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PALABRAS CLAVE Resumen La infeccion por Brucella canis en los humanos se ha reconocido recientemente como
Brucella canis; una zoonosis, pero frecuentemente es sub reportada debido a que los sintomas pueden confun-
Zoonosis; dirse con los de un resfriado comun u otras infecciones causadas por otros patogenos. Los cani-
Infeccion nos son los hospederos primarios de Brucella canis; el incremento en la tendencia de tener pe-

rros como mascotas podria también aumentar la posibilidad de transmision de la infeccién a los
humanos por el estrecho contacto entre la mascota infectada y su propietario. En Colombia, hay
reportes de aislamientos de B canis de caninos de criaderos y de un humano en contacto con
perros infectados, al igual que reportes de caninos seropositivos a la infeccién. Sn embargo, no
hay mucha informacién disponible sobre los mecanismos de interaccion hospedero-patdgeno que
conduzcan al establecimiento de la infeccién por Brucella canisen perrosy en humanos esta in-
formacion es todavia menor. En esta revision se propone un modelo para la infeccion humana
con Brucella canis a través de la ruta oral utilizando la informacion disponible para otras espe-
cies de Brucella que infectan al humano, incluyendo B. abortusy B. melitensis, que difieren de
B. canisen la composicion estructural de su lipopolisacarido. También se hipotetiza el mecanis-
mo de infeccién celular que es usado por B canispara invadir y establecer la infeccion en célu-
las no fagociticas y fagociticas.
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Abstract Brucella canisinfection in humans has recently been recognized as a zoonosis, but
it is frequently under reported because the flu-like symptoms are often confused with the
presence of other disease-causing pathogens. Dogs are the primary hostsfor Brucella canis;
the increasing trend to adopt dogs as pets also enhances the likelihood of transmission of
Brucella canis infection through contact between infected dogs and owners. In Colombia,
there are reports of isolates of B canis from kennel dogs and also from one human being
along with seropositive results from dogs and humans. However, the mechanism of host-
pathogen interactions leading to the infection of Brucella canis in dogs is still unknown
and even less is known about human infections. This review proposes a model for human
infection with Brucella canis through the oral route. We use the information available
for other human-infecting Brucella species, including B. abortus and B. melitensis, which
differ from B. canisin the structural composition of the lipopolysaccharide molecule. The
mechanism of cellular infection used by B canisto invade and establish infection in non-
phagocytic and phagocytic cells is also hypothesized.

© 2013 ACIN. Published by Hsevier Espafia, SL. All rights reserved.

Introduccion

B género Brucella esta conformado actualmente por diez
especies, de las cuales seis se consideran con potencial
zoonético para el humano: B melitensis, B abortus, B suis,
B. canis, B. ceti y B. pinnipedialis'. Desde el punto de
vista estructural, este género se puede clasificar, con base
en la composicién del lipopolisacarido (LPS), en dos gru-
pos: cepas lisas, cuyo LPS esta formado por el lipido A, el
nucleo del oligosacarido y el antigeno O (Polisacarido O, o
cadena lateral O) como es el caso de Brucella melitensis,
B. abortusy B. suis, o cepas rugosas, las cuales tienen el
lipido A, el nucleo del oligosacarido y una cadena O muy
corta o ausente, como es el caso de B canisy de B. ovis,
respectivamente?.

Esta clasificacion es muy importante, ya que las carac-
teristicas de patogenicidad en humanos varian de acuerdo
a ella, sin embargo, los mecanismos completos de infec-
cion, invasion y diseminacion se desconocen. Se proponen
en esta revisiéon los mecanismos conocidos en B canisy se
contrastan con los ya determinados en otras especies de
Brucella.

Brucelosis canina en humanos

La brucelosis canina es una zoonosis, cuyos hospederos
primarios son los canidos, en quienes causa problemas
reproductivos como aborto e infertilidad, problemas éseos
como disco-espondilitis, problemas oculares como uveitis,
entre otrosd. En Medellin, desde 2009 se reportaron casos
de infeccion por Brucella canis en caninos de criaderos*5,
en caninos de albergues® y en mascotas’. En humanos se

establecié como factor de riesgo para la infeccién por Bru-
cella canis a partir de caninos de criaderos, la exposicién
sin elementos de proteccién personal a material bioldgico,
como abortos y secreciones, de perros infectados con la
bacteria8.

