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Resumen  Brucella  canis,  un  patógeno  intracelular  facultativo,  es  responsable  de  la  brucelosis
canina, una  enfermedad  zoonótica  que  afecta  a  los  caninos  y  al  hombre.  En  los  primeros
causa abortos  y  fallas  reproductivas;  en  el  ser  humano  genera  síntomas  inespecíficos.  En  el
año 2005  se  demostró  la  presencia  de  B.  canis  en  Antioquia  (Colombia).  Las  cepas  halladas
se identificaron  como  tipo  2.  La  secuenciación  del  genoma  completo  de  una  cepa  de  campo
denominada  Brucella  canis  str.  Oliveri  mostró  indels  específicos  de  especie;  a  partir  de  estos
se buscó  conocer  características  genómicas  de  las  cepas  de  B.  canis  aisladas  y  establecer
relaciones filogenéticas,  así  como  el  tiempo  de  divergencia  de  la  cepa  Oliveri.  Se  realizó  PCR
convencional  y  secuenciación  de  30  cepas  de  campo,  se  identificaron  5  indels  reconocidos  en
B. canis  str.  Oliveri,  se  empleó  ADN  de  Brucella  suis,  Brucella  melitensis  y  cepas  vacunales  de
Brucella  abortus  como  controles.  Se  determinó  que  las  cepas  de  campo  estudiadas  comparten
4 de  los  5  indels  de  la  cepa  Oliveri,  lo  que  indica  la  presencia  de  más  de  una  cepa  de  B.  canis
circulando  en  la  región.  El  análisis  filogenético  se  realizó  con  24  cepas  de  Brucella  mediante
secuencias  concatenadas  de  genes  marcadores  de  especie. Se  probó  la  hipótesis  del  reloj
molecular  y  adicionalmente  se  realizó  test  de  tasas  relativas  de  Tajima.  De  esta  manera  se
demostró que  la  cepa  Oliveri,  al  igual  que  las  otras  cepas  de  B.  canis  analizadas,  divergen  de
B. suis.  Se  rechazó  la  hipótesis  del  reloj  molecular  entre  las  especies  de  Brucella  y  se  demostró

una tasa  de  evolución  y  una  distancia  genética  similar  entre  las  cepas  de  B.  canis.
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Characterization  of  the  genetic  variability  of  field  strains  of  Brucella  canis  isolated
in  Antioquia

Abstract  Brucella  canis  is  a  facultative  intracellular  pathogen  responsible  for  canine  brucello-
sis, a  zoonotic  disease  that  affects  canines,  causing  abortions  and  reproductive  failure;  and  the
production  of  non-specific  symptoms  in  humans.  In  2005  the  presence  of  B.  canis  in  Antioquia
was demonstrated  and  the  strains  were  identified  as  type  2.  The  sequencing  of  the  genome  of
a field  strain  denoted  Brucella  canis  str.  Oliveri,  showed  species-specific  indel  events,  which
led us  to  investigate  the  genomic  characteristics  of  the  B.  canis  strain  isolated  and  to  establish
the phylogenetic  relationships  and  the  divergence  time  of  B.  canis  str.  Oliveri.  Conventional
PCR sequencing  was  performed  in  30  field  strains  identifying  5  indel  events  recognized  in  B.
canis str.  Oliveri.  ADN  from  Brucella  suis,  Brucella  melitensis  and  vaccine  strains  from  Brucella
abortus were  used  as  control,  and  it  was  determined  that  all  of  the  studied  field  strains  shared
4 out  of  the  5  indels  of  the  sequenced  Oliveri  strain,  indicating  the  presence  of  more  than  one
strain circulating  in  the  region.  Phylogenetic  analysis  was  performed  with  24  strains  of  Brucella
using concatenated  sequences  of  genetic  markers  for  species  differentiation.  The  molecular
clock hypothesis  and  Tajima’s  relative  rate  test  were  tested,  showing  that  the  Oliveri  strain,
similarly to  other  canis  species,  diverged  from  B.  suis.  The  molecular  clock  hypothesis  between
Brucella species  was  rejected  and  an  evolution  rate  and  a  similar  genetic  distance  between  the
B. canis  were  demonstrated.
© 2017  Asociación  Argentina  de  Microbioloǵıa.  Published  by  Elsevier  España,  S.L.U.  This  is  an
open access  article  under  the  CC  BY-NC-ND  license  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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ticasa  soja,  con  incubación  a  37 ◦C  durante  24  h.  Desde  allí
ntroducción

rucella  canis, un  patógeno  intracelular  facultativo,  es
esponsable  de  la  brucelosis  canina,  una  enfermedad  zoo-
ótica  que  afecta  a  los  caninos  y  que  causa  abortos  y
allas  reproductivas  en  las  hembras,  y  orquitis  y epididi-
itis  en  los  machos2.  En  el  humano  se  puede  presentar  la

nfección  y  producir  cuadros  clínicos  leves,  asintomáticos  o
raves22,24,47.

