis infecta al ganado caprino y bovino, B.
abortus al vacuno, B. suis al porcino, B. canis a los perros, B. neotomae a las
ratas de la madera y B. ovis a los ovinos; sin embargo, los animales pueden
infectarse con otras especies si entran en contacto con ellas. Frecuentemente, los
animales no muestran sintomas de la infeccion, de manera que se convierten en
portadores cronicos que pasan inadvertidos y representan un peligro para la
especie humana. A diferencia de lo que sucede en los seres humanos, en los
animales ocurre un notable viscerotropismo: las bacterias se alojan en el sistema
reproductivo de las hembras, asi como en las glandulas mamarias, en la leche y
en los fetos. La infeccibn de la placenta ocasiona aborto o el nacimiento de
productos débiles e infectados. La enfermedad se puede transmitir por contacto
sexual, ya que el bacilo se encuentra en el semen y en las secreciones vaginales

de los animales infectados. (18, 24, 78, 91, 104)

En los animales, las bacterias se alojan en los macrofagos y en los trofoblastos de
la placenta. La evidencia experimental con la que se cuenta hasta el momento
indica que el microorganismo depende de los productos de distintos genes para
adaptarse a las condiciones ambientales que enfrenta en el interior de estos dos
tipos de células. Si bien se conoce poco sobre las interacciones entre las brucelas

y los trofoblastos de la placenta, se piensa que el invasor utiliza un sistema de
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adquisicién de hierro que le permite mantener una reproduccion extensa en el
interior de dichas células, el cual parece no requerirse para la sobrevivencia y

crecimiento en el interior de los macroéfagos. (83)

Los trofoblastos son componentes de las capas epiteliales de la placenta y
representan una interfase importante entre la circulacion materna y la fetal; en
hospederos naturales, estas células juegan un papel critico en la patobiologia de
las infecciones por Brucella. Las condiciones ambientales encontradas por el
bacilo en el interior de los trofoblastos placentarios no se han logrado determinar
mas alla del hecho de que, en los rumiantes, estas células producen cantidades
importantes de eritrol (OHCH,-CHOH-CHOH-CH,0H), sobre todo durante el ultimo
trimestre de la gestacion, periodo en el que este compuesto podria actuar como un
estimulante del crecimiento de Brucella en el tracto reproductivo. Esta idea se
respalda con informacion que indica que el eritrol es la fuente de carbono
preferida por B. abortus y que el dltimo trimestre de gestacion es el periodo en el
que los rumiantes gravidos son mas susceptibles a las infecciones por Brucella. Al
parecer, la capacidad de esta bacteria para metabolizar eficientemente al eritrol
esta muy relacionada con su caracteristica de proliferar en el tracto reproductivo

de los rumiantes. (24, 69, 83)

La evidencia experimental sugiere que estas bacterias que metabolizan eritrol

tienen un alto requerimiento de hierro, el cual es obtenido a través de sideroforos

tales como el acido 2,3-dihidroxibenzoico o brucebactina (un sideroforo mas
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complejo producido por B. abortus 2308 a partir de acido 2,3-dihidroxibenzoico).

(83)

Aunque los animales pueden recuperarse espontaneamente de la infeccion
excretan bacterias por periodos variables junto con las secreciones vaginales, la
orina y la leche. Es importante sefialar que Brucella permanece viable durante
varias semanas en los restos de fetos abortados, que pueden contaminar el suelo,
el agua y los pastizales. Por otro lado, se ha demostrado que B. melitensis
sobrevive en suelos humedos hasta por 72 dias, en la leche durante 17 dias y en

el agua de mar por 25 dias. (91, 104)

Dado que la prevencion de la brucelosis humana depende en gran medida del
control de la enfermedad en los animales, en numerosos paises industrializados la
brucelosis de los animales domésticos utilizados para la alimentacion de los seres
humanos se ha limitado via la implementacion de programas de vacunacion,
vigilancia y cuarentena; sin embargo, aun se debe tomar en cuenta que la bacteria
puede ser reintroducida por el movimiento del ganado y el contacto con animales
de vida silvestre. En diversos paises del tercer mundo todavia se esta en las
primeras fases de la implementacion de un plan para controlar la infeccion del
ganado y el problema se clasifica como re-emergente en Israel, Kuwait, Arabia
Saudita, Brasil y Colombia, en donde se registra un aumento en la incidencia de B.

melitensis o B. suis biovar 1 infectando al ganado vacuno. (23, 24, 30, 83)
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La cepa lisa B. melitensis Revl se utiliza para inmunizar al ganado caprino y a
pequefios rumiantes y corresponde a una mutante no virulenta que aparece
naturalmente, dependiendo de la presencia de estreptomicina para su crecimiento.
La naturaleza de la mutacion o mutaciones de Revl aun no se conoce y la vacuna
tiene las siguientes desventajas: puede ocasionar abortos en las hembras
gestantes e infertilidad por infeccion genital; induce la produccion de anticuerpos
que interfieren en las pruebas serologicas de rutina impidiendo la diferenciacion
entre animales infectados y vacunados; y puede derivar hacia variantes
indeseables, sea en razon de una disociacion hacia el fenotipo rugoso, o hacia
formas lisas de mayor virulencia. La vacuna Revl esta ligada a falta de
estandarizacion en los métodos de produccién, lo que reditia en preparaciones
con eficiencia variable; originalmente, esta cepa era candidata para la
inmunizacion de seres humanos, pero estudios realizados en Macaccus rhesus
demostraron que, aunque confiere buena proteccion, puede persistir en los
nodulos linfaticos. Ademas, analisis realizados en voluntarios demostraron que era
aun mas virulenta que la vacuna atenuada utilizada en alguna época por los
soviéticos. Por ultimo, presenta el inconveniente de ser resistente a la
estreptomicina, un antibiotico que es util terapéuticamente en el humano para el

tratamiento de la brucelosis (24, 30, 44)

La cepa lisa atenuada B. abortus S19 proviene espontaneamente de la cepa
virulenta B. abortus 2308 y se utiliza para inmunizar bovinos. Esta vacuna se
utilizé durante muchos afos para prevenir la brucelosis en el ganado vacuno, pero

conserva algun grado de virulencia y produce abortos e infecciones persistentes
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en los animales adultos vacunados, por lo que Unicamente se utiliza en animales
sexualmente inmaduros; evidentemente, el producto también induce la formacion

de anticuerpos que interfieren en las pruebas seroldgicas de rutina. (12, 30)

Las cepas Revl y S19 tienen varios inconvenientes: son virulentas para los seres
humanos, pueden ocasionar abortos en animales prefiados e interfieren en los
estudios serologicos convencionales; por esta razon, continla la busqueda de
vacunas mejoradas. Aungue la respuesta protectora generada por la vacuna viva
es eficaz y sostenida, su desventaja en cuanto a la persistencia de la bacteria en
el interior del hospedero y su potencial de transmision no intencional a otros
organismos (como hembras prefiadas u otros hospederos para los que las cepas
de las vacunas contindan siendo virulentas), asi como su posible reversion a la

virulencia, limitan sus alcances y aplicaciones. (24, 27, 30, 57)