En humanos, la infeccién se produce por contacto con
secreciones provenientes de caninos infectados o por
accidentes de laboratorio®. La enfermedad puede ser asin-
tomatica y cronica, al igual que la infeccién producida por
B. abortus; pueden pasar meses, e incluso afnos, antes de
presentarse sintomatologia'®. A nivel mundial se han docu-
mentado, desde 1968, cada vez mas casos de infeccion
humana por esta bacteria, con un incremento en los Ulti-
mos anos de casos reportados en personas con inmunidad
competente':12, asi como inmunosuprimidas's: 14,

Es poco lo que se conoce sobre el proceso de infeccion
por B canis en humanos, por lo cual este articulo pre-
tende, basado en el conocimiento que se tiene de la pato-
génesis producida por otras especies como B. melitensisy
B abortus, hipotetizar sobre qué podria estar pasando en
los casos de infeccion por esta bacteria en humanos.

Los sintomas de la infeccién por B canis se han descrito
en forma esporadica o en brotes sucedidos en paises como
Argentina'®17, Estados Unidos'®, y Japdn'®. En estos casos,
por lo general, el hallazgo del agente bacteriano fue acci-
dental. En Colombia, la bacteria fue aislada de una per-
sona asintomatica, conviviente con caninos infectados®, y
fueron reportados dos médicos veterinarios con serologia
positiva y sintomatologia compatible con la infeccion
(datos sin publicar).

En los casos documentados en el mundo, la sintomato-
logia varia desde infeccion asintomatica?', o casos que
reportan una amplia variedad de sintomas, que incluyen
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Figura 1 Modelo propuesto de infeccion de Brucella canispor via oral en el humano. Ver explicacién detallada de cada uno de los nime-

ros en el texto.

fiebre ondulante o persistente, tos, dolor de garganta,
sudoracién, escalofrios, astenia, dolores musculares, arti-
culares, artritis séptica, debilidad, anorexia, diarrea, pér-
dida de peso, adenitis, hepatomegalia, esplenomegalia,
pleuritis, neumonia, endocarditis y osteomielitis?2-24,

Modelo de infeccion oral en humanos

B modelo oral de infeccion por B canis en humanos que
se propone en esta revision se presentard en tres pasos:
1. Ingreso de la bacteria por via oral; 2. paso por est6-
mago y activacién del operon ure; 3. adherencia, invasion
celular y trafico intracelular: diferencias entre células no
fagociticas y fagociticas; y 4. focalizacion de la infeccion.

Ingreso de la bacteria por via oral (fig. 1, paso 1)

B tracto digestivo es un ambiente restrictivo para la colo-
nizacién y multiplicacion de microorganismos patogénicos.
Esta restriccion esta dada por la presencia de factores
limitantes como las defensinas, lactoferrina y lisozima
en la saliva, el pH acido gastrico, sales biliares, péptidos
antimicrobianos, anticuerpos de mucosa, barreras epite-
liales, la presencia de microbiota comensal y la respuesta
inmune local 2.

En el caso del ingreso de Brucella canis al humano por
via oral, este se podria producir cuando la persona, luego
de manipular material contaminado con fluidos como abor-
tos, loquios, placentas, neonatos, meconio, leche, saliva
u orina, provenientes de perros infectados, que contie-
nen altas cantidades de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC)28, no se lava las manos adecuadamente, contami-
nando sus alimentos y posteriormente consumiéndolos. H
indculo necesario para infectar al humano no ha sido deter-
minado, pero en caninos se sabe que por via oral se nece-
sita un inéculo de 108 UFC y que concentraciones de 103
a 10° organismos/ ml se han detectado en orina de perros
infectados. No se tiene informacién confirmada por cultivos
sobre los indculos en otro tipo de muestras de caninos?.

