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RESUMEN

La brucelosis constituye una de las principales zoono-
sis existentes en Espafia y, presenta una gran relevancia
en paises de la Unidn Europea, especialmente en paises
mediterraneos, y del Centro y Sur de América®. Sus pre-
sentaciones humana y animal, suponen un serio problema
sanitario y economico. El bajo polimorfismo genético de
Brucella, patogeno intracelular facultativo responsable de
la infeccion, y el riesgo bioloégico en su manipulacion, han
restringido el desarrollo de métodos de tipificacion nece-
sarios en la vigilancia epidemioldgica de la brucelosis. Las
nuevas técnicas moleculares de tipificacion proporcionan
herramientas dtiles para la caracterizacion de aislamientos
de Brucella spp. En el laboratorio de Taxonomia del Servi-
cio de Bacteriologia, del Centro Nacional de Microbiologia
(CNM), del Instituto de Salud Carlos III, se ha profundizado
en la epidemiologia y analisis filogenético de Brucella meli-
tensis por ser el principal agente etioldgico de la brucelosis
humana en nuestro pais.

ANTECEDENTES

La brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial,
endémica en la Union Europea, en éreas’del Mediterraneo,
oeste asiatico y en diferentes zonas de Africa, Centroamé-
rica y Sudamérica, asi como en Estados Unidos*#(Figura 1),
que origina abortos y esterilidad en animales y enferme-
dad sistémica en el hombre. El establecimiento de medidas
higiénicas en alimentacidn, veterinaria, la vacunacion, asi

como los programas de seguimiento han reducido el nime-
ro de casos de brucelosis en el hombre®. Sin embargo, su
adquisicion en humanos sigue produciéndose debido a la
exposicion ocupacional por contacto directo con los anima-
les infectados, sus secreciones, o sus cadaveres, e indirecta
con el consumo de leche o productos lacteos frescos o no
pasteurizados® 7. La adquisicion alimentaria es la via prio-
ritaria en humanos en paises industrializados, generandose
numerosos brotes de origen alimentario? 3.

La brucelosis en humanos constituye una infeccion sis-
témica importante, de caracter debilitante de tipo crénico,
con implicacién multiorganica: gastrointestinal, cardiovas-
cular, genitourinaria, hematopoyética, nerviosa, esqueléti-
ca, pulmonar, renal, cutanea y ocular®°. La sintomatologia
de la brucelosis no es especifica: fiebre, artralgias, calam-
bres, dolor de cabeza y espalda, dolor, fatiga, demencia,
linfoadenopatias, hepato-esplenomegalia, lo que origina
que el ndmero de casos de brucelosis activa pudiera ser
superior a lo notificado!® !, Estas mismas caracteristicas de
la infeccion, hacen que Brucella aparezca como potencial
agente de amenaza bioldgica de categoria B en la lista
del CDC*. Su clasificacidn es controvertida®® porque los
estudios de hibridacion DNA-DNA han demostrado la alta
homologia (>95%) de Brucella spp. Actualmente se tiende
a utilizar la taxonomia clésica, considerando las especies y
biovariedades descritas hasta el momento, que se indican
en la tabla 1, con afinidad por distintos huéspedes. Aln
asi no siempre se puede hablar de una adaptacién absoluta
a los mismos.
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Especies clasicas