En  Colombia  se  ha  observado  una  seropositividad  en  cani-
os  de  entre  el  1,49  y  el  27,7,  y  fue  del  9,1%  en
umanos9,17,33,36.

Hasta  ahora,  el  análisis  realizado  a  30  cepas  de  B.  canis
isladas  de  animales  infectados  demostró  que  las  cepas
irculantes  son  B.  canis  tipo  235.  Se  secuenció  el  genoma
ompleto  de  una  de  las  cepas  aisladas  de  campo  denomi-
ada  Brucella  canis  str.  Oliveri  (HG803175.1-HG803176.1).
n  dicha  cepa  se  reconocieron  inserciones  y  deleciones
specíficas  de  especie,  que  se  encuentran  vinculadas  con
a  síntesis  de  diferentes  proteínas,  algunas  encargadas  del
ransporte  de  nutrientes  y  aminoácidos,  otras  ribosomales  y
pimerasas,  y  algunas  sin  función  conocida41.  Tales  cambios
e  pueden  relacionar  con  la  adaptación  de  la  bacteria  a su
ospedero  y  al  ambiente,  con  pérdida  de  material  genético

 producción  de  polimorfismos  genéticos.
Para  analizar  la  evolución  del  género  Brucella  se  han  des-

rrollado  múltiples  análisis  filogenéticos.  Existe  consenso
n  separar  en  un  clado  las  especies  Brucella  melitensis  y
rucella  abortus;  otro  clado  está  formado  por  las  especies
arinas,  y  se  encuentra  más  relacionado  con  Brucella  neo-
omae;  otro  clado  lo  conforman  las  especies  Brucella  suis
 B.  canis14,29.  Se  ha  reconocido  a  Brucella  ovis  como  la
specie  más  ancestral  de  todas,  y  se  ha  planteado  que  el

f
d
c

ontagio  inicial  de  cerdos,  cabras  y  ganado  vacuno  se
riginó  del  contacto  con  ovejas  infectadas,  de  86.000  a
96.000  años  atrás16.

B.  canis  siempre  se  ha  encontrado  formando  parte  del
lado  donde  se  halla  B.  suis, con  altas  similitudes,  lo  que  en
casiones  llevó  a  diagnósticos  errados  (al  considerar  a  esta
omo  un  miembro  de  la  especie  suis)19.  Sobre  la  base  de
stos  hallazgos  se  buscó  conocer  la  filogenia  y  el  ancestro
volutivo  de  la  cepa  de  B.  canis  str.  Oliveri  en  comparación
on  otras  cepas  de  B.  canis  y  con  otras  especies  recono-
idas  dentro  del  género;  además,  se  buscó  determinar  si
sta  es  la  única  cepa  que  se  encuentra  circulando  en  toda  la
egión,  lo  cual  podría  facilitar  el  desarrollo  de  estudios  en
pidemiología  molecular  de  la  bacteria.

ateriales y métodos

ara  observar  si  las  deleciones  e  inserciones  reportadas  en
a  cepa  B.  canis  str.  Oliveri  estaban  o  no  presentes  en  las
0  cepas  de  campo  de  B.  canis  reunidas,  la  metodología
mpleada  fue  la  que  se  describe  a  continuación.

epas  bacterianas

as  cepas  fueron  provistas  por  el  grupo  de  investigación
iogénesis  de  la  Universidad  de  Antioquia  (Colombia)  y  con-
rmadas  como  B.  canis  por  el  Instituto  Malbrán  (Argentina);
odas  ellas  fueron  conservadas  a  −70 ◦C.

La  activación  de  las  cepas  se  realizó  en  5  ml  de  caldo  trip-
ueron  repicadas  en  agar  tripticasa  soja  e  incubadas  a  37 ◦C
urante  36-48  h.  Se  realizó  confirmación  de  la  pureza  de  las
epas  por  medio  de  coloración  de  Gram.  Adicionalmente  se

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


l
t
6
d
v
m
j
e
c
l
m

R

P
h
d
B

r
a
d
e
I
e
c
2
t
c
s
a

R

S
t
i

D

E
e
d
e
s

3
a
a
d
d

l
r
(
d

Caracterización  de  cepas  de  campo  de  Brucella  canis  

utilizaron  como  cepas  control  para  la  realización  de  los  dife-
rentes  análisis  las  cepas  vacunales  de  B.  abortus  S19  y  RB51,
ADN  de  B.  melitensis  16M  y  ADN  de  B.  suis  1330.

