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REVISION BIBLIOGRAFICA

Brucella abortus: inmunidad, vacunas y estrategias de prevencion
basadas en acidos nucleicos”

Brucella abortus: immunity, vaccines and prevention strategies based on nucleic acids

R Rivers!, E Andrews!, A Gonzalez-Smith!, G Donoso!, A Ofate!*

Laboratorio de Inmunologia Molecular, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Universidad de Concepcidn, Casilla 160-C, Concepcion, Chile.

SUMMARY

Brucellosis, a disease caused by the intracellular facultative bacteria Brucella abortus, is a widely distributed zoonosis throughout
the world, affecting mainly cattle and causing sterility in males and abortion in pregnant females. Protection against B. abortus relies
on the activation of cellular immunity involving lymphocytes T CD4", subset Thl, secreting gamma-interferon (y-INF), a cytokine
stimulatings macrophage bactericidal activity and cytotoxic activity of lymphocytes TCD8", which are able to lyse Brucella infected
cells. The main antigenic components of Brucella are lipopolysaccharide (LPS) and proteins, especially superoxide dismutase (SOD)
with demonstrated immune potential. Brucellosis spreading is prevented with vaccines using attenuated or inactivated strains of B.
abortus, such as strains 19, 45/20 and RB51. On the other hand, several investigators are making efforts to obtain immunity using
antigenic structures of Brucella as subcellular vaccines and recently, genetic vaccines based on DNA and RNA molecules. The aim
of this review is to give a current overview about brucellosis, its pathogenicity and the clinical syndrome. Firstly, an analysis of the
genetic, antigenic and immune characteristics of Brucella is presented. Secondly, the vaccines presently used for prevention and the
research on subcellular vaccines are discussed. Finally, the new approach in the vaccine investigation, genetic DNA and RNA

vaccines, for Brucella is presented.
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INTRODUCCION

La brucelosis es una zoonosis cuya incidencia y pre-
valencia varian de un pais a otro. La infeccion causada
por la especie Brucella abortus es la que mas frecuente-
mente afecta al ganado bovino, causando esterilidad en
machos y abortos en hembras prefiadas, lo que conduce
a graves pérdidas econdmicas en paises en los que es
endémica. En paises no desarrollados constituye ademas
un problema sanitario para la poblacién humana.

B. abortus es una bacteria Gram negativa con un
lipopolisacarido (LPS) fuertemente inmunodominante, el
que junto con la capacidad de sobrevivir en el interior de
células fagociticas constituyen sus principales factores
de virulencia. La infeccién en humanos conduce a una
enfermedad con tendencia a la cronicidad, con fiebre y
malestar recurrentes que deterioran su calidad de vida y
que ademads puede presentar complicaciones como artri-
tis, meningitis, entre otras.

En el ganado bovino la bacteria se ubica en la placenta
y organos reproductores por su afinidad por el eritritol.
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La respuesta inmune frente a B. abortus, patdbgeno
intracelular facultativo, depende principalmente de la ac-
tivacion de la inmunidad mediada por células, con la par-
ticipacion de células T CD4" de tipo Thl, que secretan
interferon gama (INF-y), citoquina que estimula tanto la
actividad bactericida de macrofagos como la actividad
citotoxica de los linfocitos T CD8*. Estos ultimos son
capaces entonces de destruir células infectadas con
Brucella.

La identificacion de proteinas con demostrada capa-
cidad inmune, entre las que se ha identificado la
superdxido dismutasa Cu/Zn de B. abortus (SOD), ha
permitido disefar estrategias de vacunacion basadas en
componentes subcelulares, ya que la prevencion de la
diseminacion de la brucelosis, basada en la vacunacion
con bacterias atenuadas de Brucella abortus cepa 19, cepa
RB51 y cepa 45/20, no ofrece garantias de seguridad en
su administracién, ni tampoco permite la completa erra-
dicacion del microorganismo patdgeno. En la actualidad
las nuevas tendencias en investigacion acerca de vacu-
nas se estan desarrollando en base a moléculas de acidos
nucleicos, como las vacunas ADN y las vacunas ARN.

1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA. La brucelosis tiene una
distribucion geografica limitada, siendo un problema
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importante en el Mediterraneo, el oeste de Asia y algu-
nas zonas de Africa y Latinoamérica, especialmente en
paises con bajos recursos economicos (Corbel 1997,
Moreno y Moriyén 2002). En el centro y norte de Euro-
pay en Australia la infeccion por B. abortus ha sido prac-
ticamente erradicada. En Norteamérica, la brucelosis es
especialmente prevalente en las zonas agricolas del nor-
te y centro de México (Géandara y col 2001), mientras
que en Canada y Estados Unidos ha disminuido conside-
rablemente en los ultimos afos. B. abortus esta presente
en todos los paises de América Central, siendo la preva-
lencia de un 4 a un 8% (Moreno 2002). En Sudamérica
se encuentra en varios paises, donde en muchos casos es
endémica y un problema sanitario importante (Corbel
1997, Lucero y col 1999, Rodriguezy col 2001). En Chile,
la Décima Region de Los Lagos es la que comprende la
mayor area productora de leche y, ademas, tiene la ma-
yor concentracion de ganado infectado (Ramirez y Sigal
2002, Rivera y col 2002).

2. PATOGENIA. La mayoria de los animales se infectan
directamente a través de la mucosa oronasal, por inges-
tion de alimentos contaminados o por inhalacion de pol-
vo de los establos con microorganismos que los anima-
les han secretado con la leche o los exudados vaginales
después del aborto (Rodriguez y col 2001). B. abortus,
ademas de infectar al ganado bovino, puede infectar a
otras especies como bufalos, bisontes, alces, jabalies,
zorros, renos, camellos y animales marinos (Mandell
1995, Cloeckaert y col 2000). Inmediatamente después
de la penetracion e independientemente de la via de en-
trada, las bacterias son transportadas, libres o en el inte-
rior de células fagociticas, hasta los ganglios linfaticos
mas proximos al lugar de entrada. Si las bacterias no son
destruidas, pueden sobrevivir largos periodos de tiempo
en el interior de las células fagociticas (Ilarmon y col
1988). Los ganglios linfaticos responden a la agresion
por medio de una hiperplasia reticuloendotelial y linfética,
que puede tardar varias semanas en producirse y persis-
tir durante meses (Rodriguez y col 2001). En los
fagosomas de los macrofagos, Brucella sobrevive y se
multiplica, inhibiendo la fusion del fagosoma que con-
tiene la bacteria y el lisosoma, mediante la acidificacion
rapida del medio (Pizarro-Cerda y col 1998, Celli y col
2003, Ko y Splitter 2003). En células fagociticas no pro-
fesionales, la internalizacion de B. abortus se asocia al
dominio extracelular de la proteina tirosina quinasa y la
activacion de una serie de pequefias GTPasas (Guzman-
Berri y col 2001), tendiendo a localizarse dentro del reti-
culo endoplasmico rugoso (Corbel 1997). En infeccio-
nes experimentales, en ratones, se ha observado que la
infeccion tiene dos fases: durante las primeras dos sema-
nas la bacteria se multiplica rapidamente; en la segunda
fase, el nimero de bacterias se estabiliza hacia la quinta
o sexta semana y luego decrece lentamente hasta des-
aparecer (Hong y col 2000). La especial afinidad que estas