B. melitensis 1-3 ovinos, camello
B. abortus 1-6, (7), 9° ternera, bifalo, camello, yak
B. suis 1-5 cerdo, liebre, reno, roedor, caribgb 9
; : i : i o
B. canis ; ; perro | i
B. ovis E - E oveja E =
A : -4 S
B. neotomae - roedor j <
Especies recientes
B. ceti - delfin, ballena, marsopa 39
B. pinnipedialis - foca
B. microfi - zorro rojo, roedor de campo Q
B. inopinata - desconocido | Q@
; : : S
Especies futuras _ : =
BO2 - desconocido @
Aislado de babuino - Babuino |
2 La biovariedad 7 esté bajo revision, posiblemente la cepa de referencia procede de un cultivo mixto.
b la preferencia por un hospedador es dependiente de la biovariedad.
i JUN.
Tabla 1. Taxomonia actual de Brucella. 2013
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Los principales objetivos definidos por el departamento
de agricultura de la FAO para la vigilancia de la brucelo-
sis humana® son la identificacion de los nuevos casos de
brucelosis y la deteccion de la(s) fuente(s) responsables
de la infeccién, ocupacional® o por el contrario alimenta-
ria®. 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-
cién permitiendo la deteccion de brotes de brucelosis y la
identificacion de reservorios y mecanismos de transmision.

IDENTIFICACION DE BRUCELLA

La falta de polimorfismo genético de Brucella spp*®
ha limitado la identificacion y la aplicacion de técnicas
convencionales de tipificacion en este patdgeno, como ha
sucedido con la electroforesis en campo pulsado (PFGE)Y,
con la amplificacion polimérfica al azar (RAPD)* o la
amplificacion arbitraria (AP-PCR)?*°, obligando al desarrollo
y aplicacion de nuevos marcadores moleculares. Desde el
punto de vista diagnéstico, la amplificacion de un fragmen-
to (223 pb) de una proteina de membrana inmunogenética,
BCSP31, ha permitido la deteccion eficiente de Brucella spp.
en muestras clinicas®.

Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con otros
patogenos bacterianos, la identificacion de las distintas
especies de Brucella spp no se consigue mediante la secuen-
ciacion del 16S rRNA?! ni con la amplificacion de la region
del DNA ribosomal situada entre el 16S-23S%. Una de las
propuestas mas eficientes para la diferenciacion entre espe-
cies de Brucella consiste en la utilizacion de la distribucion
variable de una secuencia de insercion en el cromosoma,
IS711, generandose diferentes tamafos de amplicon segln
la especie® 2., Esta técnica ha permitido la identificacion
de B. abortus (bv. 1, 2, 4), B. melitensis, B. ovis, y B. suis
(bv.1) pero no asi la identificacién de B. abortus bv 3, 5-7,
ni de B. suis bv 2-5. Un estudio posterior que utilizaba una
region especifica de B. abortus S19, eryC-eryD, permitid
amplificar los biovares 3b, 5, 6 y 9%. Sin embargo ambos
métodos han fallado en la deteccion de todas las especies
y de todos los biovares.

Una mejor identificacion ha sido posible mediante la
utilizaciéon de una PCR miltiple de nueva generacion, «Bru-
ce-ladder», con 8 parejas de primers especie-especificos,
que amplifican 7 productos con diferencias en nimero y en
tamano, logrando la identificacion de B. abortus, B. meli-
tensis, B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae, y B. pinni-
pedialis y B. ceti (mamiferos marinos), aunque no la dife-
renciacion de biovares?. La informacion epidemiologica 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 difenciacion
clara en clusters que corresponden a especies clasicas de
Brucella spp; B. abortus, B. melitensis, B. ovis y B. neoto-
mae, ademas de observar una mayor diversidad en B. suis
y un cluster diferenciado para Brucella spp de mamiferos
marinos?’. Una novedosa PCR con ligacién en la que la

mayoria de los marcadores utilizados proceden de los genes
utilizados en el esquema original de MLST ha logrado la
identificacion de todas las especies de Brucella descritas
hasta el momento?.