Extracción  de  ADN

La  extracción  del  ADN  se  realizó  a  partir  de  30  cepas  de
campo  de  B.  canis  identificadas  previamente  por  hemocul-
tivo,  PCR  punto  final  y  2-�-mercaptoetanol  (2ME-RSAT)9.
Como  controles  se  utilizó  ADN  de  B.  abortus  S19,  B.  abor-
tus  RB51,  B.  melitensis  16M  y  B.  suis  1330.  La  extracción  de
ADN  se  realizó  siguiendo  el  método  conocido  como  boiling
prep35.  Brevemente,  se  tomaron  5  colonias  de  cada  cepa,  se
resuspendieron  en  alícuotas  de  0,5  ml  de  PBS  estéril,  poste-
riormente  fueron  llevadas  a  ebullición  por  10  min  y  luego
fueron  centrifugadas  a  12.000  rpm  durante  5  min.  El  sobre-
nadante  se  usó  para  la  realización  de  la  PCR.

Selección  de  cebadores

Se  diseñó un  set  de  5  pares  de  cebadores  que  permitieran
determinar  las  inserciones  y  deleciones  identificadas  pre-
viamente  en  la  cepa  de  B.  canis  str.  Oliveri.  En  la  tabla  1  se
presentan  los  cebadores  seleccionados  y  los  productos  de  la
PCR  in  silico.

Amplificación  por  PCR

La  PCR  se  desarrolló  según  lo  reportado  por  Ortiz  et  al.35. La
amplificación  se  realizó  en  un  termociclador  PTC  200
(Perkin-Elmer  Inc.,  San  José,  CA,  EE.  UU.).  Como  control
negativo  se  utilizó  agua  destilada  y  como  control  positivo
la  cepa  Oliveri  de  B.  canis.  Los  productos  de  PCR  fueron
observados  por  electroforesis  en  gel  de  agarosa  al  1%  con
0,001  �g/ml  de  bromuro  de  etidio,  y  visualizados  con  la
ayuda  de  un  transiluminador  de  luz  UV  (Transilluminator  Mini
Benchtop  Model  M-10E,  UVP,  Upland,  CA,  EE.  UU.).

Secuenciación  de  los  productos  de  PCR

La  secuenciación  de  los  productos  de  PCR  se  rea-
lizó  por  medio  de  un  secuenciador  automático  3730XL
(www.macrogen.com).  Los  resultados  obtenidos  fueron  revi-
sados  a  partir  de  los  cromatogramas  y  se  compararon  por
medio  de  alineamientos  en  el  programa  Mega  6  con  la
secuencia  de  la  cepa  Oliveri.

Selección  de  secuencias  para  el  análisis
filogenético

Para  conocer  la  filogenia  y  el  ancestro  evolutivo  de  la  cepa
B.  canis  str.  Oliveri  se  utilizaron  secuencias  concatenadas  de
genes  usados  como  marcadores  de  especies  en  Brucella  spp.
(tabla  2).
Reconstrucción  filogenética

Se  realizaron  alineamientos  de  las  secuencias  escogidas
utilizando  el  algoritmo  ClustalW  para  ADN.  Para  evaluar
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a  calidad  del  alineamiento  se  tuvo  en  cuenta  la  dis-
ancia  genética  promedio  medida  con  el  programa  Mega
.  El  árbol  filogenético  se  estableció  usando  los  méto-
os  de  neighbor-joining,  máxima  parsimonia  y  máxima
erosimilitud16. Usando  ModelTest38 se  seleccionó  el  mejor
odelo  de  sustitución,  utilizado  para  los  análisis  neighbor-

oining  y  máxima  verosimilitud.  Las  búsquedas  heurísticas
n  máxima  parsimonia  y  máxima  verosimilitud  se  realizaron
on  el  algoritmo  subtree  prunning  and  regrafting. En  todos
os  análisis  se  realizó  una  medición  del  soporte  de  rama  por
edio  de  un  bootstrap  de  10.000  réplicas.

eloj  molecular  y  test  de  tasas  relativas  de  Tajima

or  medio  del  programa  Mega  6  se  realizaron  pruebas  de
ipótesis  de  reloj  molecular  con  las  secuencias  concatena-
as  de  los  genes  usados  como  marcadores  de  especies  de
rucella.