bacterias tienen por el endometrio gravido y por la
placenta fetal de bovinos hace que estas bacterias tam-
bién proliferen extensamente en trofoblastos de la
placenta que rodean al feto (Meador y Deyoe 1989), lo
que condiciona que la principal manifestacion clinica de
la infeccion aguda en los animales sea el aborto durante
el ultimo tercio de la gestacion, o el nacimiento de ani-
males prematuros poco viables (Ficht 2003). En bovinos
machos provoca alteraciones testiculares y una disminu-
cion de la fertilidad, acompafadas algunas veces por abs-
cesos en testiculos y epididimo (Hausler y Koontz 1974).

En humanos la infeccion se produce a través del con-
tacto con secreciones de animales infectados o consumo
de leche cruda o queso contaminado. El consumo de car-
ne no es una fuente de contaminaciéon (Mandell 1995).
Brucella puede ingresar al organismo a través de lesio-
nes de la piel, mientras se manipulan animales infecta-
dos o sus desechos (Mandell 1995, Sauret y Vilissova
2002). En paises en que la infeccion por Brucella es en-
démica en la poblacion animal, la infeccion por Brucella
en humanos es frecuente (Roop Iy col 1994, Yagupsky
1999), sin embargo, la transmisién persona a persona es
extremadamente inusual (Fiori y col 2000). La enferme-
dad puede ser adquirida por exposiciéon ocupacional de
los trabajadores de mataderos, carniceros y veterinarios,
al inhalar aerosoles contaminados o en viajes a lugares
donde la infeccion es endémica (Yagupsky 1999). Las
infecciones asociadas al trabajo de laboratorio represen-
tan el 2% de los casos y se ha informado que el periodo
de incubacion de la brucelosis adquirida por accidente
en el laboratorio puede variar entre seis semanas a cinco
meses (Fiori y col 2000).

3. GENETICA DE BRUCELLA. El ADN de Brucella contiene
un 58-59% de G + C (guanina y citosina) y el tamafio
total del genoma se ha estimado en aproximadamente
2,5 x 10° pares de bases (Allardent-Servent y col 1988);
este tamafio es menor al de Escherichia coli (4,7 x 10°
pares de bases). Dos caracteristicas genéticas de Brucella
llaman especialmente la atencion, en primer lugar, la exis-
tencia de dos cromosomas circulares en la mayoria de
las especies y biotipos, y en segundo lugar, la ausencia
de plasmidos. Esta ultima caracteristica refleja probable-
mente la adaptacion a un nicho ecolédgico (el ambiente
intracelular) estable y sin competencia microbiana, en el
que no es necesaria la plasticidad genética que se deriva
de los plasmidos y que es propia de ambientes con gran
cantidad de microbios (intestino, tierra, etc.). El género
Brucella tiene seis especies reconocidas, las que exhi-
ben distintas preferencias por su huésped (Mayer 1964)
y muestran mas de 94% de homologia en su genoma
(Halling y col 2005), lo que apoya la proposiciéon de que
las especies clasicas de Brucella son cepas de Brucella
melitensis (Verger y col 1995). Sin embargo, se ha en-
contrado polimorfismo en determinadas secuencias
gendmicas que coinciden con las especies clésicas e in-



cluso con las biovariedades. Se estima, ademas, que el
8% del genoma de Brucella se destina a funciones nece-
sarias para la sobrevivencia y la virulencia, en compara-
cién al estimado para Salmonella que es sélo el 3-4%
(Hong y col 2000).

4. INMUNIDAD FRENTE A BRUCELLA

4.1. Inmunidad natural. En estados tempranos de la in-
feccion por Brucella, el rol de la respuesta innata es re-
ducir el nimero inicial de bacterias promoviendo una res-
puesta Thl en el huésped (Ko y Splitter 2003). Los
macrofagos, los neutréfilos, las células Natural Killer
(NK) y el complemento juegan un rol clave en esta fase
temprana de la respuesta a la invasion frente a este mi-
croorganismo (Golding y col 2001).

4.1.1. Macrofagos. Los macrofagos juegan un rol cen-
tral en la respuesta inmune frente a Brucella, ya que ac-
tuan como células fagociticas profesionales y como cé-
lulas presentadoras de antigenos. Procesan antigenos en
sus compartimentos intracelulares y los presentan en el
contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) a linfocitos T, promoviendo de esta manera la
respuesta inmune adaptativa (Forestier y col 2000). En
este sentido, se ha encontrado que el LPS de Brucella
interfiere con la via de presentacion de antigenos por
MHC clase II (Murphy y col 2002). Las funciones
bactericidas de los macrofagos frente a Brucella se en-
cuentran centradas en la actividad de las especies reactivas
de oxigeno (Oliveira y col 2002) y las especies reactivas
de nitrégeno, las cuales son inducidas por IFN-yy el fac-
tor de necrosis tumoral alfa (TNF-a ) (Ko y Splitter 2003).

Los receptores Toll-like (TLR) juegan un rol impor-
tante en el inicio de la respuesta inmune innata. Estos
receptores presentes en células fagociticas profesionales
reconocen productos microbianos uniéndose directamen-
te a ellos e inducen sefiales intracelulares que activan
factores de transcripcion (como NF-kB) que modulan la
produccién de citoquinas. Estos receptores pueden ser
activados por diversos productos microbianos; el recep-
tor Toll-like 4 (TLR4) es activado por LPS, el TLR9 por
ADN bacteriano, el TLR2 por productos de la pared ce-
lular de bacterias Gram positivas y TLRS por flagelina
(Vasselon y Detmers 2002).

