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INTRODUCCION

La brucelosis porcina por Brucella suis es un proceso considerado como inexistente o
de muy escasa prevalencia en Espafa y, en consecuencia, no existe ningun
programa nacional de erradicacion. Sin embargo, cada vez son mas frecuentes los
brotes de brucelosis en porcino extensivo y, ademas, existe una prevalencia muy
elevada de la infeccion en el jabali (Godfroid, 2002; Mufoz et al., 2003). La mayoria
de las infecciones en suidos (domésticos y salvajes) son producidas por las
biovariedades 1, 2 y 3 de B. suis, considerandose también la liebre europea como un
hospedador habitual de B. suis biovar 2. Las técnicas microbiolégicas convencionales
(esencialmente, crecimiento en medio con fucsina basica y producciéon de SHy),
descritas para la diferenciacion de las biovariedades mencionadas (Alton et al, 1988),
dan resultados variables y conducen a errores de tipificacion muy frecuentes (Mufioz
et al., 2003). Con la finalidad de solventar este problema, se han evaluado técnicas
de diagnéstico y tipificacion moleculares, siendo las mas empleadas una PCR
multiple (denominada AMOS-PCR) basada en la secuencia de insercion IS711 de
Brucella (Bricker y Halling, 1994), y diversos PCR-RFLP basados en los
polimorfismos de genes de las proteinas de membrana externa Omp2a, Omp2b y
Omp31, habiéndose identificado marcadores moleculares considerados como
especificos de las diferentes biovariedades (Cloeckaert et al., 1995; Vizcaino et al.,
1997). Sin embargo, estas técnicas no han sido valoradas con un numero
representativo de cepas de campo y de diferentes especies animales. El objetivo de
este trabajo es analizar los diferentes patrones moleculares obtenidos en las técnicas
mencionadas, a partir de distintas cepas europeas de B. suis aisladas de animales
domeésticos y salvajes, y evaluar su eficacia para la identificacion de sus diferentes
biovariedades.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado 71 cepas de B. suis aisladas en Espania, Portugal y Croacia. Un total
de 24 de las 30 cepas espafiolas analizadas fueron aisladas de 13 explotaciones
porcinas (11 extensivas de cerdo ibérico y 2 intensivas de cerdo blanco cruzado con
ibérico) y las 6 restantes, de jabalis abatidos en cotos de caza de Ciudad Real.
Quince cepas fueron aisladas por el Centro Nacional de Brucelosis de Lisboa, a partir
de otras tantas explotaciones portuguesas de cerdo ibérico. Las restantes 26 cepas
estudiadas procedian de aislamientos realizados en el Instituto Veterinario de Zagreb
(Croacia) a partir de animales domésticos (7 cepas de porcino y 2 de equinos) y
salvajes (8 liebres y 9 jabalis).

Los cultivos bacterianos puros fueron previamente tipificados como B. suis mediante
las técnicas microbiolégicas convencionales (Alton et al., 1988). De cada uno de
estos cultivos se obtuvo ADN mediante un kit comercial (QlAamp DNA miniKIT,
QIAGEN). Los patrones moleculares de cada una de las cepas se determinaron tras
amplificacién por PCR de los genes omp2a, omp2b y omp31 y posterior restriccion
enzimatica (RFLP) de los productos amplificados (Cloeckaert et al., 1995, Vizcaino et
al., 1997). Paralelamente, usando un cebador de la /IS7711 de B. suis, se aplicé un
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AMOS-PCR (Bricker y Halling, 1994), complementando la técnica con un cebador del
gen ery de Brucella (AMOS-Ery; Ocampo et al., en prensa).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los perfiles moleculares obtenidos con los distintos marcadores analizados y su
tipificacion bacteriolégica correspondiente se resumen en la Tabla 1.

Tabla1.Tipificacion bacteriolégica convencional (crecimiento en fucsina y produccion de SHy) y
resultados moleculares de las biovariedades de referencia y de los distintos aislamientos de
Brucella suis analizados.

. .. Crecimiento PCR PCR-RFLP de genes ”
Origen de . Produccion : L
Cepas Biovar en Fucsina  Multiple omp 2b omp2a omp 31
las cepas de SH, P a
basica AMOS-Ery” Ecorl Kpnl StylNcol Avall
1330 1 + - 2A P1 P1 P2 P2 P1
Referencia Thomsen 2 - - 1A P3 NC NC NC P2
686 3 - + 1A P1 NC P2 P2 P1
- 24 ¢ 12 +- - 1A P3 NC P2 P2 P2
Espafia 6¢ 1/2 +/- - 1A PI._P1_ P2 P2 P2
Portugal 15 ¢ 1/2 +/- - 1A P3 NC P2 P2 P2
147 1 + - 2A P1 P1 P2 P2 P1
Croacia 69 2 - - 1A P1 P11 NC NC P2
6" 3 - + 2A P1 P1 P2 P2 P1

2 AMOS-Ery: Patron 1A = Una banda de amplificacion; Patron 2A = Dos bandas de amplificacion,

Pp1, P2, P3 = Patrones de restriccion descritos como caracteristicos de los genes omp2a, omp2b y omp31
con las enzimas de restriccion Ecor |, Kpn |, Sty I, Nco | y Ava Il; (NC= no corta) en las cepas de referencia.
€20 cepas de cerdo y 4 de jabali; a4 cepas de cerdo y 2 de jabali; ® 15 cepas de cerdo; s cepas de liebre y 6
de jabali; ¢ 6 cepas de cerdo; " 1 cepa de cerdo, 2 cepas de caballo y 3 de jabali.