Para  probar  la  hipótesis  del  reloj  molecular,  primero  se
ealizó  un  árbol  con  el  modelo  de  sustitución  más  adecuado;
simismo,  se  comparó  la  cepa  B.  canis  str.  Oliveri  con  las
iferentes  especies  de  Brucella,  empleando  en  ese  análisis
l  likelihood  ratio  test  con  un  nivel  de  confianza  del  95%.
gualmente,  se  realizó  el  test  de  tasa  relativa  de  Tajima
ntre  B.  canis  str.  Oliveri  y B.  canis  ATCC  23365,  utilizando
omo  outgroup  B.  suis  1330.  Se  empleó  la  cepa  B.  canis  ATCC
3365  porque  al  realizar  la  comparación  de  distancia  gené-
ica  entre  dicha  cepa  y  la  cepa  B.  canis  HSK  A5214  (segunda
epa  secuenciada  de  B.  canis, aislada  directamente  de  la
angre  de  un  perro  infectado  en  la  República  de  Corea)
quella  fue  0.

esultados

e  encontró  que  las  30  cepas  de  campo  analizadas  compar-
ían  con  la  cepa  B.  canis  str.  Oliveri  4  de  las  5  deleciones  e
nserciones  que  dicha  cepa  exhibe.

eleciones

ntre  las  deleciones  compartidas  se  determinó  una  de  358  pb
n  el  gen  BR0510,  relacionada  con  una  epimerasa,  lo  cual
erivó  en  un  amplificado  de  498  pb,  a  diferencia  de  lo
ncontrado  en  las  demás  especies  evaluadas,  las  cuales  pre-
entaron  un  amplificado  de  856  pb.

Se  encontró  una  segunda  deleción  de  297  pb  en  las
0  cepas  de  B.  canis, relacionada  con  la  enzima  N-
cetiltransferasa  (BR0725);  las  demás  especies  de  Brucella
nalizadas  presentaron  un  tamaño de  amplificado  de  788  pb,
atos  corroborados  al  realizar  la  secuenciación  de  los  pro-
uctos  de  PCR.

Hubo  una  última  deleción  de  218  pb,  reportada  como
a  única  exclusiva  de  la  cepa  Oliveri41. Esta  deleción  se
elaciona  con  un  ARN  de  transferencia  de  ácido  glutámico
ARNt-Glu).  Al  observar  los  amplificados  generados  a  partir
e  esta  PCR  demostró  que  no  todas  las  cepas  de  campo  ana-

izadas  compartían  el  mismo  tamaño de  amplificado  con  la
epa  Oliveri  (fig.  1):  de  las  30  cepas  analizadas  solo  5  pre-
entaban  el  mismo  tamaño  de  amplificado,  mientras  que  las
5  restantes  presentaron  un  tamaño de  amplificado  mayor,

http://www.macrogen.com/
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Tabla  1  Cebadores  empleados  para  el  análisis  de  las  deleciones  e  inserciones  observadas  en  la  cepa  Brucella  canis  str.  Oliveri

Cebadores  Secuencia  5’-3’  Tamaño  productos  de  PCR  in  silico

B.  canis  Otras  especies  de  Brucella

BR0510  F:  GTTCGGTAGTGCCGCTTTTC
R:  TCTCGGCGATTCCGGAAGCC

498  pb  856  pb

BR0725 F:  AGCAGTTCACCGAGCTTAAG
R:  TCTATGCGAAGCCCGAGCTT

491  pb  788  pb

BR1846 F:  GCAATTTTGCGCAGCTATTA
R:  GTGAAAATAGGCAAGTTATT

871  pb B.  abortus:  556  pb
B. ceti,  B.  melitensis,  B.  ovis:
429-493  pb
B. microti:  1.060  pb
B.  suis:  682  pb

BR0485 F:  CCCCAAAAAAGCCGCAACTA
R:  CGCGCTCCCCCATAGCATTG

286  pb  B.  suis,  B.  pinnipedialis,  B.  ceti:
226  pb
B. abortus:  166  pb
B. melitensis,  B.  ovis:  no  amplifica

ARNt-Glu F:  ATAGACGGAAACACAGCAGGCT
R:  TTGCAGACTTGCTTACAGACATGC

296  pb  B.  abortus,  B.  melitensis,  B.  suis,
B. canis:  514  pb
B.  ceti,  B.  ovis:  292  pb