Paso por estomago y activacion del operoén ure
(fig. 1, paso 2)

Aunque se conoce poco sobre los factores de virulencia de
Brucella canis que permiten una infeccién eficiente de las
superficies de las mucosas, estudios de la infeccién por via
gastrointestinal en modelos como Helicobacteri pylori han
dado algunas ideas de cémo ciertos factores de la bacteria
y del hospedero pueden contribuir a este proceso?’. Poste-
rior a laingestion, la bacteria debe resistir los cambios de
pH que se producen en el tracto digestivo.
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Las bacterias ingeridas son capaces de tolerar el
ambiente acido del estémago y tienen una mayor probabi-
lidad de sobrevivir y colonizar al hospedero?,

Se ha descrito que B abortus, B. melitensisy B suis
tienen en su genoma dos operones que codifican ureasa,
ambos localizados en el cromosoma 1, denominadas uret
y ure2?®, En el genoma de las cepas Brucella canis HK
A52141 y Brucella canis ATCC 23365 disponibles en Gen-
Bank, estos dos operones también estan presentes (datos
no mostrados). Es importante aclarar que no siempre la
misma estructura genémica implica igual funcionamiento
metabolico, pues este puede depender de otros factores
como los mecanismos reguladores de expresion génica,
modificaciones postraduccionales de las proteinas o inte-
racciones proteinas-proteinas que serian dependientes
también del tipo de hospedero que se esté infectando o de
condiciones del nicho donde |la bacteria requiere estable-
cerse como factores ambientales, nutricionales o de pH®.

En procariotas las ureasas son enzimas con varias subu-
nidades que contienen niquel que cataliza la hidrdlisis de
la urea a di6xido de carbono y amonio3!.

BE operén uret esta conformado por los genes ureDAB-
CEFG, y el operdn ure2 esta conformado por los genes
ureABCEFGDT. H gen ureT del operdn ure2 codifica una
proteina transportadora de urea®.

Los tres genes de la subunidad estructural (ureABC)
estan unidos a genes accesorios (ureDEFG) que codifican
proteinas y estan involucrados en el ensamble de la ureasa
nativa®2.

La mayoria de las especies de Brucella muestran una
fuerte actividad ureasa, derivada de uref pero no de ure2,
y esta actividad es responsable por la habilidad de Bru-
cella de sobrevivir al transito estomacal y establecer una
infeccién sistémica33, siendo esto probablemente lo que
también ocurre en el caso de la infeccién a humanos por
parte de B. canis.

B oper6n ure? es necesario para el 6ptimo crecimiento
en cultivo, la actividad de la enzima ureasa y la super-
vivencia a pH bajo. El operén ure2, aparentemente,
aumenta la tasa de supervivencia a pH baj0%.

La enzima ureasa (urea amidohidrolasa) cataliza la
hidrolisis de la urea, conduciendo a la produccion de car-
bamato y amonio32,

En un ambiente acuoso, el carbamato rapida y esponta-
neamente se descompone para dar origen a una segunda
molécula de amonio y a una de acido carbdnico. H acido
carbonico equilibra al agua, al igual que las dos molé-
culas de amonio, la cual se protona y produce iones de
hidréxido de amonio. B amonio liberado es usado por la
bacteria como una fuente de nitrégeno, y para la gene-
racion de ATP desde un fuerte gradiente de amonio y la
reaccion resulta en el incremento del pH de la zona cir-
cundante de la bacteria®*.

En sitios donde los microorganismos colonizan superficies
epiteliales, tales como la flora normal de la cavidad oral o
intestino y ciertas bacterias patogénicas, el metabolismo
de la urea por ureasas microbianas puede tener un impacto
importante sobre la integridad del tejido, la ecologia micro-
biana y en general sobre la salud del hospedero®.

Las ureasas bacterianas cumplen dos propoésitos: neu-
tralizar las condiciones acidas del medio y proveer una
fuente asimilable de nitrégeno.

B operén ure2también incluye genes para el transporte
de urea y niquel, el cual es necesario para la funcion ade-
cuada de la ureasa®'.

La ureasa sirve como tampén para resistir el pH 1-2 del
estémago, ya que permite producir CO, a partir de urea,
creando un ambiente en el cual el pH incrementa hasta un
ambiente neutro, lo que permite a la bacteria sobrevivir a
su paso por este 6rganod®.

