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RESUMEN

La brucelosis constituye una de las principales zoono-
sis existentes en España y, presenta una gran relevancia 
en países de la Unión Europea, especialmente en países 
mediterráneos, y del Centro y Sur de América1. Sus pre-
sentaciones humana y animal, suponen un serio problema 
sanitario y económico. El bajo polimorfi smo genético de 
Brucella, patógeno intracelular facultativo responsable de 
la infección, y el riesgo biológico en su manipulación, han 
restringido el desarrollo de métodos de tipifi cación nece-
sarios en la vigilancia epidemiológica de la brucelosis. Las 
nuevas técnicas moleculares de tipifi cación proporcionan 
herramientas útiles para la caracterización de aislamientos 
de Brucella spp. En el laboratorio de Taxonomía del Servi-
cio de Bacteriología, del Centro Nacional de Microbiología 
(CNM), del Instituto de Salud Carlos III, se ha profundizado 
en la epidemiología y análisis fi logenético de Brucella meli-
tensis por ser el principal agente etiológico de la brucelosis 
humana en nuestro país.

ANTECEDENTES

La brucelosis es una zoonosis de distribución mundial, 
endémica en la Unión Europea, en áreas del Mediterráneo, 
oeste asiático y en diferentes zonas de África, Centroamé-
rica y Sudamérica, así como en Estados Unidos1-4(Figura 1), 

que origina abortos y esterilidad en animales y enferme-
dad sistémica en el hombre. El establecimiento de medidas 
higiénicas en alimentación, veterinaria, la vacunación, así 

como los programas de seguimiento han reducido el núme-
ro de casos de brucelosis en el hombre5. Sin embargo, su 
adquisición en humanos sigue produciéndose debido a la 
exposición ocupacional por contacto directo con los anima-
les infectados, sus secreciones, o sus cadáveres, e indirecta 
con el consumo de leche o productos lácteos frescos o no 
pasteurizados6, 7. La adquisición alimentaria es la vía prio-
ritaria en humanos en países industrializados, generándose 
numerosos brotes de origen alimentario2, 3.

La brucelosis en humanos constituye una infección sis-
témica importante, de carácter debilitante de tipo crónico, 
con implicación multiorgánica: gastrointestinal, cardiovas-
cular, genitourinaria, hematopoyética, nerviosa, esqueléti-
ca, pulmonar, renal, cutánea y ocular8, 9. La sintomatología 
de la brucelosis no es específi ca: fi ebre, artralgias, calam-
bres, dolor de cabeza y espalda, dolor, fatiga, demencia, 
linfoadenopatías, hepato-esplenomegalia, lo que origina 
que el número de casos de brucelosis activa pudiera ser 
superior a lo notifi cado10, 11. Estas mismas características de 
la infección, hacen que Brucella aparezca como potencial 
agente de amenaza biológica de categoría B en la lista 
del CDC12. Su clasifi cación es controvertida13 porque los 
estudios de hibridación DNA-DNA han demostrado la alta 
homología (>95%) de Brucella spp. Actualmente se tiende 
a utilizar la taxonomía clásica, considerando las especies y 
biovariedades descritas hasta el momento, que se indican 
en la tabla 1, con afi nidad por distintos huéspedes. Aún 
así no siempre se puede hablar de una adaptación absoluta 
a los mismos.
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Tabla 1. Taxomonía actual de Brucella. 

ESPECIES BIOVARIEDADES DESCRITAS PRINCIPAL/ES HOSPEDADOR/ES

Especies clásicas

B. melitensis 1-3 ovinos, camello

B. abortus 1-6, (7), 9a ternera, búfalo, camello, yak

B. suis 1-5 cerdo, liebre, reno, roedor, caribúb

B. canis - perro

B. ovis - oveja

B. neotomae - roedor

Especies recientes

B. ceti - delfín, ballena, marsopa

B. pinnipedialis - foca

B. microti - zorro rojo, roedor de campo

B. inopinata - desconocido

Especies futuras

BO2 - desconocido

Aislado de babuino - Babuino
a La biovariedad 7 está bajo revisión, posiblemente la cepa de referencia procede de un cultivo mixto.
b la preferencia por un hospedador es dependiente de la biovariedad.