Tabla  2  Genes  usados  como  marcadores  de  especie

Genes  housekeeping  Función  Bibliografía

glK  Glucocinasa

Kim  et  al.18,  Tiller  et  al. 43

y  Valdezate  et  al.45

trpE  Antranilato  sintasa
cobQ Ácido  cobirínico  sintasa
aroA 3-fosfo-shikimato-1-carboxivinil  transferasa
dnaK Chaperona
gap Gliceraldehído  3-fosfato  deshidrogenasa
gyrB ADN  girasa  subunidad  �

rpoB Subunidad  �  de  ARN  polimerasa

Proteínas  Función  Bibliografía

omp2a,  omp2b,  omp25,  omp31  Proteínas  de  membrana  implicadas  en  la
virulencia  de  la  bacteria

Ortega  et  al.34,  Paulsen
et  al.37 y  Wattiau  et  al.50
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imilar  al  reportado  en  las  demás  cepas  de  B.  canis  y  en  las
tras  especies  de  Brucella  analizadas.

nserciones

e  evaluó  primero  la  inserción  (BR1846)  de  189  pb  con
especto  a  B.  suis, relacionada  con  un  antirrepresor  de  pro-
agos  y  compartida  entre  la  cepa  de  B.  canis  str.  Oliveri

 todas  las  cepas  de  campo  estudiadas,  con  un  amplifi-
ado  de  871  pb,  que  difirió  del  de  las  especies  B.  abortus,
.  melitensis  y  B.  suis  (556,  430  y  682  pb,  respectiva-
ente).
Una  segunda  inserción  presente  en  todas  las  cepas  de
.  canis  (denominada  BR0485)  conforma  una  proteína  hipo-
ética;  esta  inserción  genera  una  diferencia  de  60  pb  al
omparar  con  B.  suis  y  con  B.  melitensis, especie  que
o  presentó  amplificado  en  el  ensayo  realizado  in  silico
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reviamente. Sin  embargo,  cuando  se  comparó  con  las  cepas
acunales  de  B.  abortus,  se  observó  una  diferencia  de  120  pb

 favor  de  B.  canis.

ariabilidad  interespecie

on  el  propósito  de  diferenciar  las  especies  a  partir  de  las
aracterísticas  halladas  en  la  secuenciación  de  los  productos
mplificados  (inserciones  y  deleciones),  se  realizaron  árbo-
es  filogenéticos  luego  de  efectuar  el  alineamiento  de  las
epas.  De  los  árboles  generados  se  presenta  el  árbol  dado

 partir  del  alineamiento  del  gen  BR1846,  un  árbol  sin  raíz
enerado  por  el  método  de  neighbor  joining  con  el  modelo

e  sustitución  de  Jukes  y  Cantor  y  1.000  réplicas  de  boots-
rap,  que  muestra  diferenciación  en  clados  de  cada  una  de
as  especies  analizadas,  pero  a  la  vez  demuestra  la  cerca-
ía  entre  B.  canis  y  B.  suis48,52, y  la  alta  similitud  entre  las
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Figura  1  Amplificación  por  PCR  de  ARNt-GLU,  visualizado  en  gel  de  agarosa  al  1%.  A.  Calle  1)  Marcador  de  peso  molecular  100
bp; calle  2)  cepa  1;  calle  3)  cepa  2;  calle  4)  cepa  3;  calle  5)  cepa  4;  calle  6)  cepa  5;  calle  7)  cepa  6;  calle  8)  cepa  7;  calle  9)  cepa
8; calle  10)  cepa  9;  calle  11)  cepa  10;  calle  12)  cepa  11;  calle  13)  control  negativo.  B.  Calle  1)  Marcador  de  peso  molecular;  calle
2) cepa  12;  calle  3)  cepa  13;  calle  4)  cepa  14;  calle  5)  cepa  14;  calle  6)  cepa  16;  calle  7)  cepa  17;  calle  8)  cepa  18;  calle  9)  cepa
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19; calle  10)  cepa  vacunal  S19; calle  11)  control  positivo;  calle  

C. calle  1)  Marcador  de  peso  molecular;  calle  3)  cepa  vacunal  R
bv1; calle  9)  control  positivo;  calle  10)  control  negativo.

cepas  de  campo  de  B.  canis  y  la  cepa  Oliveri  previamente
secuenciada  (fig.  2).

Análisis  filogenético  a  partir  de  genes  housekeeping

Cuando  se  realizó  la  comparación  entre  los  genes  hou-
sekeeping  reportados  para  Brucella  spp.,  se  observó  que
de  las  24  cepas  de  Brucella,  incluyendo  la  Oliveri,  con
Ochrobactrum  anthropi  como  grupo  externo,  1.053  sitios
informativos  fueron  encontrados  por  parsimonia;  de  estos,
467  eran  informativos  solo  entre  las  diferentes  especies  de
Brucella.

De  los  métodos  de  análisis,  el  que  presentó  una  mejor
topología  y  soporte  de  rama  fue  el  corrido  con  neighbor-
joining  con  Tamura-Nei  93  (TN93)  y  un  bootstrap  de  10.000
(fig.  3).