Adherencia, invasion celular y trafico
intracelular: diferencias entre células
no fagociticas y fagociticas (fig. 1, paso 3)

Infeccion de células M (células no fagociticas)

La infeccion de células M se encuentra descrita experi-
mentalmente en B. melitensisy B. abortus®®, méas no en
B canis. Se conoce que. una vez en el ileon, el medio es
mas propicio para la bacteria por el cambio de pHy la
disminucion parcial de la concentracién de oxigeno; la
bacteria tiene tropismo por las células M (por su denomi-
nacion en inglés: Microfold) de la placa de Peyer®’, que
hacen parte del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT,
por sus siglas en inglés), las cuales invade por medio de
la union entre moléculas de membrana y receptores de la
célula M; el lipido A se une a los receptores tipo Scaven-
ger (SRA, por sus siglas en inglés), la proteina de choque
térmico 60 (HSP60) es reconocida por la proteina celular
prionica (PrPC) y la proteina 41 de superficie de Brucella
(SP41), se asocian receptores que contienen residuos de
acido sidlico, ubicados en la membrana de la célula MR8,

Trafico intracelular

Se desconocen los mecanismos de trafico intracelular de
B. canis, sin embargo, se ha determinado que otras espe-
cies del género Brucella invaden las células epiteliales a
través del reclutamiento de filamentos de actina y el re-
arreglo de la membrana celular, de la siguiente manera.

Luego que Brucella entra en contacto con diferentes
receptores de membrana de la célula M, se activan varias
vias de sefnalizacién. La internalizacion del microorga-
nismo involucra la activacion de proteinas regulatorias
del citoesqueleto de actina, llamadas pequefias GTpa-
sas, de la subfamilia Rho, incluyendo Ras, Rac1, Cdc42
y RhoA3 (fig. 1: 3b y 3b1.); ademas, mediadores de las
vias de sefializacion tales como GMP ciclico y Fosfoinosi-
tol 3 quinasa (PIK3), que actia como segundo mensajero
para sefales de las GTpasas®. Este sistema de regulacion
permite a la célula M activar el citoesqueleto de actina e
induce la entrada de la bacteria por un proceso similar a
la endocitosis denominado “rizado” de membrana.

Invasion y trafico

B tréafico intracelular de Brucella en células epiteliales es
similar al observado en fagocitos (fig. 1: 302)40; inicia en
el endosoma temprano, expresando la proteina unidora
de pequefios GTP-Rab5 y el antigeno endosomal temprano
(EEAT1), esta interaccién ocurre inmediatamente después de
lainternalizacién y estransitoria. Posteriormente, la vacuola
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Figura2 Modelo propuesto de infeccion por Brucella canisen el macr6fago humano.

contenedora de Brucella (BCV, por sus siglas en inglés) se
enriguece en colesterol y en flotilina 1, proteina involucrada
en la senalizacion de las balsas lipidicas asociada con madu-
racion del fagosoma y la interaccién con la via endocitica.
Esta BCV también tiene en su membrana el 1,2-B8-glucano
ciclico, que se ha propuesto modifica las balsas lipidicas
ricas en colesterol de la vacuola, y controla su maduracion,
tanto en células epiteliales como en macréfagos®!.
Progresando hacia el autofagosoma, la BCV adquiere la
glicoproteina de membrana (LAMP1), que es un marcador
del endosoma tardio. Las BCV que contienen bacterias
vivas acidifican el pH interno (pH 4-5) de la vacuola, lo
cual permite la expresiéon de los 12 genes que conforman
el operdn virB, cuya presencia esta confirmada en aisla-
mientos de Brucella canis obtenidos a partir de hemoculti-
vos de caninos colombianos®. Palomares et al.*3 reportan
la importancia de los genes virB10'y virB11 de este ope-
ron, como potenciales candidatos vacunales para conferir
inmunidad protectora contra Brucella canis en hospederos
murinos, esto podria explicar en parte los modelos de
patogénesis de esta bacteria en otros hospederos. Ademas

encontraron una alta induccion de produccion de IFNy,
IL-2, IL-4 e IL-10, que se asocia con una respuesta ade-
cuada del hospedero ante la infeccion por esta bacteria.