La cepa RB51 corresponde a una mutante rugosa atenuada de B. abortus que ha
resultado atil para la vacunacion del ganado vacuno; recientemente, ha
reemplazado a la cepa S19 en EUA y también es empleada en Chile, Colombia,
Costa Rica, México y Uruguay para el control de la brucelosis bovina. La RB51 es
resistente a la rifampina y tiene una mutacién en wboA, gen que codifica para una
glicosil transferasa requerida en la sintesis del polisacarido O; ello implica que
tiene una expresion limitada de esta cadena, por lo que generalmente no induce
suficientes anticuerpos que interfieran las pruebas diagndsticas veterinarias para
brucelosis. De hecho, podria ser muy atil como vacuna de refuerzo en el ganado

inmunizado durante sus primeros meses de vida con la cepa lisa S19, puesto que
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proveeria de estimulacion inmunoldgica pero sin la elevacion concomitante de
anticuerpos especificos para el antigeno del lipopolisacarido utilizado en el
diagnéstico. Esta cepa no es 0til para proteger ovinos, caprinos, pequefios

rumiantes, bisontes, renos o alces. (24, 30, 44, 64)

Las vacunas disponibles son eficaces Unicamente en hospederos especificos, ya
que no se logra la proteccion cruzada. Actualmente, no existe vacuna disponible

alguna para la proteccion del ganado porcino contra la brucelosis. (24)

Se han preparado bacterias atenuadas que presentan mutaciones en genes
asociados al metabolismo o a la expresion de factores de virulencia, para tratar de
obtener vacunas mas efectivas. Otra estrategia consiste en eliminar de las cepas
vacunales algun antigeno inmunodominante, lo que pretenderia distinguir a los
animales infectados de los vacunados, disefiando de manera complementaria una
prueba serolégica especifica que detecte anticuerpos contra el antigeno en

cuestion. (30)

Las vacunas basadas en preparaciones de bacterias muertas confieren cierta
proteccion, pero una sola inmunizacion es a menudo insuficiente para generar
inmunidad protectora duradera. Ademas, estos productos provocan reacciones
locales en el sitio de inoculacion e involucran la elevacion de anticuerpos que

complican el serodiagnéstico. (24, 30)
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Adicionalmente, se han probado vacunas confeccionadas con fracciones
antigénicas compuestas por lipopolisacaridos liso o rugoso y algunas proteinas de
membrana interna, e inclusive, se han realizado pruebas con la fracciéon SDS-I
(que contiene las proteinas de membrana externa mayores, peptidoglucano vy
lipopolisacéarido liso) y con el extracto HS compuesto por proteinas de la
membrana externa del grupo 3 y por lipopolisacarido rugoso. Asi mismo, se llevan
a cabo estudios con vacunas de subunidades, como la P39 (proteina periplasmica
de enlace de B. melitensis), bacterioferritina (proteina de unién al hierro en B.
melitensis) y las proteinas L7/L12 (proteinas ribosomales de B. abortus), asi como

con las vacunas vectorizadas en virus o vectores bacterianos. (24, 30, 57)

2. Control de alimentos de origen animal

Los seres humanos pueden infectarse al consumir productos lacteos, carne
contaminada cocinada de manera insuficiente o vegetales crudos que entraron en
contacto con excremento u orina de animales infectados. Brucella tiene la
capacidad de sobrevivir por periodos prolongados en los productos animales:
permanece viable hasta por 180 dias en el queso contaminado de cabra, muere
en la leche acidificada y en los quesos fermentados y es destruida por la
pasteurizacion de los productos lacteos a 62.7°C durante 30 minutos o a 71.6°C
por 15 minutos; es resistente a la salmuera y el ahumado. En los paises
desarrollados, se ha reducido de forma importante la incidencia de la brucelosis,
merced al empleo de tecnologias para el procesamiento de los alimentos

provenientes de animales; sin embargo, en diversas regiones de los paises en
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vias de desarrollo estos procedimientos no son llevados a cabo de manera

regular. (18, 91)

3. Vacunas contra la brucelosis humana

El desarrollo de alguna vacuna segura y eficaz contra la brucelosis humana
aportaria varios beneficios, pues ademas de proteger a la gente de las infecciones

naturales, también lo haria del uso de Brucella como arma bioldgica. (44)

En el pasado se han probado algunas vacunas para la inmunizacion de los seres
humanos, aunque sus resultados han sido poco satisfactorios, con una eficiencia
limitada y, en el caso de productos con bacterias vivas, con una reactogenicidad
potencial seria. La vacunacidbn de humanos con brucelas viables confiere
inmunidad protectora pero las cepas probadas hasta ahora no han alcanzado una

atenuacion suficiente. (23, 44)

Un derivado de la cepa B. abortus 19, llamado 19-BA, se desarrollo y utilizé
extensamente en la ex Union Soviética, empleandose como polvo seco en aerosol
y asociada a efectos colaterales locales (laringitis, traqueitis, bronquitis) y
sistémicos (fiebre, linfadenopatia ligera, hiperemia facial y de la membrana
mucosa, defectos en la ventilacion y la oxigenacion de la sangre). No obstante, se
le valido por haber reducido en cinco afios la incidencia de brucelosis, de 12.3%

en personas no vacunadas a 0.5% en personas vacunadas. En 1962, se
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realizaron estudios en EUA con voluntarios, observandose que la cepa no estaba
lo suficientemente atenuada para ser utilizada en toda la poblacién. En China, la
cepa B. abortus 104M se administraba de forma subcutanea y estaba alin menos
atenuada que la 19-BA. Tanto la 19-BA como la 104M provocaban efectos
colaterales méas fuertes en individuos sensibilizados previamente con Brucella.
También se probd una variante de B. abortus dependiente de estreptomicina que
inducia anticuerpos en los voluntarios pero cuyos efectos colaterales también eran

importantes. (23, 44)

La vacuna Rev1 utilizada actualmente en ganado caprino fue pensada inicialmente
para uso en humanos, pero se dej6 de probar en voluntarios cuando se demostré
que el rango entre la dosis toxica y la efectiva era muy estrecho. Otros productos
analizados fueron uno de peptidoglucano insoluble en fenol (anteriormente

utilizado en Francia) y uno de proteina y polisacarido (utilizado en Rusia). (23, 44)