Reloj  molecular  y  tasas  relativas  de  Tajima

La  distancia  genética  entre  las  cepas  de  B.  canis  ATCC
23365  y  la  cepa  HSK  A52141  fue  igual  a  0;  las  cepas
ATCC  23365  y  Oliveri  también  presentaron  una  divergencia
simultánea  (p  >  0,05).

Discusión

En  el  presente  estudio  se  encontró  que  las  cepas  de  campo

de  B.  canis  estudiadas,  todas  ellas  aisladas  de  muestras  clí-
nicas  obtenidas  en  la  región  de  Antioquia  (Colombia),  com-
parten  con  B.  canis  str.  Oliveri  4  de  los  5  indels  analizados,  lo
que  se  relaciona  con  algunas  ventajas  para  la  bacteria  desde
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ontrol  negativo;  calle  14)  B.  canis  str.  Oliveri.
Calle  5)  B.  melitensis  16M;  calle  6)  B.  suis  1330;  calle  7)  B.  suis

l  punto  de  vista  de  la  transferencia  horizontal  de  genes49

resistencia  en  el  ambiente  y  pobre  respuesta  inmune15,40) y
on  algunas  desventajas,  entre  ellas,  una  mayor  sensibilidad

 medicamentos  (como  los  aminoglucósidos24,27),  e  impli-
aciones  desde  el  punto  de  vista  de  la  patogenicidad  y  la
obrevivencia  intracelular6,15,20.

Dentro  de  las  inserciones  compartidas  se  observó  una
inculada  con  un  antirrepresor  de  profagos  relacionado
on  la  transferencia  horizontal  de  genes,  algunos  de  los
uales  codifican  el  sistema  de  secreción  tipo  IV  y  los  lipo-
olisacáridos.  Particularmente,  en  este  estudio  se  observó
na  variabilidad  interespecie  (fig.  2),  lo  que  evidencia-
ía  su  empleo  como  marcador  de  especie.  Asimismo,
a  presencia  de  esta  inserción  podría  facilitar  la  inte-
acción  de  B.  canis  con  otras  especies  bacterianas  y
avorecer  así  el  desarrollo  intracelular  y  la  transferen-
ia  de  genes,  algunos  posiblemente  relacionados  con  la
irulencia49.

Otra  inserción  compartida  entre  las  cepas  de  campo  estu-
iadas  y  B.  canis  str.  Oliveri  corresponde  a  una  proteína
ipotética,  dado  que  en  la  actualidad  no  tiene  una  función
efinida.  Sin  embargo,  empleando  el  servidor  Phyre  2  se  rea-
izó  una  predicción  de  la  estructura  y  la  función  de  esta
roteína  y  se  encontró  a  nivel  estructural  un  59%  de  héli-
es  alfa  y  un  6%  de  láminas  beta.  Algunos  estudios  refieren
ue  este  tipo  de  proteínas  podrían  participar  como  proteí-
as  de  unión  a  ADN1; de  igual  manera,  cuando  se  realizó
a  predicción  en  cuanto  a  su  función,  se  encontraron  dife-

entes  dominios  relacionados  con  proteínas  de  unión  a  ADN
n  otros  organismos.  Sería  importante  analizar  el  papel  que
umple  esta  proteína  dentro  de  la  sobrevida  de  la  bacteria
n  el  hospedero.
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Figura  2  Árbol  generado  a  partir  del  gen  BR1846,  inclu-
yendo 34  secuencias  de  4  especies.  El  árbol  se  construyó
utilizando  el  método  de  distancia  de  neighbor-joining,  con  el
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Figura  3  Árbol  enraizado  del  género  Brucella, incluyendo
23 secuencias  de  9  especies.  El  árbol  se  construyó  utilizando  el
método de  distancia  de  neighbor-joining,  con  el  modelo  de  sus-
titución de  Tamura-Nei  y  un  soporte  de  rama  de  10.000  réplicas,
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odelo de  sustitución  de  Jukes  y  Cantor  y  un  soporte  de  rama
e 10.000  réplicas.

En  relación  con  las  deleciones,  se  observó  que  2  de  ellas
BR0510  y  BR0725)  son  compartidas  entre  todas  las  cepas  de
ampo  analizadas.