ESTUDIO DE LA CLONALIDAD
DE BRUCELLA

La secuenciacion genémica completa de B. melitensis,
B. abortus y B. suis, ha supuesto el inicio de nuevas técni-
cas dirigidas hacia la identificacion de genes que permiten
la diferenciacién gendémica de especies y biovariedades de
Brucella spp, asi como la caracterizacion genotipica. En
este aspecto, la aplicacion de técnicas de AFLP-PCR (ampli-
fied fragment length polymorphism PCR)?; del andlisis de
la existencia y transcripcion «in vitro» de determinados
genes implicados en el metabolismo, virulencia, sistemas
de secrecion, y recombinasas sitio-especificas o mediante
la deteccion de repeticiones en tandem (TRs) presentes en
8 genes®® han supuesto un avance en la identificacion de
este género.

Concretamente, con la informacion epidemioldgica a
corto plazo proporcionada por las técnicas MLVA (multi-
locus variable number of tandem repeats analysis) se ha
alcanzado una informacion epidemiolégica de mayor nivel,
ya que los marcadores incluidos actdan como un reloj
molecular rapido. Basadas en la variacion de secuencias
repetidas en tdndem, VNTRs, estan siendo adecuadas para
estudios locales epidemiolégicos como tipo de adquisicion,
brotes, reactivacion, etc...

A raiz de la descripcion de una técnica de MLVA denomi-
nada HOOF-Prints (Hypervariable Octameric Oligonucleotide
Finger-Prints), para la deteccion de TRs hipervariables en
8 loci de genoma de Brucella spp.* se ha conseguido un
importante avance en la tipificacion de este microorganis-
mo. Es aplicable a todas las especies y biovariedades. Esta
técnica ha sido ampliamente estudiada en B. abortus de
origen animal®®, mostrando una gran capacidad discrimi-
natoria y eficiencia en la distincion de cepas implicadas en
brotes. Por otro lado, VNTR-21 incrementd la capacidad de
HOOF-Prints al afiadir 13 marcadores nuevos. La inclusion
de VNTRs de mayor tamafio de repeticion (pero con menor
diversidad), permiti6 la agrupacion de los aislamientos en
clusters constituidos por las especies tradicionalmente con-
sideradas (Figura 2) consiguiendo una resolucioén a nivel
inter e intra-especie®.

Actualmente, MLVA-16 se ha convertido en el método
de tipificacién de mayor aplicacion, tanto en aislamientos
humanos como de animales y de diferentes ambitos locales
y globales. Surgida de afadir un marcador mas a los 15 selec-
cionados de MLVA-15 que fueron agrupados en 3 paneles
tras analizar 80 VNTRs en cepas de referencia®® * ha permiti-
do la identificacion 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, mediterrdneo-este y mediterrdneo-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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Fig. 2. Estructura de la poblacién global del

género Brucella. El tipado mediante MLVA-16 de
295 aislados de Brucella de mamiferos marinos
procedentes de distintos origenes tanto animal como
geogrdfico identificé 7 grandes grupos. (Maquart M
y cols, 2009).

cion permitiéndonos conocer los casos y fuentes implicados
en brotes, y confirmar o descartar el tipo de adquisicion.

Este método taxonomico también permitio la detec-
cion de una linea clonal de B. abortus biovar 3b diferente
a la Europea y Africana mediante el analisis de cinco
cepas de pacientes espafioles 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 MLST*,

Una gran ventaja que ha supuesto MLVA-16 ha sido
la creacion de la plataforma internacional MLVA databa-
se Brucella 2012 (http://mlva.u-psud.fr/brucella/), que
codifica los alelos y los perfiles de las cepas analizadas,
agrupando los MLVA-16 tipos que se identifican a nivel
mundial, facilitando asi el intercambio de informacion
entre laboratorios.