4.1.2. Neutrdfilos. Los neutréfilos estan implicados en el
desarrollo de una defensa temprana frente a una infec-
cion por Brucella mediante la fagocitosis y posterior des-
truccion del microorganismo. En primer lugar, los
neutrofilos son atraidos al sitio de la infeccion por esti-
mulos quimicos originados o derivados del microorga-
nismo (Wilkinson 1980, Birmingham y col 1982), para
posteriormente fagocitar la bacteria, preferentemente
opsonizada (Young y col 1985). Una vez que el patoge-
no es fagocitado, se desarrolla una serie de mecanismos
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destructivos en el neutréfilo, con el fin de eliminar la
bacteria, mediante el aumento del consumo de oxigeno
que lleva a la aparicion de radical superoxido, peroxido
de hidrogeno y otros radicales derivados del oxigeno,
junto con la activacion de la enzima mieloperoxidasa y
la fusion del lisosoma con los fagosomas que contienen
la bacteria, liberandose hidrolasa acida, glicosidasa,
proteasa y lipasa. Sin embargo, la bacteria ingerida pue-
de sobrevivir al mecanismo destructivo de los fagocitos
(Smith y Fritzgeorge 1964), gracias a moléculas de bajo
peso molecular que inhiben el sistema antibacteriano
mieloperoxidasa-peréxido de hidrégeno-haluro (Canning
y col 1985). Por ello, aunque los neutroéfilos son las pri-
meras células relacionadas con la eliminacion de
patdgenos extrafios, ellos son considerados de baja efi-
ciencia contra Brucella, ya que esta bacteria puede cre-
cer y sobrevivir en su interior y ademas es diseminada a
través de estos leucocitos a 6rganos y diferentes locali-
zaciones, desarrollandose una infeccion persistente.

4.1.3. Células Natural Killer. Las células NK forman
parte de la primera linea de defensa contra Brucella y
una vez que son activadas pueden eliminar células infec-
tadas. B. abortus puede activar la actividad litica de las
células NK, estimulando la produccion de interleuquina-
12 (IL-12) por parte de las células presentadoras de
antigenos. IL-12 ademas estimula a las células NK a se-
cretar IFN-y (Fernandez y col 1995; Golding y col 2001).

4.1.4. Complemento. Uno de los primeros eventos que
ocurren después de la entrada de la Brucella al organis-
mo es la activacion del complemento por la via alterna;
sin embargo, se ha demostrado que esta via es incapaz
de eliminar la cepa virulenta de Brucella abortus 2308
(Eisenschenk y col 1999). Por lo tanto, la lisis de Brucella
estaria mediada principalmente por la via clasica del com-
plemento, la cual es dependiente de anticuerpos
(Fernandez y col 2001).

4.2. Inmunidad adaptativa. Estd ampliamente aceptado
que la inmunidad mediada por células es el mecanismo
efector mas relevante en la proteccion frente a Brucella
debido a que es un parasito intracelular (Oliveira y col
1996). Las citoquinas son moléculas clave para una ade-
cuada respuesta inmune mediada por células (Oliveira y
col., 1996). La exposicion prolongada de un animal a
Brucella cambiaria la naturaleza de la respuesta inmune,
desde una inmunidad mediada por células hacia una res-
puesta humoral (caracterizada por la produccion de IgM
e IgG1), respuesta que se relaciona con una disminucion
en la actividad de las células T ayudadoras tipo 1, con
una baja en la produccion de INF-y, favoreciéndose de
esta forma un incremento de la actividad de las células T
ayudadoras de tipo 2, disminuyendo la respuesta inmune
celular, lo que favoreceria de esta forma el establecimien-
to de la enfermedad cronica (Onate y col 2000). Las fun-
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ciones de la respuesta inmune adaptativa en la brucelosis
se basan principalmente en tres mecanismos. Primero, la
produccion de IFN-y por células T CD4", CD8", y célu-
las T ¥9, que activa la funcidn bactericida en macrofagos.
Segundo, la citotoxicidad de células T CD8" y células T
vd que eliminan macréfagos infectados. Y tercero,
isotipos de anticuerpos Thl, tales como IgG2a que
opsonizan al patogeno para facilitar su fagocitosis (Ko y
Splitter 2003).

En general, se considera que los anticuerpos
bloqueadores no son efectivos en la respuesta inmune
contra Brucella (Corbeil y col 1988). Sin embargo, los
animales infectados con Brucella producen anticuerpos
contra varios componentes bacterianos (Tabatabai y
Hennager 1994) que interfieren en la eliminacion del pa-
tégeno, especialmente aquellos anticuerpos especificos
para el antigeno O y algunas porinas. En este sentido, los
anticuerpos serian importantes en bloquear la liberacion
de cantidades demasiado elevadas de Brucella al medio
extracelular.

4.2.1. Linfocitos T CD4" y CD8*. Después de la activa-
cion de los macrofagos, las células T inmaduras (ThO) se
diferencian de células efectoras y de memoria, que estan
programadas para secretar distintos patrones de citoquinas
(Golding y col 2001). Las células Thl secretan
interleuquina-2 (IL-2) e INF-y, mientras que los linfocitos
Th2 producen interleuquina-4 (IL-4), interleuquina-5 (IL-
5) e interleuquina-10 (IL-10) (Zhan y col 1995). La ge-
neracion de células Th1 de memoria s6lo puede realizar-
se si la respuesta inicial al estimulo se asocia a la
produccion de IL-12 e IFN-y (Scharf'y col 2001).

El rol principal de la secrecion de IFN-y por las célu-
las Th1 en la inmunidad contra Brucella es activar la fun-
cion bactericida de los macréfagos y linfocitos T CD8"
citotoxicos, asi como la estimulacion de la secrecion de
IgG2a (Scharfy col 2001; Ko y Splitter 2003). En térmi-
nos numéricos, la poblacion celular predominante es la
de linfocitos T CD4" productores de IFN-y (Ko y Splitter
2003), responsables de la activacion de macrofagos y la
atraccion de células inflamatorias efectoras, de ahi su
importancia en promover la respuesta celular adquirida
contra Brucella (Bae y col 2002, Wyckoff 2002). Ade-
mas, el [FN-y inhibe la accion de IL-4 sobre las células T
(Scharf'y col 2001).