Una  de  las  deleciones  corresponde  a  una  epimerasa  a  la
ual  se  le  han  atribuido  características  funcionales  en  la  bio-
íntesis  de  hidratos  de  carbono  de  superficie,  del  antígeno

 y  del  core  del  lipopolisacárido7,  relacionándose  con  las
aracterísticas  fenotípicas  de  las  colonias  rugosas  observa-
as  en  todas  las  cepas  de  campo  analizadas32,53.  Además,  se
a  reportado  que  puede  generar  variaciones  desde  el  punto
e  vista  de  la  antigenicidad,  debido  a  que  el  antígeno  O  es
n  factor  importante  en  la  patogenicidad  de  Brucella  en  el
umano,  siendo  una  posible  explicación  de  su  menor  viru-
encia  comparada  con  las  especies  de  B.  suis,  B.  abortus
 B.  melitensis15,40;  de  ahí  que  a  nivel  mundial  se  cuente
on  una  menor  cantidad  de  reportes  de  brucelosis  canina  en
umanos6,10,21,24,33.

s
l
i

tilizando  la  especie  Ochrobactrum  anthropi  como  outgroup.

Asimismo,  otra  segunda  deleción  encontrada  en  las  cepas
e  campo  estudiadas  y  compartida  con  B.  canis  str.  Oliveri
e  ubicó  en  el  gen  que  codifica  una  N-acetiltransferasa,  la
ual  forma  parte  de  una  superfamilia  de  proteínas  encar-
adas  de  impedir  la  acción  de  los  aminoglucósidos26,28,39,44,
ntibióticos  empleados  en  el  tratamiento  de  la  brucelosis
anto  en  humanos  como  en  animales11,12,26.  Los  resultados
bservados  en  este  estudio  podrían  indicar  que  esta  deleción
aría  a  las  cepas  de  B.  canis  más  sensibles  al  tratamiento
on  estos  antibióticos3,25,30.  Además,  esta  superfamilia  se
ncuentra  relacionada  con  la  regulación  de  la  transcripción,
a  traducción  de  señales8, el  metabolismo,  la  respuesta  al
strés  y  la  degradación  proteica46, lo  que  las  torna  de  gran
mportancia  y  valor  biológico;  de  ahí  que  esta  deleción,
demás  de  indicar  una  posible  sensibilidad  antibiótica,
odría  generar  otro  tipo  de  reacciones  desfavorables  en  la
acteria,  como  una  menor  tolerancia  al  estrés,  o  posibles
lteraciones  en  su  actividad  enzimática23.

La  última  deleción  analizada,  de  218  pb,  fue  descrita  en
studios  previos  como  exclusiva  de  la  cepa  Oliveri41 y  se  rela-
iona  con  un  ARNt-Glu41, específico  para  transportar  este
cido  hacia  el  ribosoma  en  preparación  para  la  síntesis  de
roteínas.  Actúa  en  primer  lugar  como  activador  enzimático

 luego  como  sustrato  en  el  proceso  de  aminoacilación42.  Se
a  reportado  que  algunos  ARNt  tienen  un  rol  importante  en
lgunas  rutas  metabólicas,  como  es  el  caso  del  ARNt-Glu,
mpleado  por  plantas,  arqueas  y bacterias  para  la  sínte-

is  de  tetrapirroles,  como  la  clorofila,  la  vitamina  B12 y
as  hemoproteínas  presentes  en  organismos  fotosintéticos  e
nvolucradas  tanto  en  la  fotosíntesis  como  en  la  respiración.
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4. Audic S, Lescot M, Claverie JM, Cloeckaert A, Zygmunt MS. The
genome sequence of Brucella pinnipedialis B2/94 sheds light on
the evolutionary history of the genus Brucella. BMC Evol Biol.
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Algunos  investigadores  han  reportado  este  tipo  de
proteínas  en  algunas  bacterias  quimiotrópicas,  como  es  el
caso  de  B.  abortus  y  B.  melitensis31.  Se  ha  descrito  que
en  bacterias  no  fotosintéticas,  la  absorción  de  la  energía
lumínica  mediante  moléculas  fotosensibilizadoras,  como
tetrapirroles,  puede  generar  efectos  deletéreos  en  ácidos
nucleicos  y  proteínas  a  través  de  la  liberación  de  especies
reactivas  del  oxígeno,  que  son  tóxicas  para  la  célula  y  llevan
a  su  muerte13.  En  B.  abortus  se  han  descrito  proteínas  sen-
soras  de  luz  (fotorreceptores)  que  les  permiten  desarrollar
una  respuesta  adaptativa  a  este  factor  de  estrés,  haciendo
que  absorban  la  luz  a  través  de  cromóforos  y,  de  esta  forma,
resisten  tanto  el  daño  fotooxidativo  como  el  del  ADN  por  la
presencia  de  tetrapirroles13,20,51.