Durante los ultimos afios se ha trabajado para obtener bacterias con mutaciones
en genes que codifican para determinadas vias biosintéticas, con la esperanza de
obtener vacunas atenuadas confiables. La primera mutante desarrollada tenia
como blanco la biosintesis de novo de los nucleotidos de la purina. B. melitensis
WR201 se desarroll6 a partir de B. melitensis 16M, al reemplazar la mayor parte
de purE y los primeros 7 pares de bases de purK con un cassette de resistencia a
la kanamicina. Al ser cultivada en medio minimo, WR201 mostro auxotrofia para la
adenina y la guanina y en contraste con su cepa de origen no crecié en

macrofagos humanos derivados de monocitos, mientras que la cepa 16M
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incrementd su cantidad aproximadamente 100 veces en el transcurso de 72 h.
Esta vacuna se probd en ratones, encontrandose que los animales desarrollan
anticuerpos anti-lipopolisacéarido y producen IL-2 e IFN-y. Al ser desafiados con la
cepa 16M por via intranasal en dosis de 10% UFC, los ratones vacunados
mostraron una reduccion en la diseminacion de 16M de 50 al 70%, asi como una
eliminacién acelerada de los pulmones. En estudios realizados con Macaccus
rhesus se demostré que la vacuna proporciona inmunidad y proteccién contra la
enfermedad, cuando los monos son desafiados con 16M por aerosol con 10°
veces la dosis de infeccion 50. En la necropsia efectuada ocho semanas después
del desafio, 16M se recuperd de los nédulos linfaticos y de otros tejidos de los
animales no inmunizados, pero no fue recuperada de los animales inmunizados.
Sin embargo, se obtuvo una colonia de WR201 de un testiculo de un animal y otra
de un ndédulo linfatico perteneciente a otro. Estos datos indican que la cepa
WR201, estéa suficientemente atenuada para monos, a los cuales también brinda
proteccion; sin embargo, su grado de atenuacién no permite ser administrada en
humanos. Logicamente, es factible que su prolongada persistencia en los tejidos
se relacione a la aplicaciéon de altas dosis de la vacuna y que la disminucion de las

mismas pudiera conducir al uso de WR201 en pruebas futuras. (27, 44)

La secuenciacion completa del genoma de B. melitensis, B. abortus y B. suis
podré ayudar a que pronto se produzcan vacunas efectivas para humanos y a que
se mejoren las ya existentes para animales. Las nuevas técnicas moleculares de

vacunacion que incluyen el uso de ADN, el empleo de nuevos adyuvantes y la
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selecciébn de inmundgenos con base en exploraciones de corte genémico o

protedmico pueden conducir a la preparacién de productos con mas ventajas en

cuanto a seguridad y eficacia. (44)

4. Manejo de Brucella en el laboratorio

La brucelosis es una de las infecciones que mas comunmente se adquieren en el

laboratorio clinico, destacando las patologias por B. melitensis, B. suis, B. abortus

o B. canis. Sin embargo, también se han reportado afecciones con las cepas

vacunales de B. abortus S19 y B. melitensis Rev-1. A continuaciéon se mencionan

las posibles causas de estas infecciones (75, 97):

a)

b)

Resultados erréneos en las extensiones tefiidas al Gram. Se han reportado
casos en donde la bacteria aislada resistié a la decoloracion con alcohol-
acetona y aparecié como cocobacilo Gram positivo o Gram variable, siendo
identificada como Micrococcus sp o un bacilo corineforme. Si la tincién de
Gram se malinterpreta, el microorganismo puede ser mal identificado,
dando lugar a diagnosticos erréneos e incrementando los riesgos de
exposicion del personal de laboratorio.

Manejo inadecuado de las muestras o cultivos. La concentracion de
Brucella en algunas muestras puede ser baja, lo que por ende apoya el
origen de las equivocaciones; sin embargo, el peligro se incrementa
después de la incubacién de los cultivos liquidos y sélidos, cuando éstos

contienen cantidades bastante mayores. Diversos procedimientos de rutina
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d)

tales como la preparacion, centrifugacion y agitacion vigorosa de las
suspensiones de bacterias, asi como la realizacibn de subcultivos y
pruebas bioquimicas, pueden traducirse en generadores de aerosoles
peligrosos y suspensiones densas de riesgo elevado. La propia prueba de
la catalasa representa un riesgo, ya que genera burbujas en las muestras
positivas.

Malas préacticas de laboratorio como aspirar el contenido de las cajas Petri,
trabajar en una mesa abierta con muestras clinicas, no usar equipo
protector como guantes, mascaras y gogles o ingerir accidentalmente
suspensiones con brucelas vivas al pipetear con la boca. También se han
presentado eventos inusitados como la autoinoculacion con jeringas que
contienen restos de suspension del microorganismo o con liquido sinovial
de un paciente infectado, etc.

Accidentes de laboratorio tales como la ruptura de tubos de centrifuga o de
viales para cultivo sanguineo. En general, se estima que el 20% de los

casos de infeccion en el laboratorio se deben a situaciones accidentales.

Numerosas exposiciones de los trabajadores de un laboratorio clinico pueden
disminuir significativamente si el meédico informa oportunamente sobre las
sospechas de brucelosis en ciertos pacientes; de esta forma, el personal
manejara las muestras de manera adecuada y mas segura. Un inconveniente de
la amplia gama de manifestaciones clinicas relacionadas con el padecimiento
consiste en que los médicos no siempre consideran la posibilidad de esta

enfermedad. (75, 97)
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Practicamente el personal estd obligado a manejar los cultivos vivos de Brucella y

los especimenes sospechosos en un gabinete de seguridad de tipo Il. Sin

embargo, esto varias veces es insuficiente para prevenir la exposicién, ya que

cuando se sospecha o se confirma que se trata de Brucella la transmisién ya pudo

haber tenido lugar. (97)

Algunas recomendaciones para minimizar el riesgo de contagio en el laboratorio

son (97):

1)

2)

3)

4)

Insistir en que los médicos informen al laboratorio cuando sospechen que

un paciente tiene brucelosis.

Adoptar y seguir estrictamente las buenas practicas de laboratorio,

reforzandolas y monitoreandolas regularmente.

Educar periédicamente al personal del laboratorio para que esté
familiarizado con las caracteristicas del microorganismo y con el manejo

seguro de los cultivos.

Emplear el gabinete de bioseguridad en todo trabajo que involucre bacilos

cortos o cocobacilos Gram negativos o Gram-variables, aislados de tejidos,

sangre, médula 6sea, hueso o liquido sinovial.
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5)

6)

7

8)

Sellar las cajas con cultivo cuando no se estén empleando, y esterilizarlas

y desecharlas adecuadamente en cuanto dejen de ser Utiles.

Evitar la realizacién de pruebas innecesarias como las de susceptibilidad a
los antibidticos, ya que Brucella generalmente no muestra resistencia a los

mismos y el régimen terapéutico para tratar la brucelosis es estandar.

Privilegiar el uso de sistemas automatizados de monitoreo continuo para el
cultivo sanguineo de las muestras provenientes de pacientes con sospecha
de brucelosis. Evitar el método de lisis por centrifugacion, porque implica la
centrifugacion de las muestras y la inspeccion visual de las placas para
detectar al microorganismo. Si bien los métodos basados en la lisis de la
sangre incrementan la deteccion de Brucella, los modernos sistemas

automatizados de cultivo sanguineo son mas rapidos y mas sensibles.