Las células citotoxicas T CD8" pueden actuar como
células efectoras y eliminar macréfagos infectados con
Brucella directamente (Oliveira y col 2002; Wyckoff
2002). Las células blanco son reconocidas por las célu-
las citotoxicas en el contexto de las moléculas de
histocompatibilidad de clase | (MHC I) y son eliminadas
por la accién de perforinas y granzimas (Golding y col
2001).

4.2.2. Linfocitos T 0. Las células T 0 representan una
pequeia poblacion de linfocitos, con un patrén unico de

reconocimiento de antigenos (Dieli y col 2003). En hu-
manos, las células T yd controlan el aumento en el nu-
mero de microorganismos ya que secretan TNF-o e
IFN-v, después de ser activadas por antigenos no
peptidicos, en su mayoria fosfoantigenos, los cuales no
son presentados en el contexto del MHC (Giambartolomei
y col 2002, Baldwin y col 2002, Ko y Splitter 2003).
Mediante la secrecion de estas citoquinas, activan la fun-
cion bactericida de los macréfagos y, ademas, son capa-
ces de lisar células infectadas por citotoxicidad directa
in vitro. El rol de estas células in vivo aun no ha sido
determinado (Ko y Splitter 2003), aunque se cree que
son parte de la inmunidad innata (Wyckoff 2002). En
bovinos menores de un afio, la poblacion celular predo-
minante es la de células T ¥d y no la de células T of3, lo
que sugiere que el rol de este tipo celular es mas signifi-
cativo en la infeccion del ganado con brucelosis (Ko y
Splitter 2003). De todas maneras, en bovinos, la produc-
cion de IFN-y por estas células es menor que la produci-
da por las células CD4* (Baldwin y col 2002).

4.2.3. Linfocitos B. Las células B son estimuladas direc-
tamente por las células T a través de la interaccion de
moléculas coestimulatorias como CD40 y su ligando
CDA40L presente en la célula T, lo cual, junto a las
citoquinas liberadas, son importantes en promover el cam-
bio de isotipo de IgM a IgG (Golding y col 2001). Con
respecto al rol que cumplirian los anticuerpos durante la
infeccion por Brucella, se ha visto que tanto IgM como
IgG, en bajas concentraciones, son capaces de promover
la lisis de Brucella a través de la via clasica del com-
plemento (Corbeil y col 1988). También se han encon-
trado titulos elevados de IgG anti-SOD Cu/Zn en anima-
les infectados, pero ain no se determina si estos
anticuerpos juegan un rol importante en la inmunidad
contra Brucella (Tabatabai y Hennager 1994). La
opsonizacion acoplada al aumento de muerte de Brucella
intracelular podria ser considerada como el principal rol
de los anticuerpos contra la infeccion con Brucella (Ko
y Splitter 2003). Aunque paraddjicamente en brucelosis
bovina la alta concentracion de IgG durante la infeccion
activa previene la lisis extracelular de la bacteria media-
da por complemento y promueve la fagocitosis bacteriana,
aumentando la localizacion intracelular de la bacteria y
la extension de la enfermedad (Ko y Splitter 2003).

4.2.4. Citoquinas. Las citoquinas son moléculas clave en
el control de la brucelosis, ya que permiten dirigir las
respuestas hacia una respuesta inmune celular o humo-
ral. B. abortus estimularia a las células presentadoras de
antigenos para que secreten IL-12, la que induce a los
linfocitos ThO a diferenciarse en linfocitos Th1, secretores
de IFN-y (Splitter y col 1996, Oliveira y col 2002, Ko y
Splitter 2003). Sin embargo, otros autores sefialan que
Brucella no es un inductor potente de la secrecion de IL-
12 (Pasquali y col 2001). IFN-y participa en la regula-



cion de los mecanismos defensivos de los macrofagos y
es considerado un factor crucial para el desarrollo de la
proteccion contra la infeccion por Brucella (Oliveira y
col 1996).

Interleuquina-18 (IL-18) citoquina sintetizada por
macrofagos activados, también estimula la produccion
de IFN-y, por lo que actlia sinérgicamente con IL-12 so-
bre las células T en la estimulacion de la respuesta me-
diada por células contra Brucella (Pasquali y col 2002).

TNF-o contribuye a la resistencia frente a Brucella
por una via independiente de IFN-y, estimula el influjo
de fagocitos al sitio de infeccion y participa en la activa-
cion de los macrofagos (Zhan y col 1996).

IL-10, producida por linfocitos CD4" Th2,
macrofagos activados y algunas poblaciones de células
B, inhibe la respuesta Thl, ya que disminuye la capaci-
dad de presentar antigenos de los macrofagos e inhibe la
secrecion de IFN-y, por lo tanto, aumenta la susceptibili-
dad a la infeccion por Brucella (Fernandez y Baldwin
1995, Giambartolomei y col 2002).

5. ANTIGENOS DE BRUCELLA. Desde un punto de vista
antigénico en Brucella existen dos componentes funda-
mentales: el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas
(Hinsdill y Berman 1967).

5.1. Lipopolisacdrido. E1 LPS es diferente entre cepas
rugosas o lisas de Brucella (Mandell 1995). Se ha des-
crito que el LPS de cepa lisa, que contiene polisacarido
O, probablemente juega un rol importante en la
sobrevivencia intracelular, en comparacion con una cepa
rugosa que no tiene o tiene muy poca cadena O (Corbell
1997). La falta de una definicion genética sobre cepas
rugosas naturales, que son patogénicas para su
hospedadores, como Brucella ovis y Brucella canis, con-
funde tal interpretacion. Sin embargo, se ha descrito en
B. ovis y B. canis la presencia de LPS que es idéntico al
encontrado en cepas mutantes Ips de B. abortus, mutantes
que no tienen cadena O, pero tienen diferente capacidad
de sobrevivencia dentro de los macréfagos (Allen y col
1998).

La cadena O del LPS es la estructura antigénica mas
expuesta de esta bacteria, un homopolimero de aproxima-
damente 100 residuos de 4-formamido-4,6-didesoxi-
manosa (Caroff'y col 1984, Corbel 1997, Cloeckaert y col
2002), componente inmunodominante en cepas lisas de
B. abortus, provocando que animales infectados produz-
can anticuerpos especificos contra este antigeno. Los
anticuerpos producidos en ratones son principalmente de
isotipos IgG2a e IgG,, con baja produccion de IgM
(Vemulapalli y col 2000a). Estos anticuerpos representan
un componente importante dentro de la inmunidad pro-
tectora contra Brucella, complementando la respuesta in-
mune mediada por células (Montaraz y col 1986).