Fig. 1. Incidencia mundial de la brucelosis humana (Pappas G y cols, 2006).
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Los principales objetivos defi nidos por el departamento 
de agricultura de la FAO para la vigilancia de la brucelo-
sis humana14 son la identifi cación de los nuevos casos de 
brucelosis y la detección de la(s) fuente(s) responsables 
de la infección, ocupacional15 o por el contrario alimenta-
ria2. Para poder llevar a cabo estos objetivos se ha hecho 
uso de distintos marcadores moleculares que pretenden 
mejorar el conocimiento sobre la patogénesis de la infec-
ción permitiendo la detección de brotes de brucelosis y la 
identifi cación de reservorios y mecanismos de transmisión.

IDENTIFICACIÓN DE BRUCELLA

La falta de polimorfismo genético de Brucella spp16 
ha limitado la identifi cación y la aplicación de técnicas 
convencionales de tipifi cación en este patógeno, como ha 
sucedido con la electroforesis en campo pulsado (PFGE)17, 
con la amplificación polimórfica al azar (RAPD)18 o la 
amplifi cación arbitraria (AP-PCR)19, obligando al desarrollo 
y aplicación de nuevos marcadores moleculares. Desde el 
punto de vista diagnóstico, la amplifi cación de un fragmen-
to (223 pb) de una proteína de membrana inmunogenética, 
BCSP31, ha permitido la detección efi ciente de Brucella spp. 
en muestras clínicas20.

Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con otros 
patógenos bacterianos, la identifi cación de las distintas 
especies de Brucella spp no se consigue mediante la secuen-
ciación del 16S rRNA21 ni con la amplifi cación de la región 
del DNA ribosomal situada entre el 16S-23S22. Una de las 
propuestas más efi cientes para la diferenciación entre espe-
cies de Brucella consiste en la utilización de la distribución 
variable de una secuencia de inserción en el cromosoma, 
IS711, generándose diferentes tamaños de amplicón según 
la especie23, 24. Esta técnica ha permitido la identifi cación 
de B. abortus (bv. 1, 2, 4), B. melitensis, B. ovis, y B. suis 
(bv.1) pero no así la identifi cación de B. abortus bv 3, 5-7, 
ni de B. suis bv 2-5. Un estudio posterior que utilizaba una 
región específi ca de B. abortus S19, eryC-eryD, permitió 
amplifi car los biovares 3b, 5, 6 y 925. Sin embargo ambos 
métodos han fallado en la detección de todas las especies 
y de todos los biovares.

Una mejor identifi cación ha sido posible mediante la 
utilización de una PCR múltiple de nueva generación, «Bru-
ce-ladder», con 8 parejas de primers especie-específi cos, 
que amplifi can 7 productos con diferencias en número y en 
tamaño, logrando la identifi cación de B. abortus, B. meli-
tensis, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae, y B. pinni-
pedialis y B. ceti (mamíferos marinos), aunque no la dife-
renciación de biovares26. La información epidemiológica a 
largo plazo que proporciona el MLST («multilocus sequence 
typing») mediante el estudio de 9 genes «housekeeping» 
(gap, aroA, glk, dnaK, gyrB, trpE, cobQ, omp25 e int-hyp) 
en aislamientos de Brucella spp ha permitido la difenciación 
clara en clusters que corresponden a especies clásicas de 
Brucella spp; B. abortus, B. melitensis, B. ovis y B. neoto-
mae, además de observar una mayor diversidad en B. suis 
y un cluster diferenciado para Brucella spp de mamíferos 
marinos27. Una novedosa PCR con ligación en la que la 

mayoría de los marcadores utilizados proceden de los genes 
utilizados en el esquema original de MLST ha logrado la 
identifi cación de todas las especies de Brucella descritas 
hasta el momento28.

ESTUDIO DE LA CLONALIDAD 
DE BRUCELLA

La secuenciación genómica completa de B. melitensis, 
B. abortus y B. suis, ha supuesto el inicio de nuevas técni-
cas dirigidas hacia la identifi cación de genes que permiten 
la diferenciación genómica de especies y biovariedades de 
Brucella spp, así como la caracterización genotípica. En 
este aspecto, la aplicación de técnicas de AFLP-PCR (ampli-
fi ed fragment length polymorphism PCR)29; del análisis de 
la existencia y transcripción «in vitro» de determinados 
genes implicados en el metabolismo, virulencia, sistemas 
de secreción, y recombinasas sitio-específi cas o mediante 
la detección de repeticiones en tándem (TRs) presentes en 
8 genes30 han supuesto un avance en la identifi cación de 
este género.