Evacuar el laboratorio de inmediato si una suspension viable de Brucella es
derramada; las puertas deben cerrarse y se debe aplicar un germicida
efectivo como fenol al 3% o cloro al 10%. La persona encargada de la
aplicacion debe estar entrenada y utilizar una mascara de seguridad,

gogles, bata impermeable y guantes.
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B. Tratamiento de la brucelosis humana

Aln no hay evidencia concluyente sobre el tratamiento éptimo de la brucelosis y la
recurrencia de la enfermedad representa uno de los problemas terapéuticos mas
importantes. La recomendaciéon de la Organizacion Mundial de la Salud para el
tratamiento de la brucelosis aguda en adultos se publicé en 1986 y consiste en
una combinacion de rifampina (600 a 900 mg) y doxiciclina (200 mg), diariamente,

por un minimo de seis semanas. (23, 31, 57, 76, 85, 88)

Alternativamente, la OMS sugiere que la rifampina podria ser reemplazada por
estreptomicina (15mg/kg), administrada intramuscularmente durante dos semanas.
Algunos investigadores consideran que la combinacibn de estreptomicina
intramuscular con una tetraciclina oral tiene menos probabilidades de recurrencia y
gue actualmente es la mejor opcion terapéutica disponible, especialmente cuando

se refiere a casos de formas localizadas de la enfermedad. (23, 76, 88)

De hecho, diversos estudios demuestran que el régimen basado en estreptomicina
con tetraciclina oral se asocia a menores cantidades de recurrencias que la
combinacion doxiciclina con rifampina; sin embargo, el perfil toxicolégico de la
estreptomicina (que requiere del monitoreo de la funcién renal) y el hecho de que
dicho aminoglucdésido deba ser administrado por via intramuscular o intravenosa

representan dos grandes desventajas. (23, 88)
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Por otro lado, la combinacién tetraciclina con rifampina tiene la ventaja de que
ambos medicamentos se administran oralmente, pero la recurrencia de la
brucelosis es mas comun que con otras alternativas y su toxicidad no es

despreciable. (23, 31)

Las pruebas clinicas controladas que se han llevado a cabo con otros antibioticos,
incluyendo sulfametoxazol-trimetoprim, nuevos macrdlidos y beta-lactaminas, han
proporcionado resultados pobres, o bien, han involucrado a un muy bajo niamero
de pacientes y ello no permite una evaluacion representativa. Por ello, los
regimenes mas utilizados son los dos mencionados anteriormente, los cuales han

sido recomendados por la OMS. (31)

Los tratamientos basados en quinolonas constituyen una alternativa en pacientes
que presentan recurrencias después de haber recibido otros medicamentos, e
inclusive, que han experimentado toxicidad con estos ultimos. Las quinolonas
pueden reemplazar a la tetraciclina o a la rifampina cuando alguno desencadene
toxicidad. Ademas, hay reportes alentadores en cuanto a los resultados clinicos

asociados a las quinolonas como un tercer agente terapéutico. (31)

La monoterapia con rifampina representa la opcién principal para la brucelosis
durante el embarazo y su combinacion con sulfametoxazol-trimetoprim es el
tratamiento recomendado para tratar la brucelosis en infantes, aunque también se

ha utilizado la combinacion sulfametoxazol-trimetoprim oral por tres semanas con
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gentamicina intramuscular durante cinco dias, en nifios menores de ocho afios.

(31, 78)

Algunas formas localizadas de brucelosis son dificiles de tratar y su recurrencia
también representa un problema terapéutico serio. La cirugia constituye una
opcion a considerar para pacientes con endocarditis 0 abscesos en cerebro, bazo
u otros Organos; evidentemente, el tratamiento médico en cuanto a antibioticos
utilizados es esencialmente el mismo, pero suele requerirse que la terapia se
prolongue hasta por seis meses 0 mas, sobre todo en pacientes con formas
osteoarticulares de la enfermedad y especialmente en casos de espondilitis. Las
combinaciones con tres antimicrobianos resultan dtiles en algunos casos de
endocarditis, espondilitis y meningitis, y el modelo mas aceptado incluye rifampina,

una tetraciclina y un aminoglucésido. (23, 31)

86



V. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Las manifestaciones clinicas de la brucelosis humana son muy variables y poco
especificas, por lo que el diagnoéstico se establece fundamentalmente via métodos
de laboratorio, ya sea aislando e identificando al patégeno o demostrando la

presencia de altos titulos de anticuerpos especificos en su contra. (20, 23, 66)

El hemocultivo continda siendo el método microbiolégico mas utilizado y, aunque
es efectivo durante la fase aguda, su sensibilidad se reduce considerablemente en
pacientes con evoluciones clinicas de largo tiempo o complicaciones localizadas.
Los cultivos bacterioldgicos requieren de un prolongado periodo de incubacion y el
manejo de los microorganismos representa un riesgo para el personal del

laboratorio. (20, 23, 29, 66, 80,103)

Por lo que se refiere al diagnostico serologico, se han sefialado diversas
limitaciones, incluyendo su pobre sensibilidad en las primeras etapas de la
infeccidn, durante las cuales los niveles de anticuerpos pueden ser muy bajos, asi
como una especificidad reducida en areas donde la enfermedad es endémica y en
personas que estan expuestas a Brucella por cuestiones laborales, e inclusive,

algunas reacciones cruzadas con otras bacterias. (20, 24, 66)
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En los ultimos afios se han desarrollado pruebas moleculares para el diagnéstico
de brucelosis, buscando superar las desventajas y limitaciones de los métodos
microbiolégicos y serolégicos. Las mas frecuentes se han basado en la
amplificacion del ADN bacteriano via la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
por polymerase chain reaction). Recientemente se reportd que la PCR aplicada a
muestras sanguineas provee mejores resultados que las técnicas de cultivo
tradicionales, se trate de infecciones agudas, recurrentes o complicaciones

localizadas de la enfermedad. (20, 66, 80)

Es importante mencionar que la identificacion de la especie no es esencial para
instituir el tratamiento, ya que en todos los casos de brucelosis humana se
emplean los mismos medicamentos, por lo que algunas pruebas moleculares

anicamente conducen a la deteccion del género. (20)

Evidentemente, en virtud de su costo y los requerimientos de personal

especializado, hasta el momento ninguno de los ensayos de diagnéstico molecular

ha sido incorporado como de uso comun en los laboratorios clinicos. (34)

A. Cultivo bacteriolégico

La deteccion de Brucella mediante cultivos de laboratorio se fundamenta en la

observacion de las caracteristicas morfolégicas, coloniales y bioquimicas
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especificas del género; la diferenciacion de las especies se logra estudiando la
sensibilidad a fucsina basica y tionina, la produccion de H,S, requerimiento de CO,

y la susceptibilidad a fagos. (9, 29, 80, 104)