La avidez del LPS para unirse al receptor CD14 de
los fagocitos mononucleares se debe al lipido A; esta
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interaccion estimula en estas células la produccion del
TNF-a, interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-6 (IL-6) e
interleuquina-8 (IL-8), los cuales son mediadores de la
mayoria de los sintomas de choque séptico (Aréstegui y
col 2001).

El LPS de Brucella se diferencia en estructura qui-
mica y actividad biolégica al LPS de bacterias
enteropatégenas comunes, ya que no esta estabilizado por
cationes divalentes; contiene una menor carga negativa
y menor cantidad de 4cido 2-ceto-3-deoxioctanoico que
el LPS de otras bacterias, disminuyendo asi su suscepti-
bilidad a la accion de péptidos catidnicos bactericidas
(Folch y Onate 1995). Las moléculas de manosa que pre-
senta el extremo terminal del LPS de Brucella (cepa lisa)
favorecen la adherencia a los fagocitos mononucleares
del huésped, ya que éstos tienen los receptores de manosa
(Pontow y col 1992). Ademas de los fagocitos
mononucleares, las células de la placenta contienen gran
cantidad de receptores de manosa, lo que sumado al tro-
pismo de estas bacterias por el eritritol placentario de
bovino, aumenta las probabilidades de abortos en estos
animales, debido a la presencia de la bacteria en ese teji-
do (Aréstegui y col 2001).

5.2. Proteinas. En estudios sobre componentes estructu-
rales proteicos de relevancia en Brucella se han descrito
proteinas de membrana externa, proteinas de ubicacion
citoplasmatica y proteinas de choque térmico.

Las proteinas de membrana externa han sido clasifi-
cadas en tres grupos: el Grupo I se relaciona con la
biosintesis de la propia envoltura celular y tienen un peso
molecular entre 88 a 94 kDa; el Grupo II es equivalente
a las porinas de otras bacterias Gram negativas, como
Omp 2, OmpC y OmpF y tienen un peso molecular entre
35 a 40 kDa, finalmente, el Grupo III con peso molecular
entre 25 a 30 kDa que interacciona fuertemente con el
LPS (Verstreate y col 1982, Santos y col 1984, Douglas
y col 1984, Verstreate y Winter 1984, Ficht y col 1989).
Estos tres grupos de proteinas de membrana externa son
reconocidos por el sistema inmune durante el curso de la
infeccion (Bae 1999).

Entre las proteinas citoplasmaticas de importancia
destacan la proteina superéxido dismutasa Cu/Zn (SOD)
y la catalasa. La SOD Cu/Zn forma parte del sistema de
defensa antioxidante de Brucella, el cual protege a la bac-
teria de los efectos toxicos de los intermediarios reactivos
del oxigeno, ya que transforma los radicales superdxido
(O,") en peroxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno gaseo-
so (O,), contribuyendo a la sobrevivencia intracelular de
Brucella (Ko y Splitter 2003). La proteina SOD Cu/Zn
pertenece a la familia de metaloproteinas, clasificada en
tres tipos (SOD Cu/Zn, SOD Mn y SOD Fe) dependien-
do del metal que se encuentre en el sitio activo. La enzi-
ma catalasa ayuda a la proteina SOD Cu/Zn a detoxificar
el ambiente bacteriano, actuando sobre el peroxido de
hidrégeno (H,0,) generado al interior del macrofago des-
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pués de la fagocitosis de la bacteria, transformandolo en
agua y oxigeno (Aréstegui y col 2001). La expresion de
estas enzimas favoreceria la permanencia de Brucella en
el interior del fagocito.

El rol de las proteinas de choque térmico en la
patogénesis de Brucella es incierto. Se ha observado que
en bacterias intracelulares se expresan niveles elevados
de proteinas de choque térmico en el ambiente intracelular
(Roop 1Ty col 1994, Ko y Splitter 2003, Bae y col 2002).
Entre estas se encuentran GroEL (60 kDA), GroES (10
kDa) y HtrA (60 kDa). Las proteinas GroEL y GroES
son chaperonas relacionadas con el plegamiento correc-
to de proteinas, mientras que HtrA (High temperature
requirement A stress response protein) es una proteasa
que degrada proteinas dafiadas oxidativamente (Bae y
col 2002). HtrA protege a la bacteria intracelular del dao
oxidativo y contribuye a la resistencia de Brucella a la
destruccion por los fagocitos (Elzer y col 1996). La en-
zima UvrA repara las lesiones del ADN después del daiio
oxidativo, como mecanismo de proteccion bacteriano
(Oliveira y col 1996).

6. VACUNAS CONTRA BRUCELLA ABORTUS. La prevencion
de la diseminacion de la brucelosis se basa en la admi-
nistracion de vacunas adecuadas contra la infeccion por
B. abortus. Con este objetivo se han utilizado clésica-
mente cepas bacterianas atenuadas y componentes
antigénicos propios de la Brucella. La habilidad de un
antigeno especifico para inducir en forma preferencial
una respuesta Thl es un aspecto importante a considerar
en el desarrollo de vacunas contra Brucella abortus
(Stevens y col 1994, Oliveira y col 1996).

6.1. BACTERIAS ATENUADAS

6.1.1. Brucella abortus S19. La cepa 19 de Brucella
abortus es una cepa lisa que posee la cadena O del LPS,
por ello, en animales inmunizados con esta cepa se pue-
den observar anticuerpos especificos contra este antigeno
del tipo IgG1, IgG2b e IgM (Vemulapalli y col 2000a).
El defecto genético que permite la atenuacion de esta cepa
atn no ha sido definido, pero hace que pierda un meca-
nismo de virulencia esencial (Briones y col 2001). Su
efectividad en el ganado bovino depende de variables
como la edad de vacunacion, dosis, ruta de administra-
cion y de la prevalencia de la brucelosis en el rebafo
vacunado (Schurig y col 2002). Los anticuerpos induci-
dos por la vacunaciéon con esta cepa interfieren con el
diagnostico tradicional de bovinos infectados con cepas
silvestres de B. abortus, por lo que tiene un uso limitado
en la vacunacion del ganado; esta cepa puede también
inducir aborto en hembras prefiadas y es patdogena para
la especie humana (WHO 1997, Oliveira y Splitter 1996,
Olsen 2000).