Concretamente, con la información epidemiológica a 
corto plazo proporcionada por las técnicas MLVA (multi-
locus variable number of tandem repeats analysis) se ha 
alcanzado una información epidemiológica de mayor nivel, 
ya que los marcadores incluidos actúan como un reloj 
molecular rápido. Basadas en la variación de secuencias 
repetidas en tándem, VNTRs, están siendo adecuadas para 
estudios locales epidemiológicos como tipo de adquisición, 
brotes, reactivación, etc…

A raíz de la descripción de una técnica de MLVA denomi-
nada HOOF-Prints (Hypervariable Octameric Oligonucleotide 
Finger-Prints), para la detección de TRs hipervariables en 
8 loci de genoma de Brucella spp.31 se ha conseguido un 
importante avance en la tipifi cación de este microorganis-
mo. Es aplicable a todas las especies y biovariedades. Esta 
técnica ha sido ampliamente estudiada en B. abortus de 
origen animal38, mostrando una gran capacidad discrimi-
natoria y efi ciencia en la distinción de cepas implicadas en 
brotes. Por otro lado, VNTR-21 incrementó la capacidad de 
HOOF-Prints al añadir 13 marcadores nuevos. La inclusión 
de VNTRs de mayor tamaño de repetición (pero con menor 
diversidad), permitió la agrupación de los aislamientos en 
clusters constituidos por las especies tradicionalmente con-
sideradas (Figura 2) consiguiendo una resolución a nivel 
inter e intra-especie33.

Actualmente, MLVA-16 se ha convertido en el método 
de tipifi cación de mayor aplicación, tanto en aislamientos 
humanos como de animales y de diferentes ámbitos locales 
y globales. Surgida de añadir un marcador más a los 15 selec-
cionados de MLVA-15 que fueron agrupados en 3 paneles 
tras analizar 80 VNTRs en cepas de referencia30, 34 ha permiti-
do la identifi cación de las especies descritas recientemente: 
B. microti y B. inopinata (Figura 3). El panel 1 formado por 8 
minisatélites ha establacido en B. melitensis los grupos o bio-
tipos: americano, mediterráneo-este y mediterráneo-oes-
te. Los paneles MLVA-16 2A y 2B con 3 y 5 microsatélites 
(6-9 pb), respectivamente, presentan una mayor discrimina-
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ción permitiéndonos conocer los casos y fuentes implicados 
en brotes, y confi rmar o descartar el tipo de adquisición.

Este método taxonómico también permitió la detec-
ción de una línea clonal de B. abortus biovar 3b diferente 
a la Europea y Africana mediante el análisis de cinco 
cepas de pacientes españoles que presentaban 5 genoti-
pos MLVA-16 (similitud genética del 80-95%), 5 genotipos 
HOOF-Prints (similitud del 35-65%) y que por otro lado 
eran idénticas, por biotipia, y también por 16S rDNA, 
rpoB, gyrA, parC, y MLST35.

Una gran ventaja que ha supuesto MLVA-16 ha sido 
la creación de la plataforma internacional MLVA databa-
se Brucella 2012 (http://mlva.u-psud.fr/brucella/), que 
codifi ca los alelos y los perfi les de las cepas analizadas, 
agrupando los MLVA-16 tipos que se identifi can a nivel 
mundial, facilitando así el intercambio de información 
entre laboratorios.

Actualmente, técnicas moleculares como VNTR-21 y 
MLVA-16 permiten para Brucella spp. estudios taxonómicos 

y fi logenéticos utilizando los marcadores minisatélites, y 
estudios de tipifi cación mediante el empleo de los mar-
cadores microsatélites. Bien es cierto, que para la tipi-
fi cación de este patógeno quedan aún un largo camino 
por recorrer, como la adecuada selección de marcadores 
o loci más efi cientes según la especie y biovariedad, así 
como una reducción del número de marcadores. Además 
habría que conseguir una estandarización y validación de 
las técnicas empleadas, además de favorecer el intercambio 
entre laboratorios de la información obtenida, mediante la 
recopilación de datos a través de la web.