1. Muestras

Debido a la variacion de las manifestaciones en la brucelosis humana, es preciso
analizar una amplia gama de distintas muestras clinicas, las cuales pueden
contener bacterias viables. El espécimen empleado con mayor frecuencia es la
sangre venosa: en las formas agudas asociadas a B. melitensis la positividad de
los cultivos sanguineos es notablemente alta, ya que alcanza el 70-80% del total;
sin embargo, esta cifra se reduce significativamente cuando se trata de
infecciones cronicas, en pacientes con infecciones localizadas (meningitis,
endocarditis, espondilitis, epididimo-orquitis, etc.) y en los cuadros debidos a B.
suis o B. abortus, donde el porcentaje de cultivos con resultados positivos pocas

veces sobrepasa el 30-50%. (20, 37, 97, 98, 103)

El aislamiento de estas bacterias también puede obtenerse a partir de muestras de
médula 0sea, bazo, higado y materiales provenientes de abscesos; ademas, se
han reportado casos excepcionales en que las brucelas se aislan de pus, liquido
sinovial, fluido cerebroespinal, orina y exudados genitales. En general, el

diagnéstico de las formas localizadas de brucelosis es complicado y el rendimiento
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de los cultivos de muestras no sanguineas fluctia entre el 10 y 40%. ( 37, 97, 98,

103)

De acuerdo con la Guia de Laboratorio de la ASM (por American Society for
Microbiology) las muestras clinicas mas aceptables para el aislamiento de Brucella
son la sangre venosa, suero, médula Osea, liquido sinovial, higado, bazo y

abscesos. (37)

1.1 Analisis de muestras sanguineas, médula 6sea o liquido sinovial
Los métodos mas utilizados para llevar a cabo el cultivo de sangre, médula 6sea o

liquido sinovial son los siguientes:

a) Sistemas bifasicos. El mas conocido es el de Ruiz Castafieda, en el cual se
utiliza como fase sdlida agar-soya-tripticasa, agar-triptosa o agar-brucela y, como
fase liquida, el mismo medio pero carente de agar; también se ha empleado la
combinacion de agar infusién cerebro-corazon y caldo nutritivo. Las muestras se
inoculan por duplicado y los sistemas se incuban durante dos o tres semanas y
hasta por un mes, a 37°C, con y sin CO; el medio liquido se inclina sobre la fase
sélida diariamente y se realizan subcultivos ciegos cada 7 dias, en agar sangre de
carnero (SBA), agar chocolate y MacConkey o EMB; las placas se incuban a 37°C

en incubadoras con 5 a 10% de CO,. (9, 36, 37,104)
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En el caso de infecciones agudas producidas por Brucella melitensis, la proporcién
de hemocultivos positivos realizados por esta técnica es de 70 al 80%; sin
embargo, la tasa de aislamiento asociada a muestras de pacientes con formas
cronicas o subagudas de la enfermedad continla siendo baja y pocas veces

excede el 30 al 50%. (6, 54)

Evidentemente, existen sistemas comerciales bifasicos tales como el septi-check

BBL o PML bifasico. (37, 89)

b) Sistemas de lisis por centrifugacion. La técnica de lisis por centrifugacion
emplea equipo y reactivos disponibles en la mayoria de los laboratorios clinicos y
permite confirmar el diagndstico clinico en menos tiempo que la de Ruiz
Castafneda; de hecho, detecta la mayoria de los casos agudos en un promedio de
2.4 dias y los casos cronicos en 2.7 dias, aunque tiene como desventaja la de ser
un procedimiento manual y laborioso que implica grandes riesgos para las
personas que la efectian; también en este caso existen sistemas comerciales

tales como el ISOLATOR y el Isostat. (9, 37, 71, 100)

c) Sistemas de monitoreo continuo. Estos sistemas detectan automaticamente el
crecimiento, ya que generalmente se conforman por un indicador de crecimiento,
un mecanismo de deteccion y un sistema de sefialamiento. La ventaja mas
importante de los sistemas de monitoreo continuo consiste en la rapida deteccion

de la bacteria, lo que a su vez disminuye el tiempo en que inicia el tratamiento.
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Ademas, el uso de instrumentos automatizados minimiza el riesgo de

contaminacion y mejora la seguridad en el laboratorio. (71)

Los sistemas automatizados detectan mas del 95% de los cultivos positivos de B.
melitensis dentro de los primeros 7 dias de incubacion. A menos de que esta
tecnologia no estuviera al alcance del laboratorio, las incubaciones prolongadas,
los subcultivos ciegos y los medios de cultivo especiales podrian no ser
requeridos, aun cuando algunos autores recomiendan que, en casos negativos, se
prolongue la incubacion a un minimo de 21 dias, con subcultivos semanales que

permanezcan a 35°C durante al menos 7 dias. (29, 37, 56, 99, 100,103)

Uno de los principales sistemas de monitoreo para la deteccion de Brucella es el
BACTEC 9120, que detecta y mide la concentracion de CO, producido por los
microorganismos, a traveés de un sensor localizado en la parte inferior de cada
tubo. Se inoculan de 1 a 5 mL de la muestra de sangre en los tubos para
hemocultivo BACTEC Peds Plus/F y 10 mL en los tubos Plus Aerobic/F, y
posteriormente se incuban durante 7 dias en el equipo. Segun un estudio
realizado, el tiempo promedio de deteccion de 20 aislamientos de Brucella

melitensis fue de 63.87 horas. (29)
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El sistema BACTEC 9240 se ha acoplado al medio pediatrico Peds Plus/F y al
Plus Aerobic/F para muestras de adultos, lo que ha redituado importantes mejoras:
la deteccion de Brucella ocurre en siete dias, sin la necesidad de subcultivar los

viales de los hemocultivos negativos. (8)

El sistema BACTEC 9240 también se ha acoplado con el medio MYCO/F LYTIC,
el cual contiene saponina para lisar los leucocitos de las muestras sanguineas; sin
embargo, se observd que, comparado con el Peds Plus/F y el Plus Aerobic/F,

tardaba 24 h mas que los anteriores en proporcionar el resultado. (100)

1.2 Aislamiento a partir de tejido o lesiones

Las muestras de tejido o de lesiones se trituran asépticamente en un mortero y se
inoculan en medios SBA, agar chocolate y MacConkey o EMB. Las placas se
incuban a 35°C con 5-10% de CO, y se examinan diariamente por un minimo de 7

dias. (36, 37, 56, 70)

2. Observacion de extensiones tefidas al Gram

Las bacterias del género Brucella aparecen como pequefios cocobacilos Gram
negativos débilmente tefidos, de 0.5 um a 0.7um de ancho por 0.6um a 1.5um de

largo. (36, 37, 104)
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1. Pruebas bioquimicas

Prueba de las oxidasas

Esta prueba determina la presencia de enzimas oxidasas asociadas a los
citocromos de la cadena respiratoria y se realiza sobre muestras de colonias en
crecimiento activo (18-24 h) obtenidas en el medio SBA u otro equivalente. B.
abortus, B. melitensis y B. suis son oxidasa positiva, mientras que B. canis se

considera variable. (36, 37)