6.1.2. Brucella abortus 45/20. La cepa 45/20 es una cepa
rugosa, fue desarrollada por 20 pasajes repetidos de

Brucella abortus 45 en cobayos (Corbeil y col 1988). A
pesar de que no induce anticuerpos contra la cadena O del
LPS e induce una proteccion significativa contra la infec-
cion por Brucella abortus (WHO 1997), no es muy utili-
zada porque es inestable y puede revertir a su forma viru-
lenta in vivo (Corbeil y col 1988). La cepa 45/20 también
ha sido utilizada en forma inactiva, pero adicionada junto
a un adyuvante oleoso, la que ha demostrado una relativa
efectividad, pero provoca una reaccion inflamatoria local
en el sitio de la inyeccion (McDonel 1990).

6.1.3. Brucella abortus RB51. Brucella abortus RB51
es una cepa rugosa, resistente a rifampicina, que ha sido
derivada de la cepa virulenta Brucella abortus 2308
(Schurig y col 1991, Schurig y col 2002). Esta cepa es
utilizada desde 1996 contra la brucelosis bovina en Esta-
dos Unidos y en otros paises, como Chile. Es adminis-
trada en dosis que fluctian entre 1x10'° y 4x10'° UFC
por mililitro (Unidades Formadoras de Colonias) en bo-
vinos no menores de 4 meses de edad (Olsen 2000,
Vemulapalli y col 2000a). La proteccion que proporcio-
na la vacunacion con esta cepa se debe a la activacion de
linfocitos T (Stevens y Olsen 1996, Vemulapalli y col
2000%, Olsen 2000). La vacunacion induce altos niveles
de IFN-y, lo cual es fundamental en las etapas primarias
de la infeccion (Pasquali y col 2001). La inoculacion
intraperitoneal de B. abortus RB51 en ratones resulta en
una colonizacion del bazo que desaparece luego de cua-
tro semanas postinmunizacion (Schurig y col 1991). La
vacunacion del ganado permite la diferenciacion entre
bovinos vacunados y aquellos infectados con cepas sil-
vestres debido a que no induce anticuerpos contra la ca-
dena O del lipopolisacarido (Pasquali y col 2001). Sin
embargo, se ha determinado que puede causar placentitis,
endometritis e infeccion fetal, en vaquillas adultas que
han sido vacunadas durante la prefiez (Lopetegui 1998,
Van Metre y col 1999, Olsen, 2000).

Basandose en reportes sobre la efectividad de la pro-
teina SOD Cu/Zn de B. abortus expresada en E. coli
DHS5o en proteger a ratones vacunados del desafio con
la cepa patogénica de B. abortus 2308 (Onate y col 1999),
Schurig y col desarrollaron una nueva cepa de B. abortus
RB51, que sobreexpresa la proteina SOD Cu/Zn de
Brucella (B. abortus RB51-SOD) (Vemulapalli y col
2002). La inmunidad protectora proporcionada por la cepa
B. abortus RB51-SOD contra Brucella es superior a la
de B. abortus RB51, cepa parental, sin alterar las carac-
teristicas de atenuacion de la vacuna (Vemulapalli y col
2000c).

6.2. Vacunas subcelulares. Se han probado distintos
antigenos de Brucella en su capacidad de inducir res-
puesta inmune mediada por células. Estos antigenos for-
man parte de la estructura de la bacteria, como la
lipoproteina de 18 kDa presente en la superficie de
Brucella (Vemulapalli y col 2000b), la proteina



periplasmica P39, la proteina bacterioferritina (Al-Mariri
y col 2001b) y la proteina ribosomal L7/L12, que produ-
ce una proteccion equivalente a la alcanzada con la cepa
19 de B. abortus en ratones, con activacion de células T
CD4"' que secretan niveles significativos de IFN-y
(Oliveira y col 1994, Oliveira y col 2002, Ko y Splitter
2003). Las proteinas bacterioferritina y P39 no producen
niveles significativos de proteccion contra Brucella, aun-
que se utilicen adyuvantes como CpG en su administra-
cion (Al-Mariri y col 2001a). También se han probado
proteinas de choque térmico, como las proteinas UvrA,
GroEL, GroES y HtrA de B. abortus (Oliveira 'y col 1996),
ya que se ha encontrado que éstas son altamente
inmunogénicas en el curso de la infeccion con Brucella,
estimulando tanto la inmunidad celular como la inmuni-
dad humoral en el huésped infectado (Roop Il'y col 1994);
sin embargo, no son capaces de estimular una respuesta
inmune protectora eficiente frente a la infeccién con
Brucella (Bae y col 2002). A partir del extracto de pro-
teinas totales de B. abortus RB51 se purificaron dos pro-
teinas: una de 22,9 y otra de 32,2 kDa, de las cuales solo
la proteina de 22,9 kDa demostr6 ser capaz de otorgar
cierto grado de proteccion (Céspedes y col 2000). Los
mejores resultados se han obtenido con la proteina de
18,5 kDa, SOD Cu/Zn de B. abortus, que es capaz de
inducir una respuesta celular de tipo Th1, con induccion
de la produccion de IFN-y e IL-2, pero no de IL-4 (Onate
y Folch 1995) y ademas la capacidad de inducir una res-
puesta inmune protectora (Ofate y col 1999).

7. NUEVAS TENDENCIAS EN LA GENERACION DE VACUNAS
PARA BRUCELLA. En los ultimos afios han surgido dos
nuevas estrategias de inmunizacion altamente efectivas,
basadas en la vacunaciéon con moléculas de acidos
nucleicos, generandose la aparicion de las vacunas de
tercera generacion, que son las vacunas ADN y las ARN,
aplicandose este tipo de estrategia para la infeccion por
Brucella.

7.1. Vacunas ADN. La inmunizacién con vectores de
expresion plasmidial se basa en la expresion in vivo de
alguin antigeno seleccionado, que induciria una respues-
ta inmune protectora, y tienen algunas de las ventajas
que presenta el uso de los patégenos vivos o atenuados,
pero sin el riesgo de la infeccion (Tang y col 1992). En
principio, el método de vacunacion con acidos nucleicos
se basa en el uso de un plasmido bacteriano que tiene un
promotor viral fuerte capaz de expresarse en células
eucariontes, un gen que codifica para un antigeno selec-
cionado y una secuencia de término de la transcripcion o
poliadenilacion. El plasmido se replica en una bacteria
(E. coli), se purifica y luego se inyecta por una via deter-
minada en el huésped. Las células del huésped son capa-
ces de sintetizar, procesar y presentar el antigeno a los
linfocitos, originando eventualmente una respuesta de
células T y B especificas para el antigeno seleccionado.