EPIDEMIOLOGÍA Y ANÁLISIS 
FILOGENÉTICO DE CEPAS ESPAÑOLAS 
DE BRUCELLA MELITENSIS

Según los datos del Sistema de Enfermedades de Decla-
ración Obligatoria (EDO) y del Sistema de Brotes se obser-
va una evolución de las tasas de incidencia de brucelosis 
humana en España pasando de 5,3 casos/100.000 habi-
tantes en 1996 a 0,22 casos/100.000 habitantes en 2011.

En España, B. melitensis es la principal especie res-
ponsable de la mayoría de los casos de brucelosis huma-
na. La biovariedad 3 de B. melitensis aparece, además, 
como la más frecuente en Francia, España, Portugal, Gre-
cia y Turquía36. Cada año y desde 1996, en el Laboratorio 
de Taxonomía Bacteriana del CNM se reciben aislamien-
tos de Brucella spp procedentes de toda la geografía espa-
ñola para la confi rmación de género y la identifi cación a 
nivel de especie. Aprovechando esta información y que 
B. melitensis es responsable del 97,5% de los casos notifi -
cados en nuestro país3 este Laboratorio ha realizado estu-
dios que han permitido un mayor conocimiento a nivel 
epidemiológico y fi logenético de la especie.

Fig. 2. Estructura de la población global del 
género Brucella. El tipado mediante MLVA-16 de 
295 aislados de Brucella de mamíferos marinos 
procedentes de distintos orígenes tanto animal como 
geográfi co identifi có 7 grandes grupos. (Maquart M 
y cols, 2009).

Fig. 3. Análisis, mediante máxima parsimonia, en 
21 cepas de referencia utilizando la técnica de 
MLVA-16 (Le Fleche P y cols, 2006).
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La aplicación de la aparición variable de repeticio-
nes múltiples en tandem (TR) descritos en las técnicas 
«HOOF-Prints» y MLVA, ha permitido detectar los distintos 
genotipos en B. melitensis, su relación genética y evolución, 
y la identifi cación de los clones responsables de los diferen-
tes brotes en nuestro país, así como el origen de la infección.

En una primera aproximación del estudio de la brucelo-
sis en España, se analizan 87 cepas de infección en huma-
nos procedentes de casos esporádicos y de brotes causantes 
de brucelosis en España durante un período de 9 años, 
por exposición alimentaria u ocupacional37. Como marcador 
molecular se analizó el uso de HOOfs-Prints basado en los 
VNTRs31. Los alelos fueron defi nidos para cada VNTR de 
acuerdo al número de unidades de repetición encontradas 
y se asignó un HOOF tipo (HT) a cada muestra, basado en 
la combinación de los alelos para VNTRs 1-8. Estas cepas se 
clasifi caron en 3 grupos en función de su vínculo geográ-
fi co: no relacionadas, semi-relacionadas y estrechamente 
relacionadas. Siete de los ocho HOOfs utilizados fueron 
detectados en estos grupos, así como en la población 
completa. Por otro lado, esta técnica fue útil para poder 
distinguir entre cepas de casos esporádicos de aquellas 
que pertenecían a un brote: dentro del grupo de cepas 
estrechamente relacionadas se encontró que la similitud 
entre HTs había aumentado, con un coefi ciente de simili-
tud genética elevada (>90%). Tras una investigación clínica 
de los pacientes cuyas cepas presentaban esta similitud, se 
constató que estaban todos implicados en un mismo brote, 
en el cual la brucelosis había sido adquirida por el consumo 
de queso fresco de cabra37.

Esta fue la primera vez que esta técnica se utilizaba 
para el análisis de una colección de muestras humanas de 
B. melitensis con diferentes características epidemiológicas 
pero procedentes del mismo país. Además, la gran diversi-
dad y altas tasas de mutación de los VNTRs utilizados en 
el estudio proporcionaron una gran resolución del análisis 
de las epidemias, sin tener en cuenta el nivel del vínculo 
epidemiológico. Concretamente, VNTR-5, VNTR-7, VNTR-4 
y VNTR-1 fueron los loci con mayor grado de diversidad 
tanto en el grupo no relacionado geográfi camente como 
en la población entera, lo que implicaba su utilidad para 
estudios de muestras de un único país, permitiendo obtener 
resultados para un preliminar tipado molecular.