Prueba de la ureasa

Determina la capacidad de un microorganismo para hidrolizar la urea, formando
amoniaco, como respuesta a la accion de la enzima ureasa. Todas las especies
de Brucella son positivas, pero la velocidad de la actividad enzimatica es util para
la diferenciacion de las especies. En el medio de Christensen la hidrdlisis de la
urea puede ser observada en alrededor de 15 minutos con B. suis y B. canis y
después de 24 h con la mayoria de las cepas de B. abortus y B. melitensis.
Algunas cepas de esta Ultima especie requieren de periodos aun mas largos para

evidenciar su positividad. (37, 104)
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4. Interpretacion del cultivo bacteriologico

Identificacion presuntiva del género:
a) Extensiones tefiidas al Gram: La observacion de cocobacilos Gram negativos,
débilmente tefidos, con las dimensiones antes sefialadas, e inclusive,

acompafnados por elementos cocoides de la misma coloracion. (36, 37, 104)

b) Morfologia de las colonias. Las colonias en medio SBA son puntiformes (de 0.5
a 1.0 mm de didmetro), convexas, brillantes, no hemoliticas y sin pigmento; son
visibles después de 48 o 72 h de incubacion. Los aislados generalmente no crecen
en EMB o MacConkey, aunque ocasionalmente se han observado en ellos

colonias puntiformes después de 7 dias o mas. (14, 36, 104)

c) Pruebas bioquimicas. Suelen dar positivas para ureasa y oxidasa excepto B.

canis que es variable para esta ultima. (36, 104)

La identificacion de la especie se logra tomando en cuenta los resultados de la
prueba de hidrdlisis de la urea y realizando las pruebas adicionales descritas en el
capitulo I (9, 22, 29, 40, 65, 89):

a. Requerimiento de CO, para desarrollar.

b. Accién inhibitoria de fucsina basica y tionina.

c. Produccion de H,S.

d. Fagotipificacion.
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B. Diagnostico mediante serologia

Si bien se han disefiado y probado diversas pruebas seroldgicas para el
diagnéstico de brucelosis, lo cierto es que aun no se ha encontrado la técnica
ideal. La sensibilidad de estas pruebas varia del 65 al 95% pero su especificidad
en areas endémicas es baja debido a la alta prevalencia de anticuerpos entre la
poblacién sana. Estas reacciones son dificiles de interpretar en personas con
riesgo laboral, en pacientes con historia reciente de brucelosis y en pacientes con
enfermedad recurrente (pues los anticuerpos contra Brucella permanecen durante
lapsos prolongados). Ademas, la mayoria de las pruebas serologicas son

sensibles a reacciones cruzadas. (2, 3, 20, 66, 103)

Los métodos de diagndstico serologico para la brucelosis se han basado
principalmente en la reactividad del lipopolisacarido de las cepas lisas y uno de los
mayores problemas que el quimico enfrenta reside en la similitud de la cadena
lateral del polisacarido O de dicha molécula con el de Yersinia enterocolitica 0:9 y
Vibrio cholerae. Dicha reactividad cruzada ha restringido la especificidad de

numerosas propuestas diagndsticas. (14, 24, 104)

Entre las variantes que se han ensayado se cuentan las pruebas de fijacion del

complemento, el ensayo radioinmunoldgico, la prueba de aglutinacién con 2-

96



mercaptoetanol, la prueba de inmunocaptura-aglutinacién y ELISA. (20, 70, 103,

104)

Sin embargo, la mas utilizada en la actualidad es la prueba de aglutinacién en
tubo. Los anticuerpos contra todas las especies de Brucella, exceptuando a B.
canis, se detectan utilizando antigenos de B. abortus 1119-3; por su parte, para el
diagnéstico de la enfermedad causada por B. canis se emplea un antigeno
especifico de esta especie o de B. ovis. El diagnoéstico tiene lugar cuando ocurre
un aumento de cuatro veces en el titulo o un titulo anico mayor o igual a 1:160
con sintomas compatibles. Se han detectado falsos positivos en pacientes con
salmonelosis, tularemia, colera, lupus eritematoso y mieloma. Ademas, esta
prueba tiene tasas elevadas de falsos negativos en casos complicados o cronicos.

(3, 5, 16, 65, 70, 103, 104)

La mayoria de los laboratorios utilizan la prueba de Coombs como una extension
de la prueba de aglutinacién en tubo para detectar anticuerpos no aglutinantes.
Sin embargo también se ha reportando un alto nimero de falsos negativos con

esta prueba. (5)

Se ha evaluado el sistema comercial PANBIO que es una prueba de ELISA para
detectar anticuerpos IgG o IgM contra Brucella utilizando muestras de suero. En
el estudio la sensibilidad de deteccion fue de 91% y 100% para IgG e IgM
respectivamente y la especificidad fue de 100% para ambos. El reporte afirma que

este método es la prueba de eleccion para el diagndstico de casos complicados o
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cronicos, especialmente cuando la prueba de aglutinacion en tubo y la prueba de
Coombs son negativas. Sin embargo no se recomienda para su uso en el
diagnéstico de pacientes con brucelosis aguda ya que las pruebas de aglutinaciéon

tienen una confiabilidad similar para esta condicion y son menos costosas. (5)

El diagnostico serolégico se realiza con una muestra de suero durante la fase
aguda de la infeccion, seguida por otro espécimen igual obtenido durante la fase

de convalecencia, 21 a 28 dias después. (56)

C. Métodos moleculares

La metodologia molecular ofrece una alternativa para el diagnostico de la
brucelosis y se fundamenta en el empleo de la PCR, a la cual se ha reconocido
una alta sensibilidad y especificidad, asi como la posibilidad de generar resultados
confiables en poco tiempo, caracteristicas que superan a las pruebas
convencionales. Estos métodos han sido desarrollados durante la ultima década,
por lo que los protocolos para la preparacion de las muestras, las secuencias
“blanco” y los métodos de deteccion aun no han sido estandarizados. (20, 24,

103)

Por otro lado, se esta investigando si la secuenciacion del gen 16S rRNA es util

para el diagndstico de la brucelosis humana y animal. (34)
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1. PCR

La reaccibn en cadena de la polimerasa corresponde a un método de
amplificacion logaritmica de secuencias cortas de ADN (generalmente de 100 a
600 bases) que son especificas de la bacteria en turno. Los principales
componentes de esta reaccidn son (45):

a) La secuencia “blanco”, que es la secuencia de acido nucleico que se quiere
amplificar. Consiste en alrededor de 100 a 600 pares de bases.

b) Un par de iniciadores o primers, cada uno de aproximadamente 20
nucledtidos de longitud, que son complementarios a las secuencias de
interés en cada una de las dos cadenas que constituyen el ADN.

c) Una DNA polimerasa termoestable (Taq pol ). Que requiere de la
presencia de cloruro de magnesio, ya que el magnesio actia como
cofactor.

d) Desoxirribonucleotidos trifosfatados libres.