BRUCELLA ABORTUS, PREVENCION, VACUNAS ADN, VACUNAS ARN

El plasmido es fabricado sin su origen de replicacion fun-
cional en células eucariontes, por lo tanto nunca se repli-
ca en una célula huésped de mamifero, ni se integra al
ADN cromosomal del hospedador (Donnelly y col 1997).

7.1.1. Mecanismos celulares de captura de ADN. Un paso
crucial en el desarrollo de la terapia génica por medio de
la inyeccion de ADN desnudo, es la translocacion del
ADN a través de la membrana plasmatica, esto es impor-
tante para determinar el mecanismo real de captura de
ADN desnudo por células en tejido animal (Satkauskas
y col 2001). Estudios en el sitio de inyeccion con heparina,
una molécula policatiénica que inhibe la captacion de
ADN, indican que la inhibicion es dosis dependiente y
compatible con la unién al receptor o al sitio de union
especifico, asumiendo que el mecanismo de captacion
de ADN plasmidial es la endocitosis mediada por recep-
tores (Satkauskas y col., 2001). Sin embargo, los ulti-
mos estudios en keratinocitos humanos muestran que el
mecanismo de captacion de ADN es a través de diferen-
tes vias, principalmente por macropinocitosis, y se han
identificado las proteinas CD44 e ICAM-1 involucradas
en la unién y el trafico de ADN (Basner-Tschakarjan y
col 2004).

7.1.2. Mecanismos celulares involucrados en la respuesta
inmune generada por la inmunizacion genética. Algu-
nas de las cualidades de las vacunas ADN son: expresar
antigenos de proteinas nativas in vivo para reconocimiento
de células B y presentacion por moléculas MHC clase 1
y II para estimular células T ayudadoras, linfocitos T
citotoxicos. Asi, el modo preciso de estimulacion inmu-
ne de las vacunas ADN se reduce a una combinacion de
tres mecanismos por los que las proteinas codificadas
por el ADN plasmidial son presentadas y procesadas para
generar respuesta inmune: a) estimulacion directa por
células somaticas (miocitos, keratinocitos, o cualquier
célula MHC clase Il negativa), b) transfeccion directa de
células presentadoras de antigeno (CPA) profesionales
(Ej. células dendriticas) y c¢) presentacion cruzada (cross-
priming) en la cual el plasmido ADN transfecta una cé-
lula somatica y/o CPA profesional y la proteina secretada
es tomada por otra célula CPA profesional y presentada
acélulas T (Donnelly y col 2000, Gurunathan y col 2000).

7.1.3. Vacunas ADN para B. abortus. Se ha demostrado
que vacunas ADN que contienen el gen para la proteina
L7/L12 (Kurar y Splitter 1997) y lumazina sintetasa
(Velikovsky y col 2002) inducen un significativo nivel
de proteccion contra brucelosis en el modelo raton. Por
otro lado, ratones BALB/c vacunados con un plasmido
ADN que tiene el gen (sodC) que codifica para la protei-
na SOD Cu/Zn de Brucella abortus (pcDNA-SOD), de-
sarrollan anticuerpos especificos contra la proteina SOD
recombinante (SODr), exhibiendo una dominancia de
inmunoglobulinas de tipo IgG2a sobre IgGl1, lo que in-
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duce una respuesta proliferativa por parte de células T,
con la produccion INF-y pero no de IL-10 o IL-4, de-
mostrando de esta forma que la inoculaciéon con pcDNA-
SOD induce los anticuerpos adecuados y una respuesta
inmune celular de tipo Thl, respuesta que es protectora
frente al desafio con la cepa patogena de Brucella (Ofate
y col 2003). Ademas, se ha demostrado en el modelo
murino que la inmunizacién intraesplénica con pcDNA-
SOD induce una eficiente respuesta inmune tipo Th1 pro-
tectora y que la produccion de IFN-y es realizada por
células T CD4" y la induccion de actividad citotoxica,
importante para la eliminacion de bacterias
facultativamente intracelulares como Brucella, es reali-
zada por las células T CD8" (Muifioz y col 2004).

En bovinos, actualmente el tnico trabajo que ha es-
tudiado la utilizacién de una vacuna ADN para Brucella
describe que la inmunizacion con pcDNA-SOD es capaz
de estimular una respuesta inmune celular y una eficien-
te estimulacion de células T citotoxicas, respuestas cla-
ve en la induccion de proteccion frente a Brucella. Lo
que ademas destaca el trabajo, es la gran variabilidad de
respuesta observada en el ganado bovino, lo que podria
atribuirse a la constitucion genética de la especie bovina
con la cual se trabajo, especies que no son 100%
genéticamente puras (Guzman y col 2004).

7.2. Vacunas ARN. Ademas de los vectores plasmidiales
existen otros vectores de expresion como los basados en
el virus Semliki Forest (SFV). Estos vectores son parti-
culas virales suicidas del virus Semliki Forest, cuyo
genoma corresponde a un ARN desnudo autorreplicable,
cuya secuencia contiene inserto el gen de interés que
codifica para la proteina con capacidad inmune. Experi-
mentos previos han demostrado la alta eficiencia de es-
tos sistemas de expresion para expresar proteinas
heter6logas en células eucariotas, asi como también la
capacidad para conferir excelentes niveles de proteccion
en animales inmunizados con estos sistemas de expre-
sion, superando incluso a las vacunas ADN (Andersson
y col 2001, Fleeton y col 1999).

7.2.1. Virus Semliki Forest. El virus Semliki Forest es un
Alfavirus que pertenece a la familia Togaviridae. Este
virus se transmite principalmente a través de mosquitos
y es capaz de infectar al ser humano causandole fiebre,
artritis y encefalitis (Willems y col 1979.). El virus
Semliki Forest es un virus ARN que puede infectar una
gran variedad de hospedadores y se replica de manera
efectiva en células en cultivo. Este virus se ha utilizado
en el estudio de la biologia molecular de los virus ARN
y ademas se ha investigado su uso como instrumento en
la expresion de proteinas recombinantes (Olkkonen y col
1993, Lundstrom y col 1994).