Los doce genes de este operdn virB secretan proteinas
que conforman el sistema de secrecion tipo IV de Bruce-
Ila**, que traspasan la barrera de la vacuola y secretan
en el citoplasma de la célula M las proteinas efectoras
VceA, C, RicA y BPEs®. Estas Ultimas, en conjunto con la
proteina Rab2, reclutan mas BCV, que, marcadas con Cal-
reticulina y Secé1y (proteinas translocadoras), le permiten
fusionarse con la membrana del Reticulo Endoplasmico
(RE) Rugoso y alli establecer su nicho replicativo?.

Las BCV que contienen bacterias muertas o mutadas no
se pueden acidificar y no siguen la via al RE, sino que son
eliminadas por el fagolisosoma?”.

Luego de la replicacién en las BCV en el RE, B. canis
se disemina via el sistema de vacuolas de la célula M por
medio de las vacuolas del Aparato de Golgi (AG), con
ayuda de las moléculas Sar1 y COPIl pasan por vacuolas a
la l&mina propia e infectan los macroéfagos de esta zona y
se diseminan por via hematégena a otros 6rganos del sis-
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tema reticulo endotelial, de alli a los 6rganos blancos de
infeccion en el humano como hueso y articulaciones®.

Infeccion en el macroéfago (células fagociticas)

En células fagociticas (fig. 2), B canis podria ser interna-
lizada por fagocitosis, lo cual requiere un reclutamiento
moderado de los filamentos de actina posterior a la inte-
raccion de la bacteria y los receptores Scavenger clase A
(SRA) sobre la superficie de la membrana celular de los
macréfagos®®. En la invasion a macrofagos se pueden dar
dos casos, el primero que la bacteria no haya sido opso-
nizada porque es una infeccion nueva y el segundo que la
bacteria que ingresa haya sido opsonizada por anticuerpos
presentes de una infeccion previa®C.

La bacteria opsonizada es internalizada via el receptor
Fc o por receptores del complemento. La opsonizacion
de la bacteria o la activacion de los macrofagos por IFNy
aumentan la muerte intracelular de la bacteria dentro del
hospedero®0. Las bacterias no opsonizadas interactian con
receptores de lectina y fibronectina (fig. 2). Cuando ingresan
bacterias no opsonizadas, esta puede sobrevivir y replicarse
dentro de las células. Las balsas lipidicas, las cuales son
microdominios ricos en colesterol en la membrana celular de
los macrofagos, también participan en la internalizacion bac-
teriana, y adicionalmente estas balsas contribuyen a dirigir el
trafico intracelular de la bacteria®'.

La gran mayoria del inéculo bacteriano (80-90% es fago-
citado, por lo cual las bacterias son rapidamente dirigidas
a los lisosomas y la mayoria de las bacterias son eliminadas
por la accion bactericida de los radicales libres de oxigeno,
6xido nitrico y enzimas dentro del fagolisosoma®2, ademas
las células en las cuales el fagosoma que contiene Brucella
se neutraliza, fallan en inducir la expresiéon del SST4 y como
resultado la bacteria en las vacuolas neutralizadas es inca-
paz de replicarse. Este SST4 a través de efectores secreta-
dos puede limitar la extension de la fusién con el lisosoma
0 actuar para excluir los marcadores lisosomales una vez los
lisosomas se han fusionado con la BCV53.

Pero otros estudios reportan que, después de 24 horas,
algunas bacterias pueden escapar y, debido a la activacién
de genes de virulencia, son capaces de multiplicarse den-
tro de las células en su nicho definitivo® 55, Estas bacte-
rias que sobreviven son las capaces de replicarse y seguir
la misma via para el tréafico intracelular que el descrito
para la células epiteliales. En este caso, la acidificacion
del fagosoma (~pH 4.0) que contiene la bacteria no la
elimina, sino que activa la expresiéon de genes bacterianos
esenciales para la sobrevivencia intracelular durante los
estadios iniciales de la infeccion como los genes del ope-
rén virBque codifican el SST456.57,

Focalizacion de la infeccion

Para que la bacteria se pueda focalizar en un tejido u
6rgano determinado, en el caso de la invasién a través del
tracto digestivo, se debe dar transmigracién de la bacteria
preferencialmente a través de las células M. Los fagocitos
intraepiteliales pueden también transportar Brucella canis
desde el lumen intestinal a la lamina propia. Una vez la
bacteria logra ingresar en las células epiteliales o fagociti-
cas en el sitio de entrada, se desplaza a través del sistema

reticuloendotelial a los ganglios linfaticos y a los otros
6rganos de este sistema®. De B canis se puede inferir a
partir de los cuadros clinicos reportados en humanos que
se disemina a los mismos 6rganos que las especies lisas de
Brucella, pero no hay estudios al respecto.