Por otra parte, un ciclo de amplificacion consta de las siguientes etapas (45):

1. Desnaturalizacion de la doble cadena de ADN, lo cual ocurre a 94°C.

2. Hibridacion de los iniciadores con la secuencia “blanco” de la cual son
complementarios; esto sucede cuando la temperatura se reduce a 50 o
60°C.

3. Elongacion de la cadena de ADN complementaria, a partir de cada uno de
los iniciadores. La DNA polimerasa termoestable realiza la sintesis cuando

la temperatura se eleva a 72°C.
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Generalmente se realizan entre 30 y 40 ciclos de amplificacion, cada uno de
alrededor de un minuto, de forma que el DNA “blanco” se obtiene en
cantidades considerables para ser detectado con relativa facilidad. Es
importante sefialar que la PCR es una herramienta cualitativa para detectar la
presencia o ausencia de un ADN particular pero no es un método de analisis
cuantitativo, excepto cuando se efectia en equipos que permiten la realizacion

“en tiempo real”. (45)

Muestras

Para buscar e identificar el ADN de Brucella pueden utilizarse muestras de sangre
o suero del enfermo, si bien las primeras deben procesarse antes de su andlisis
para obtener el ADN bacteriano; ello requiere de la lisis de las células sanguineas
y la purificacion del ADN a través de métodos como salting out, aunque hay

estudios en que se ha realizado la PCR sin la purificacion del ADN. (20, 103)

Algunos autores sefialan que el suero es la muestra 6ptima para el diagndstico, ya
que se evita la inhibicion por anticoagulantes, hemoglobina, DNA humano o
cualquier otra sustancia presente en la sangre completa; ademas, el
procedimiento se simplifica porque no se requieren los pasos de lisis de eritrocitos,
lavados por centrifugacion, y medicion y ajuste de las concentraciones del ADN

aislado. (103)
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Iniciadores y secuencias “blanco”

Debido a que la identificacion de Brucella a nivel de especie no es necesaria para
iniciar el tratamiento, puede utilizarse una PCR especifica para el género. En tal
sentido, se han seleccionado numerosas secuencias de acidos nucleicos como
“blanco” para el desarrollo de ensayos PCR especificos para Brucella. Dichas
secuencias asi como los iniciadores que se han investigado se muestran en la
tabla 7, aunque debe mencionarse que la experiencia clinica implicada aun resulta

insuficiente. (20, 24)

El “blanco” de PCR mas frecuente para el diagnéstico de brucelosis en humanos
es el gen bcsp31 que codifica para un antigeno de 31-kDa el cual se conserva en

todas las especies de Brucella. (73, 103)

Métodos de deteccion

Una vez llevada a cabo la amplificacion del segmento “blanco” de ADN, es preciso
efectuar una técnica complementaria que permita su identificacion. Las siguientes
metodologias son las mas empleadas:

a) Electroforesis en gel de agarosa. Es un método de separacion de las moléculas
de acuerdo a su tamafo y carga eléctrica. Los fragmentos de ADN se visualizan
con bromuro de etidio, un colorante que se une a la doble cadena de ADN por
intercalacion entre los pares de bases y que es detectado por fluorescencia

cuando es irradiado en la parte UV del espectro.
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Tabla 7. Genes, iniciadores y secuencias utilizados para la deteccion de ADN de Brucella por PCR. (20, 72)

Gen
Proteina de 31 kDa de B.abortus

Proteina externa de membrana (omp2)

de B. abortus

B. abortus 16S RNAr

B. abortus 16S RNAr

Proteina de membrana externa de
43 kDa de B. abortus

Iniciador
B4/B5

JPF/JPR

Bal48-167F/

Ba928-948R

F4/R2

No publicado

Secuencia
TGGCTCGGTTGCCAATATCAA/
CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG

GCGCTCAGGCTGCCGACGCAA/
ACCAGCCATTGCGGTCGGTA

TGCTAATACCGTATGTGCTT/
TAACCGCGACCGGGATGTCAA

TCGAGCGCCCGCAAGGGG/
AACCATAGTGTCTCCACTAA

No publicada

Tamafo del producto
amplificado (pares
de bases)

223

193

800

905

635
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Cuando existen resultados inciertos, éstos se confirman o rectifican mediante

las técnicas Dot blot o Southern Blot. (45, 66)

Dot blot
Las muestras de ADN se colocan en forma de puntos sobre membranas de
nitrocelulosa o nylon, en plantillas circulares y, posteriormente, son

desnaturalizadas e hibridadas a una sonda especifica. (48)

Southern Blot

En este procedimiento se transfieren fragmentos de DNA separados
electroforéticamente (en un gel de agarosa) a filtros de nitrocelulosa o a
membranas de nylon, para su deteccion por hibridacién con sondas marcadas

complementarias a la secuencia de interés. (49, 50)

b) PCR-ELISA

Se ha desarrollado un ensayo PCR-ELISA que se realiza con muestras de
sangre venosa. Primero se amplifica una secuencia de 223 pares de bases del
gen bcsp31; el producto amplificado es marcado con digoxigenina y se hibrida
con una sonda biotinilada complementaria a la parte interna del producto. El
hibrido se captura en pocillos de microtitulacion revestidos con estreptavidina y
es detectado utilizando un conjugado antidigoxigenina Fab-peroxidasa. El limite
de deteccion de este ensayo es de 10 fg (lo correspondiente a dos células
bacterianas), su sensibilidad de 94.9% y su especificidad de 96.5%. La
deteccion del producto se realiza en menos de 24 h, no requiere aparato de

electroforesis, ni luz ultravioleta o de reactivos tdxicos; ademas, permite el
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manejo de un gran numero de muestras en forma simultanea y puede
automatizarse, con lo que se limita el riesgo de infeccion de los trabajadores

del laboratorio. (66)

2. PCR en tiempo real

Los métodos de PCR en tiempo real se han empezado a usar para detectar a
Brucella, aportando mejoras en cuanto a especificidad y lapsos requeridos para
la obtencion de los resultados. En algunas pruebas se amplifica una secuencia
“blanco” y, en otras, denominadas PCR multiple en tiempo real, se pueden

amplificar varios “blancos” a la vez. (24)

Los ensayos de PCR en tiempo real se han descrito para la deteccién de B.
abortus, B. melitensis y B. suis biovar 1, utilizando como secuencias “blanco”
elementos de integracion I1IS711 que se encuentran en sitios especificos del

genoma de cada especie o biovar de Brucella. (80)