Actualmente, técnicas moleculares como VNTR-21 y
MLVA-16 permiten para Brucella spp. estudios taxondmicos
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Fig. 3. Andlisis, mediante méxima parsimonia, en
21 cepas de referencia utilizando la técnica de
MLVA-16 (Le Fleche Py cols, 2006).

y filogenéticos utilizando los marcadores minisatélites, y
estudios de tipificacion mediante el empleo de los mar-
cadores microsatélites. Bien es cierto, que para la tipi-
ficacion de este patdgeno quedan adn un largo camino
por recorrer, como la adecuada seleccion de marcadores
o loci mas eficientes segln la especie y biovariedad, asi
como una reduccion del nimero de marcadores. Ademas
habria que conseguir una estandarizacién y validacién de
las técnicas empleadas, ademas de favorecer el intercambio
entre laboratorios de la informacidon obtenida, mediante la
recopilacion de datos a través de la web.

EPIDEMIOLOGIA Y ANALISIS  _
FILOGENETICO DE CEPAS ESPANOLAS
DE BRUCELLA MELITENSIS

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

En Espafa, B. melitensis es la principal especie res-
ponsable de la mayoria de los casos de brucelosis huma-
na. La biovariedad 3 de B. melitensis aparece, ademas,
como la mas frecuente en Francia, Espafia, Portugal, Gre-
cia y Turquia¢. Cada afio y desde 1996, en el Laboratorio
de Taxonomia Bacteriana del CNM se reciben aislamien-
tos de Brucella spp procedentes de toda la geografia espa-
fiola para la confirmacién de género y la identificacion a
nivel de especie. Aprovechando esta informacion y que
B. melitensis es responsable del 97,5% de los casos notifi-
cados en nuestro pais® este Laboratorio ha realizado estu-
dios que han permitido un mayor conocimiento a nivel
epidemiolégico y filogenético de la especie.
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La aplicacion de la aparicion variable de repeticio-
nes maltiples en tandem (TR) descritos en las técnicas
«HOOF-Prints» y MLVA, ha permitido detectar los distintos
genotipos en B. melitensis, su relacion genética y evolucion,
y la identificacién de los clones responsables de los diferen-
tes brotes en nuestro pais, asi como el origen de la infeccion.

En una primera aproximacion del estudio de la brucelo-
sis en Espafia, se analizan 87 cepas de infeccién en huma-
nos procedentes de casos esporadicos y de brotes causantes
de brucelosis en Espafia durante un periodo de 9 afios,
por exposicion alimentaria u ocupacional®’. Como marcador
molecular se analiz el uso de HOOfs-Prints basado en los
VNTRs3!. Los alelos fueron definidos para cada VNTR de
acuerdo al namero de unidades de repeticién encontradas
y se asignd un HOOF tipo (HT) a cada muestra, basado en
la combinacion de los alelos para VNTRs 1-8. Estas cepas se
clasificaron en 3 grupos en funcién de su vinculo geogra-
fico: no relacionadas, semi-relacionadas y estrechamente
relacionadas. Siete de los ocho HOOfs utilizados fueron
detectados en estos grupos, asi como en la poblacion
completa. Por otro lado, esta técnica fue Gtil para poder
distinguir entre cepas de casos esporadicos de aquellas
que pertenecian a un brote: dentro del grupo de cepas
estrechamente relacionadas se encontrd que la similitud
entre HTs habia aumentado, con un coeficiente de simili-
tud genética elevada (>90%). Tras una investigacion clinica
de los pacientes cuyas cepas presentaban esta similitud, se
constat6 que estaban todos implicados en un mismo brote,
en el cual la brucelosis habia sido adquirida por el consumo
de queso fresco de cabra®’.

Esta fue la primera vez que esta técnica se utilizaba
para el analisis de una coleccion de muestras humanas de
B. melitensis con diferentes caracteristicas epidemiolégicas
pero procedentes del mismo pais. Ademas, la gran diversi-
dad y altas tasas de mutacion de los VNTRs utilizados en
el estudio proporcionaron una gran resolucion del analisis
de las epidemias, sin tener en cuenta el nivel del vinculo
epidemiolégico. Concretamente, VNTR-5, VNTR-7, VNTR-4
y VNTR-1 fueron los loci con mayor grado de diversidad
tanto en el grupo no relacionado geograficamente como
en la poblacién entera, lo que implicaba su utilidad para
estudios de muestras de un (nico pais, permitiendo obtener
resultados para un preliminar tipado molecular.