Por lo anterior, cabe la posibilidad de persistencia a
largo término en el humano con formaciéon de microgra-
nulomas, similar a lo que se ha reportado en caninos®®, en
donde la generacion de una respuesta inflamatoria media
tiene consecuencias importantes para la persistencia de
Brucella canis en el tejido. La respuesta tipica del tejido
a la infeccién por B. melitensisy B. abortus es |la inflama-
cion granulomatosa, evidenciado por estudios histopatol 6-
gicos de biopsias de ratones y humanos donde se encuen-
tran pequeios granulomas en higado, bazo, médula ésea y
otros tejidos afectados por la bacteria®®, este granuloma
causado por Brucella sp. recibe el nombre de bruceloma,
que se caracteriza por la presencia de necrosis con un
halo periférico de macroéfagos epitelioides (macréfagos
con una cantidad aumentada de citoplasma), linfocitos,
células plasmaticas e infiltrado polimorfo nuclear en el
&rea necroéticabl. Precisamente los macréfagos epitelioides
son un sitio conocido de persistencia bacteriana durante la
infeccion. La respuesta granulomatosa se reconoce como
una respuesta del hospedero para contener a la bacteria
que fue interiorizada pero no fue eliminada por el macré-
fago. Se cree que el IFN-y, IL-12/23p40, y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) son producidos en el bruce-
loma y participan en su formacion y/ o mantenimiento®.

Mentras la respuesta granulomatosa a la infeccién por
B abortus, B. melitensis y especies marinas de Brucella
ha sido descrita en la literatura®63, se sabe poco sobre
como Brucella canis puede producir este tipo de cuadros
en sus hospederos caninos y humanos.

La formacion del granuloma en Brucella parece ser una
respuesta que restringe la replicaciéon bacteriana, pero
debido a la sobrevivencia en el macréfago mediado por el
SST4, la respuesta no es suficiente para eliminar la bac-
teria de la lesién, resultando en un punto muerto entre
el hospedero y el patégeno. Generalmente, este punto
muerto beneficia a la biologia de los pat6genos cuya trans-
mision depende de un estado de portador croénico, que
permite al patdgeno permanecer en estado latente®!.

Posterior a la focalizacion, se esperaria entonces que el
hospedero responda con la produccion de anticuerpos, sobre
este tema existen pocas publicaciones, Lee et al.®* utilizan
el modelo murino para identificar la cinética de anticuerpos
frente a la infeccion por Brucella canis, ellos evaluaron por
8 semanas diferentes isotipos de inmunoglobulinas, encon-
trando que los anticuerpos tipo IgG se empezaron a detectar
a los 7 dias pos-infeccion con pico maximo a los 35 dias,
siendo 1gG2a el mas abundante. Esto podria indicar cuanto
tiempo tardaria en instalarse la infeccion en este modelo.

Conclusion

Todavia quedan muchos vacios en el conocimientos de la
infeccion por Brucella canis en el humano, apenas hasta
ahora con métodos moleculares se estan empezando a
esclarecer los diferentes mecanismos que pueden usar las
especies de Brucella para producir infeccion en sus hos-
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pederos, como la diferencia en la estructura de los acidos
grasos, los cuales se ha visto que, en cepas de Brucella
canis de México y Colombia®, son similares a los presentes
en cepas lisas de B abortusy B. melitensis que producen
infeccion en humanos. Son esas minimas diferencias a
nivel de estructura y del genoma de estas especies y las
interacciones de sus proteinas con el hospedero las que
podrian permitir en el futuro establecer los verdaderos
factores que deciden por qué una especie puede afectar
a animales y humanos al mismo tiempo, pero producir
cuadros diferentes en los dos hospederos como el caso de
Brucella canis en caninos y en humanos, o cual a su vez
tendria importancia en la forma de diagnosticar a tiempo
y tratar en forma adecuada la infeccidn por esta bacteria
en nuestro medio.
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