Posteriormente, se profundizó en un nuevo estudio de 
B. melitensis mediante el análisis de una población de 109 
cepas humanas de B. melitensis procedentes de 29 pro-
vincias de España recogidas durante un período de más 
de 10 años, que permitió el análisis de la capacidad de 
tipifi cación así como de los genotipos circulantes a partir 
del uso de MLVA-1638. Esta técnica proporcionó una muy 
buena discriminación, diferenciando 86 genotipos agru-
pados en los tres biotipos o clusters principales descritos 
anteriormente30, 34. A diferencia de otras técnicas basadas 
en repeticiones en tándem, el tipado con MLVA-16 requirió 
un gran número de marcadores que se agruparon en tres 
paneles complementarios. En este estudio, la baja diversi-
dad encontrada en los paneles 1 y 2A no permitió un aná-
lisis exhaustivo de la fi logenia de las muestras presentes en 

España, pero que si se consiguió con el alto polimorfi smo 
que presentaban los marcadores del panel 2B38.

Por otro lado, el panel 1 fue de gran utilidad para la 
identifi cación de 9 genotipos. En este estudio destacó el 
genotipo 42 del biotipo mediterráneo-oeste, que fue el más 
frecuente (55%), encontrándose también su predominancia 
en otros países como Turquía y Portugal33. Este genotipo 
mostró un bajo polimorfi smo alélico para los marcadores de 
MLVA-16 con una similitud alélica del 75 al 94%, hecho que 
podría sugerir una evolución reciente de sus cepas a partir 
de un antecesor común en España, o bien limitaciones en 
el tipado de B. melitensis utilizando este método.

Paralelamente se estudió el potencial uso de la subunidad 
beta de la ARN polimerasa, rpoB, principal responsable de la 
actividad catalítica de esta enzima, al haberse demostrado 
su utilidad como un potente instrumento para la identifi ca-
ción a nivel de género, especie y subespecie39, 40. Se esta-
blecieron tres tipos rpoB basándose en dos SNPS (codones 
1249 y 1309). El análisis mediante los modelos UPGMA y 
MST mostraron una clara correlación entre los tres biotipos 
principales y los tres asignados mediante el tipado con rpoB, 
de modo que, como se muestra en la Figura 4, existía la 
siguiente correlación: biotipo americano con tipo rpoB 1, 
biotipo mediterráneo-este con tipo rpoB 2 y biotipo 
mediterráneo-oeste con tipo rpoB 3. Al igual que ocurre 
con otras bacterias, el estudio de polimorfi smos detectados 
en esta subunidad proporciona una herramienta muy útil para 
la identifi cación y tipado a niver inter e intra especies, siendo 
fácil su incorporación en cualquier laboratorio como un inicial 
marcador de la brucelosis.

Además, con solo la mitad de marcadores requeridos 
para MLVA-16, el uso de HOOF-Prints ha mostrado un alto 
grado de diversidad intraespecies33, 34. En esta población se 

Fig. 4. Perfecta asociación entre los tres biotipos 
determinados por MLVA-16 y los otros 3 mediante 
rpoB (análisis con los modelos UPGMA y MST) de 
las cepas de B. melitensis estudiadas (Valdezate S 
y cols, 2010).
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encontró una mayor diversidad para el genotipo 42 de lo 
que lo hizo el tipado con MLVA-16, sugiriendo que cepas 
aparentemente relacionadas podrían no estarlo tanto, sien-
do este hecho consecuencia de la hipermutabilidad de los 
loci de HOOF-Prints que están en continua microevolución. 
También, como en el estudio anterior se pudo dilucidar con 
estas técnicas qué cepas estaban relacionadas y cuál era la 
fuente de infección.

Todos estos estudios han revelado la importancia de 
combinar diferentes técnicas de tipado molecular para una 
mejor vigilancia epidemiológica de B. melitensis.
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