Si bien las cepas de referencia 1330, Thomsen y 686 (correspondientes a las
biovariedades 1, 2 y 3, respectivamente) presentaron todos los patrones moleculares
descritos como caracteristicos (Cloeckaert et al., 1995; Vizcaino et al., 1997), los
resultados no fueron tan evidentes con las cepas de campo analizadas. En el caso de
las cepas espanolas, tanto en las aisladas de cerdos como de jabalis, se encontraron
dos combinaciones diferentes de patrones moleculares en PCR-RFLP (6 cepas con
una combinacion de patrones y 24 cepas con otra). Ninguna de estas dos
combinaciones coincidia totalmente con la combinaciéon de patrones considerados
caracteristicos de las biovariedades 1 y 2 de referencia, presentando siempre perfiles
"intermedios". Cuando se aplicé la técnica AMOS-Ery, ninguna de estas cepas
presentd el perfil caracteristico de B. suis biovar 1. Todas las cepas portuguesas
presentaron la misma combinacién de patrones moleculares, que fue idéntica a la
obtenida en la mayoria (24) de las cepas espafiolas. De igual modo, ninguna de las
cepas aisladas en Portugal presento6 el patrén caracteristico de B. suis biovar 1 con
AMOS-Ery. En base a estos resultados no fue posible concluir en una identificacién
precisa de las biovariedades aisladas en la Peninsula Ibérica.

En contraste, las cepas de origen Croata presentaron combinaciones de patrones
moleculares diferentes a los obtenidos con cepas Ibéricas. Todas las cepas
identificadas microbiolégicamente como B. suis biovar 1 presentaron patrones
moleculares coincidentes y considerados caracteristicos para esta biovariedad,
incluidos los de AMOS-Ery. Sin embargo, las cepas identificadas microbiolégicamente
y mediante AMOS-Ery como B. suis biovar 2 resultaron en patrones caracteristicos de
la biovariedad 1 6 2, segun el gen amplificado. Las tipificadas como B. suis biovar 3

— 865 —



(que deberian presentar algunos patrones coincidentes con los de la biovariedad 1 y
otros con los de la biovariedad 2), mostraron el patréon descrito como caracteristico de
B. suis biovar 1 tanto en PCR-RFLP como en AMOS-Ery. Al igual que ocurrié con las
cepas Ibéricas, los perfiles obtenidos con cepas Croatas no guardaron relacién con la
especie animal de la que fueron aisladas.

Estos resultados sugieren la existencia de dos biovariedades de B. suis
caracteristicas de la Peninsula Ibérica, ambas con marcadores microbioldgicos y
moleculares intermedios entre las biovariedades 1 y 2 de B. suis. Por otra parte, se
han identificado dos Dbiovariedades Croatas que, si bien coinciden
microbioldgicamente con las biovariedades 2 y 3 de referencia, presentan algunos
marcadores moleculares considerados como caracteristicos de B. suis biovar 1.
Discordancias similares, utilizando genes de proteinas de membrana externa de
Brucella, han sido descritos también por otros autores (Zygmunt et al., 2005).

Por otro lado, la prueba AMOS-Ery parece ser especifica para descartar las cepas
Ibéricas de biovariedad 1, pero no lo es para las cepas Croatas, ya que resulta en el
mismo patron para las biovariedades 1 y 3. Con este marcador molecular no se han
descrito hasta el momento discrepancias, por lo que la explicacion podria residir en
que algunas cepas de la biovar 1 pueden crecer en medios conteniendo fucsina y
tipificarse erroneamente como biovar 3. De hecho, se han descrito cepas de B.
abortus biovar 4 (Alton et al., 1988) y de B. melitensis biovar 3 (Verger, comunicacion
personal) que no crecen en fucsina, cuando el crecimiento en este colorante se
considera caracteristico de estas biovariedades.

En conclusion, los resultados obtenidos sugieren que tanto las cepas Ibéricas como
las Croatas presentan polimorfismos caracteristicos que las hacen diferentes entre si
y distintas de las cepas consideradas como referencia. Esto cuestiona si las cepas de
referencia de B. suis son representativas de sus diferentes biovariedades y
cuestionan, a su vez, la validez de las técnicas microbioldgicas clasicas de tipificacion
de B. suis.
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