7.2.2. Entrada del virus a la célula hospedadora. El vi-
rus Semliki Forest entra a la célula hospedadora por

endocitosis mediada por receptores (probablemente
antigenos de histocompatibilidad), que fijan la particula
viral a la membrana plasmatica (Helenius y col 1978);
estos receptores se concentran principalmente en
invaginaciones de la membrana plasmatica, recubiertas
en su cara citosdlica por una red de la proteina clatrina
(DeTulleo y Kirchhausen 1998). En el citoplasma, la ve-
sicula endocitica se fusiona con un endosoma, dentro del
cual el pH es acido, lo cual induce la disociacion de la
proteina estructural del virus E1E2, lo cual genera la for-
macion del homotrimero E1E1EL, el que facilita la fu-
sién de la membrana viral con el endosoma, liberandose
la nucleocapside al citoplasma de la célula. Finalmente,
las proteinas de la cépside liberan el genoma viral, me-
diante una reaccion gatillada por ribosomas que se unen
a algunos aminodcidos de esta proteina (residuos 94 al
106), los cuales estan directamente implicados en la union
de la capside con la molécula de ARN (Singh y Helenius
1992).

7.2.3. Elaboracion de particulas virales suicidas del vi-
rus Semliki Forest. A partir del virus Semliki Forest,
Smerdou y Liljestrom el afio 1999 elaboraron una parti-
cula viral recombinante que tiene la capacidad de infec-
tar una célula eucariota animal y liberar su genoma en su
interior. Esta particula viral contiene en su interior un
segmento de ARN mensajero, el cual puede ser traduci-
do por la célula hospedera (Smerdou y Liljestrom 1999).
Para la construccion del virus se separ6 su genoma en
tres plasmidos (pSFV4.2, pSFV-Helper-Capsid y pSFV-
Helper-Spike), plasmidos que son transcritos in vitro
(transcrito ARNm), utilizandolos luego para transfectar
una linea celular eucariota, obteniendo de esta forma par-
ticulas virales que son empaquetadas y liberadas al me-
dio de cultivo. Durante el proceso de elaboracion de las
particulas virales in vitro, s6lo el ARNm transcrito a partir
del plasmido pSFV4.2 contiene la informacion necesa-
ria para ser empaquetado al interior de la particula viral,
por ende, s6lo éste ARNm formara parte del genoma viral
(Smerdou y Liljestrom 1999). El plasmido que codifica
este transcrito contiene un gen que codifica para la
replicasa viral y un sitio de multiclonaje, en el cual se
puede insertar un gen que codifique una proteina
heter6loga (Frolov y col 1996). Estas caracteristicas le
confieren una alta bioseguridad al sistema, debido a que
permiten elaborar particulas virales con un genoma in-
completo, el cual no puede replicarse (particulas virales
suicidas), funcionando como un simple pero eficiente
vector de expresion de proteinas heterdélogas (Smerdou
y Liljestrom 1999).

7.2.4. Vacunas ARN para B. abortus. Se ha evaluado en
un modelo murino la induccién de respuesta inmune y
proteccion, por un ARN recombinante que codifica la
proteina SOD Cu/Zn de B. abortus empaquetado en el
interior de particulas suicidas del virus Semliki Forest



(VSF-SOD). Describiéndose que la inmunizacion con
VSF-SOD estimula preferentemente una respuesta inmu-
ne de tipo Thl, con la induccion de proliferacion de
linfocitos T antigeno especifica y activacion de células
T citotoxicas. Respuesta que fue protectora frente al de-
safio con una cepa patdgena, indicandose su potencial
uso como vacuna para Brucella (Onate y col 2005).

CONCLUSIONES

1. Brucelosis es una zoonosis que no ha podido ser
erradicada en la gran mayoria de los paises, a pesar de la
aplicacion de agresivos programas de vacunacion con
vacunas basadas en bacterias vivas atenuadas.

2. Debido al potencial epidémico de Brucella y la efi-
ciencia de la infeccion por aerosoles, este patogeno es
considerado un agente potencial que puede ser utilizado
como arma bioldgica liberado en bombas o a la forma de
aerosoles secos.

3. La citotoxicidad es crucial en la erradicacion de
bacterias intracelulares. Linfocitos T CD8" pueden ac-
tuar como células efectoras y eliminar células infectadas
con Brucella directamente lisandolas, por esto es fun-
damental determinar la especificidad de clones de
linfocitos TCD8" ttiles en la proteccion frente a Brucella.

4. Algunas proteinas purificadas de Brucella ofrecen
buenos niveles de proteccion individualmente; posible-
mente una vacuna compuesta por varias subunidades de
proteinas antigénicas de Brucella proporcionaria una pro-
teccion superior.

5. La reciente generacion de vacunas genéticas basa-
das en acidos nucleicos ADN y ARN ofrecerian nuevas
oportunidades de llegar a controlar las infecciones
intracelulares.

RESUMEN

Brucelosis, enfermedad causada por la bacteria intracelular
facultativa Brucella abortus, es una zoonosis ampliamente
distribuida a nivel mundial que afecta principalmente al ganado
bovino, causando esterilidad en machos y abortos en hembras
en gestacion. La resistencia depende del desarrollo de una
inmunidad mediada por células, con la participacion de células
T CD4" de tipo Thl, que secreten interferon gama (INF-y),
citosina que estimula la actividad bactericida por macrofagos
y la actividad citotoxica de linfocitos T CD8", que son capaces
de matar células infectadas con Brucella. Brucella posee como
componentes antigénicos importantes el lipopolisacarido (LPS)
y las proteinas, entre las que se destaca por su demostrada
capacidad inmune la superéxido dismutasa (SOD). La
prevencion de la diseminacion de la brucelosis se fundamenta
en el desarrollo de vacunas eficientes contra B. abortus,
utilizandose cepas atenuadas de Brucella abortus como la
cepa 19, cepa 45/20 y la cepa RB51; vacunas subcelulares en
base a antigenos que forman parte de la estructura de la bacteria
y vacunas basadas en moléculas de acidos nucleicos, como las
vacunas ADN y las vacunas ARN. En la presente revision se
pretende dar una vision actualizada sobre la brucelosis, su
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patogenia y cuadro clinico. Se hace un analisis de las
caracteristicas genéticas, antigénicas e inmunologicas de
Brucella. Luego, una exposicion de las vacunas actualmente
en uso para su prevencion y los estudios con vacunas
subcelulares para finalizar con las nuevas tendencias en la
generacion de vacunas, como las vacunas ADN y ARN para
Brucella.
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