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SUMMARY

Bovine brucellosis is an endemic, zoonotic disease of high economic impact. The genetic identification of the prevalent Brucella abortus strains,
the pathogen, is key to pursue further epidemiological strategies for disease control. The insertion sequence IS7/1 has been used as genetic marker
to differentiate among Brucella species, members of the same specie and within the same biovar. We have analyzed the IS777- RFLP pattern for 46
B. abortus isolates, collected during the period of 1997-2005 from 16 different geographical areas of Chile. All isolates were previously identified by
conventional techniques as B. abortus biovar 1. Of these, 87% shared the same IS771 DNA profile, while an 8.7 % corresponded to the pattern of RB51
vaccine strain. We report the finding of two new strains, not differentiated by AMOS PCR, which showed unreported patterns of IS7//-RFLP.
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INTRODUCCION

Las bacterias pertenecientes al género Brucella son
responsables de una de las mds importantes infecciones
zoonodticas a nivel mundial, causante de aborto infeccioso
en animales y de la enfermedad febril en humanos, tam-
bién conocida como fiebre ondulante. Este patégeno se
caracteriza por ser un bacilo gram negativo, intracelular
facultativo, capaz de infectar al macr6fago del hospedero
en los cuales se multiplica y disemina en forma sistémica
(Gorvel y Moreno 2002). La brucelosis animal es un pro-
blema sanitario que genera graves pérdidas econdmicas
y limita el comercio internacional pecuario. En paises
desarrollados como Australia y Reino Unido se ha logrado
erradicar la enfermedad aplicando estrictas medidas de
control e higiene (Boschiroli y col 2001). Sin embargo, atin
se presenta en forma endémica y con importante impacto
econdmico en Africa, Medio Oriente, Asia, algunos paises
del Mediterrdneo y Sudamérica!. En Chile, la enfermedad
esta diseminada en todas las regiones productoras de ganado
bovino, ubicdndose preferentemente entre las VII y X
Regiones, siendo esta ultima donde se concentra la mayor
masa ganadera (Lopetegui 2005, Rivera y col 2002).
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A la fecha, se conocen seis especies de Brucella, de
las cuales s6lo B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. canis
son zoondticas y se transmiten directa o indirectamente a
los humanos por el bovino, cabra, cerdo y perro, respec-
tivamente. Para la situacion sanitaria bovina, la brucelosis
mas relevante es la producida por Brucella abortus. Las
estrategias de control contemplan la inmunizacién con
la cepa vacuna RB51. Esta cepa presenta la ventaja de
no interferir con el diagnéstico serolégico, a diferencia
de la cepa S19, utilizada con anterioridad, la cual induce
la aparicién de anticuerpos en suero y en leche (Ramirez
y col 2002, Rivera y col 2002). Se han reportado casos
esporadicos de brucelosis, incluyendo zoonosis (Villarroel
y col 2000, Ashford y col 2004, Moriyon y col 2004), los
cuales se han asociado al uso de la cepa vacuna RB51
(Ewalt y Bricker 2000). Ambas vacunas se distinguen
mediante ensayos de susceptibilidad de los cutivos utili-
zando eritritol para la cepa S19 y rifampicina para la cepa
RB51 (Bricker y Halling 1995).

En los dltimos afios se han descrito varias estrategias
moleculares para la identificacién y diferenciacién entre
biovares y especies del género Brucella (Bricker 2002).
Entre estas, la técnica de la reaccion de la polimerasa en
cadena o PCR denominado AMOS (Bricker y Halling
1994) permite diferenciar entre B. abortus, B. melitensis,
B. ovis y B. suis. Esta metodologia ha sido modificada
para distinguir ademas entre las cepas de B. abortus 2308
y la cepa vacuna RB51 (Bricker y Halling 1995, Ewalt
y Bricker 2000). En este trabajo se utilizé el andlisis de
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fingerprint IS771 o IS711-RFLP para discriminar entre
cepas chilenas del género Brucella agrupadas en un mismo
biovar (Marianelli y col 2003, Ocampo-Sosa y col 2005).
El polimorfismo reportado a la fecha respecto al nimero
de copias de esta secuencia y su distribucién en el genoma
de Brucella le otorga mayor capacidad discriminatoria
a este marcador genético frente al PCR dirigido a loci
conservados para cada especie. Los resultados indican
una baja variabilidad genética en la poblacién chilena de
B. abortus, identificindose dos perfiles nuevos de IS711-
RFLP para esta especie, no descritos previamente.