Asi mismo, se ha probado una PCR en tiempo real para la amplificacion de un
fragmento de 322 pares de bases del gen per, que codifica para una
perosamina sintetasa especifica del género Brucella que es necesaria para la
biosintesis de polisacarido O. Se analizaron 23 cepas de Brucella, asi como
174 cepas correspondientes a otros géneros bacterianos, confirmandose la
especificidad del ensayo. El limite de deteccion vari6 de 200 fg para B.
neotomae (cepa NCTC 10084) y B. ovis (cepa 2604 f.PCR) a 2 pg para B.
melitensis (cepa 16 M), B. abortus biovar 1 (cepa 544) y biovar 5 (cepa B3196)
y B. suis biovar 1 (cepa 1330) y biovar 2 (cepa Thomsen). Actualmente, la

técnica esté siendo adaptada para probarse en muestras clinicas. (11)
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Por dltimo, existe una PCR multiple en tiempo real que permite la identificacion
rapida de Brucella sp., B. abortus y B. melitensis en una sola corrida. El método
utiliza tres secuencias “blanco™ una para identificar al género Brucella, otra
para identificar a B. abortus y una mas para identificar a B. melitensis. Para
identificar a Brucella sp. los iniciadores y la sonda tienen como “blanco” el gen
bcsp31l. Los “blancos” para identificar las especies B. abortus y B. melitensis
son elementos de insercion IS711. En B. abortus, IS711 se encuentra corriente
abajo del gen alkB y en B. melitensis se encuentra corriente abajo del gen
BMEI1162. El iniciador inverso es complementario al propio 1IS711 y es util para
la amplificacién de la secuencia “blanco” correspondiente a cualquiera de las
dos especies; los iniciadores directos son complementarios, respectivamente,
al gen alkB (B. abortus) o BMEI1162 (B. melitensis). Los resultados de esta
prueba se obtienen al cabo de 2 o 3 h. El ensayo emplea calor para inactivar a
los microorganismos, lo que reduce en gran medida el riesgo de infeccion en el
laboratorio. La sensibilidad y especificidad del ensayo fluctuaron entre 92 y

100%, estimandose que la prueba tiene un limite de deteccion de 150 fg. (80)

3. Secuenciacion del gen 16S rRNA

En general, la comunidad cientifica considera que la secuenciacion del gen 16S
rRNA podria conducir al desarrollo de una prueba de diagndstico para Brucella
a nivel de género. Un estudio empled las cepas correspondientes a las
biovares y especies de Brucella que se encuentran con mas frecuencia en las
infecciones de animales y humanos, demostrandose que la secuenciacién

diferencia al género Brucella de otras bacterias relacionadas (Ochrobactrum
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anthropi, Agrobacterium sp., Oligella urethralis y Vibrio cholerae); sin embargo,

aun es necesario investigar su efectividad en muestras clinicas. (34)
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CONCLUSIONES

1. Por motivos practicos al género Brucella se le divide en seis especies, si bien se
reconoce que existen otras aisladas de mamiferos marinos que presentan

caracteristicas distintas.

2. Las manifestaciones clinicas de la brucelosis, ya sea ésta aguda, subaguda o
cronica, son muy diversas y Vvariables; en general, ninguna es lo
suficientemente especifica para sustentar el diagnéstico médico y la situacion
del paciente suele agravarse debido a las complicaciones y a las infecciones

recurrentes.

3. Brucella se aloja en el interior de los macréfagos, sus células hospederas
preferidas, evadiendo los mecanismos antiparasitarios y reproduciéndose
dentro del fagosoma involucrado, al cual por ello se le denomina brucelosoma.
Para entender a fondo los eventos que derivan en la infeccion, aun es
necesario identificar y analizar diversas moléculas y receptores en la superficie
macrofagica, asi como ciertos componentes bacterianos que intervienen en el

proceso de invasion y en el trafico intracelular.
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4. Hasta el momento, los factores de virulencia mas conocidos en Brucella, son: a)
el lipopolisacarido de la membrana externa, involucrado en la internalizacion y
el transporte intracelular de la bacteria, asi como en la promocién de una
respuesta inmunoldgica baja por parte del hospedero; b) el sistema de dos
componentes bvrS/bvrR, que al parecer aporta estabilidad a la membrana
externa bacteriana; c) el operon virB, que promueve la interaccion del
fagosoma con el reticulo endoplasmico; d) el gen bacA, que codifica para una
proteina de transporte que forma parte de la membrana externa y cuya funcion
podria ser la de transportar acidos grasos de cadena muy larga para que se
integren posteriormente al lipopolisacarido de la membrana externa; e) los -
1,2-cicloglucanos que al parecer contribuyen a la estabilizacion y/o ensamble
de sistemas macromoleculares de la membrana externa de las bacterias; y f)
el gen hfg, la enzima superéxido-dismutasa, el operdn cydAB y los genes purkE
y aroC, todos los cuales realizan funciones asociadas a la adaptacion de la

bacteria al ambiente del interior del brucelosoma.

5. Actualmente, la prevencion de la brucelosis humana reside principalmente en el
cuidado de los animales y en el control de la calidad de sus productos, por lo
que resultan de suma importancia las campafias de regulacién sanitaria en
establos, rastros, camiones y expendios de carne y el aseguramiento de la

calidad de los alimentos para consumo humano.
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6. La brucelosis es una de las infecciones adquiridas con mayor frecuencia por
trabajadores de los laboratorios clinicos; resulta necesario solicitar a los
médicos que informen de los casos en que se sospecha de brucelosis, a fin de
minimizar los riesgos de contagio, ello ademas de insistir en el seguimiento

estricto de las medidas relacionadas con las buenas préacticas de laboratorio.

7. El tratamiento de la brucelosis es prolongado. El régimen terapéutico
recomendado por la OMS continda basandose en la combinacion de rifampina
(600 a 900 mg diarios) y doxiciclina (200 mg diarios), administrandose durante

un minimo de seis semanas.

8. Hasta el momento no se cuenta con una vacuna efectiva contra la brucelosis,

que pudiera aplicarse al humano.

9. El diagndstico de la brucelosis humana es muy complicado y aun no existe un
método mas efectivo que los demas. Numerosas técnicas basadas en la
deteccion de anticuerpos son de poca utilidad en poblaciones donde la
enfermedad es comun. Loégicamente, los métodos basados en PCR y PCR en
tiempo real son muy prometedores, pero aun no se han estandarizado ni se

utilizan en los laboratorios clinicos convencionales.

10. La realizacion de investigaciones acerca de la brucelosis en humanos es muy
relevante, habida cuenta que se trata de una enfermedad comun en

numerosos paises, la cual facilmente pasa inadvertida y, a falta de una
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terapéutica apropiada, puede tornarse cronica inhabiltando en forma
permanente al paciente. Adicionalmente, aldn existen numerosas
caracteristicas de estas bacterias, incluidos algunos factores de virulencia y
ciertos mecanismos que originan la enfermedad, que alun se desconocen y que
podrian resultar determinantes para el desarrollo de mejores tratamientos,
vacunas efectivas y métodos de diagnostico mas confiables. Finalmente,
puesto que las personas resultan infectadas por entrar en contacto con
animales o con productos provenientes de ellos, los hallazgos que se logren en
torno a Brucella también beneficiaran a la industria ganadera, que a menudo

registra pérdidas econdémicas relacionadas con dicho microorganismo.
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