De  las  30  cepas  de  campo  estudiadas,  solo  5  presen-
taron  esta  deleción,  lo  que  evidencia  una  relación  con  B.
canis  str.  Oliveri  (fig.  1).  Es  posible  que  las  que  poseen  el
ARNt-Glu  presenten  una  mayor  sobrevida  no  solo  en  el  medio
ambiente,  sino  en  el  interior  de  macrófagos,  como  se  ha
reportado  en  otras  especies,  entre  ellas,  B.  abortus13,20,51.
Se  requiere  el  desarrollo  de  estudios  complementarios  sobre
la  expresión  de  los  genes  LOV  en  las  cepas  de  campo  de
B.  canis  ARNt  glu  estudiadas  y  comparar  si  la  presencia  de
ARNt-Glu  y  de  dominios  LOV  estimula  no  solo  la  sobrevida  en
el  medio  ambiente,  sino  también  la  virulencia  de  la  bacteria
en  términos  de  sobrevida  intracelular.

Los  análisis  filogenéticos  realizados  (fig.  3),  incluyendo
O.  anthropi  como  grupo  externo,  arrojaron  algunos  resulta-
dos  acordes  con  las  filogenias  reportadas  por  otros  autores,
las  que  sitúan  a  B.  ovis  como  el  primer  linaje  en  dividirse
del  resto  de  las  especies  de  Brucella  y  la  reconocen  como  la
especie  basal14,16.

En  consonancia  con  lo  ya  reportado,  B.  suis  es  la  especie
que  presenta  una  mayor  diversidad  genética  en  las  cepas
estudiadas16;  la  cepa  1330  es  la  primera  en  divergir,  seguida
por  B.  suis  ATCC  23445,  que  presenta  la  rama  más  distante,
mientras  que  B.  suis  bv.  3  se  halla  más  cercana  a  las  cepas
de  B.  canis, formando  parte  de  este  mismo  clado,  con  una
menor  divergencia16.

B.  abortus  y  B.  melitensis  se  ubican  como  especies  her-
manas,  cada  una  de  ellas  monofilética.  Brucella  microti
aparece  más  cercana  al  clado  de  B.  abortus,  en  contraposi-
ción  con  lo  reportado  por  Audic  et  al.5,  quienes  demuestran
una  mayor  cercanía  de  esta  especie  a  O.  anthropi4.  Dentro
del  clado  formado  por  B.  abortus  se  observa  una  diver-
sidad  genética  mínima  entre  las  cepas,  mientras  que  las
cepas  de  B.  melitensis  presentan  una  divergencia  mayor;
se  corrobora  de  este  modo  lo  ya  reportado  por  Foster
et  al.16.  Las  cepas  acuáticas  Brucella  pinnipedialis  y  Bru-
cella  ceti  se  encuentran  formando  parte  del  mismo  clado
y  separadas  de  las  cepas  terrestres,  de  manera  similar  a
lo  reportado  por  Audic  et  al.4,  quienes  emplearon  genes
ortólogos.

Dentro  de  las  cepas  de  B.  canis  se  presentó  una  distancia
genética  entre  las  cepas  ATCC  23365  y  la  cepa  HSK  A52141
igual  a  0;  además,  a  partir  del  test  de  tasas  relativas  de
Tajima,  las  cepas  ATCC  23365  y  Oliveri  aparecen  con  una
divergencia  simultánea  (p  >  0,05),  lo  que  indica  que  las

2  secuencias  evolucionaron  al  mismo  ritmo  desde  que  se
separaron  de  su  ancestro  común  más  reciente27.  A  partir
de  estos  resultados,  y  luego  del  rechazo  de  la  prueba  de
hipótesis  de  reloj  molecular,  se  puede  afirmar  que  la  tasa
261

e  evolución  entre  todas  las  ramas  del  árbol  generado  a
artir  de  las  especies  de  Brucella  no  es  la  misma,  y  solo  se
ueden  corroborar  relojes  locales  entre  algunas  especies,
omo  B.  suis  y  B.  canis.

A partir  de  los  resultados  obtenidos  se  puede  concluir
ue  en  la  región  de  Antioquia  (Colombia)  se  encuentran  cir-
ulando  otras  cepas  de  B.  canis, aparte  de  la  mencionada
.  canis  str.  Oliveri.  En  adición  a  esto,  la  variabilidad  inte-
especie  presentada  a  partir  de  la  inserción  BR1846  podría
ervir  como  marcador  entre  las  especies  de  este  género  bac-
eriano.  Asimismo,  este  estudio  permite  confirmar  que  todas
as  cepas  de  B.  canis  divergieron  a  partir  de  B.  suis.
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