Posteriormente, se profundizé en un nuevo estudio de
B. melitensis mediante el analisis de una poblacion de 109
cepas humanas de B. melitensis procedentes de 29 pro-
vincias de Espafia recogidas durante un periodo de mas
de 10 afios, que permitio el analisis de la capacidad de
tipificacion asi como de los genotipos circulantes a partir
del uso de MLVA-16%. Esta técnica proporciond una muy
buena discriminacién, diferenciando 86 genotipos agru-
pados en los tres biotipos o clusters principales descritos
anteriormente®” %, A diferencia de otras técnicas basadas
en repeticiones en tandem, el tipado con MLVA-16 requirid
un gran nidmero de marcadores que se agruparon en tres
paneles complementarios. En este estudio, la baja diversi-
dad encontrada en los paneles 1y 2A no permitié un ana-
lisis exhaustivo de la filogenia de las muestras presentes en

Espafia, pero que si se consiguid con el alto polimorfismo
que presentaban los marcadores del panel 2B,

Por otro lado, el panel 1 fue de gran utilidad para la
identificacion de 9 genotipos. En este estudio destaco el
genotipo 42 del biotipo mediterraneo-oeste, que fue el mas
frecuente (55%), encontrandose también su predominancia
en otros paises como Turquia y Portugal®*. Este genotipo
mostré un bajo polimorfismo alélico para los marcadores de
MLVA-16 con una similitud alélica del 75 al 94%, hecho que
podria sugerir una evolucidn reciente de sus cepas a partir
de un antecesor comln en Espafa, o bien limitaciones en
el tipado de B. melitensis utilizando este método.

Paralelamente se estudio el potencial uso de la subunidad
beta de la ARN polimerasa, rpoB, principal responsable de la
actividad catalitica de esta enzima, al haberse demostrado
su utilidad como un potente instrumento para la identifica-
cion a nivel de género, especie y subespecie® . Se esta-
blecieron tres tipos rpoB basandose en dos SNPS (codones
1249 y 1309). El analisis mediante los modelos UPGMA y
MST mostraron una clara correlacion entre los tres biotipos
principales y los tres asignados mediante el tipado con rpoB,
de modo que, como se muestra en la Figura 4, existia la
siguiente correlacion: biotipo americano con tipo rpoB 1,
biotipo mediterraneo-este con tipo rpoB 2 y biotipo
mediterraneo-oeste con tipo rpoB 3. Al igual que ocurre
con otras bacterias, el estudio de polimorfismos detectados
en esta subunidad proporciona una herramienta muy Gtil para
la identificacién y tipado a niver inter e intra especies, siendo
facil su incorporacion en cualquier laboratorio como un inicial
marcador de la brucelosis.

Ademas, con solo la mitad de marcadores requeridos
para MLVA-16, el uso de HOOF-Prints ha mostrado un alto
grado de diversidad intraespecies® 34, En esta poblacion se

o West
@ Q Mediterranean

A
@b mosypes

Fig. 4. Perfecta asociacién entre los tres biotipos
determinados por MLVA-16 y los ofros 3 mediante
rpoB (andlisis con los modelos UPGMA y MST) de
las cepas de B. melitensis estudiadas (Valdezate S
y cols, 2010).

SEMaforo



encontrd una mayor diversidad para el genotipo 42 de lo
que lo hizo el tipado con MLVA-16, sugiriendo que cepas
aparentemente relacionadas podrian no estarlo tanto, sien-
do este hecho consecuencia de la hipermutabilidad de los
loci de HOOF-Prints que estan en continua microevolucion.
También, como en el estudio anterior se pudo dilucidar con
estas técnicas qué cepas estaban relacionadas y cual era la
fuente de infeccion.

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