MATERIAL'Y METODOS
CEPAS BACTERIANAS Y EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Se estudiaron 46 aislados de campo, 21 recuperados de
muestras de leche y 25 de restos fetales, provenientes de
cinco regiones y 16 localidades de Chile, recolectados entre
1997-2005 (cuadro 1). Estos aislados, junto con las cepas
de referencia 544 y vacunas S19 y RB51, se obtuvieron
del Laboratorio Central del Servicio Agricola y Ganadero
(SAG) Lo Aguirre, Santiago, y del Laboratorio Regional
de Osorno. La cepa 2308 se obtuvo de la Universidad de
Concepcidn. Las bacterias fueron cultivadas a 37 °C durante
48-72 h en agar Brucella (BBL, Beckton-Dickinson), en
condiciones de microaerofilia generadas con el kit Genbag
(Biomerieaux) y mantenidas a —70 °C, en glicerol 20%.

Todos los aislados fueron previamente tipificados
como B. abortus biovar 1 utilizando criterios bioquimicos,
serolégicos, susceptibilidad a antibidticos y fagos. Para
la extraccion de ADN gendmico, las bacterias fueron re-
colectadas desde placas de agar Brucella, se lisaron por
tratamiento con lisozima-SDS-proteinasa K (Sambrook
y col 1989) seguido de extraccién con solventes orgédni-
cos para remover posibles interferentes. Finalmente, el
ADN fue precipitado con isopropanol, lavado con etanol,
resuspendido en agua y mantenido a —20 °C. Previo a
la cuantificacién espectrofotométrica, las muestras se
trataron por 1 h a 37 °C con RNAsa libre de DNAsa (10
pg/ml). Una estrategia alternativa de extraccion consistié
en la inactivacion por calor (80 °C por 30 min) de una
suspension de bacterias en suero fisiologico, seguida de
centrifugacién y recuperacion del sobrenadante, la cual se
utiliz6 como templado de la reaccién de PCR.

PCR AMOS

El test de PCR AMOS se utilizé para la identificacion
de las cepas (Bricker y Halling 1994, Bricker y Halling
1995). La reaccion se llevo a cabo en un volumen final
de 25 pl conteniendo 0,2 uM de cada partidor (de 5’
a 3’: BA, GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC;
IS711, TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT;
RB51, CCCCGGAAGATATGCTTCGATCC;
Eri-1, GCGCCGCGAAGAACTTATCAA; Eri-2,
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CGCCATGTTAGCGGCGGTGA) 2,5 ul de buffer 10x
de enzima, 2 mM de MgCl,, 0,4 mM de cada dNTP, 1
U de Taq polimerasa (Invitrogen), y 10 ng de ADN. El
programa de amplificacién comenz6 con una etapa de
desnaturacién a 95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de
desnaturacién a 95 °C por 1 min, apareamiento a 60 °C
1 min y extensién a 72 °C por 2 min, para finalizar con
un ciclo de extensién a 72 °C por 7 min (termociclador,
GeneAmp 9700, Applied Biosystem). Los productos de
amplificacidn se visualizaron en geles de agarosa al 1,5%
tefiido con bromuro de etidio, 0,5 pg/ml sobre pantalla
transiluminadora UV. Las imdgenes se capturaron con
sistema de fotodocumentacién (Kodak 1D, versién 1.0,
Kodak).

1S711-RFLP

Este procedimiento se realizé de acuerdo al proto-
colo descrito previamente (Ocampo-Sosa y col 2005),
con algunas modificaciones. El ADN genémico de cada
aislado (1-2 pg) fue digerido toda la noche a 37 °C con
las enzimas de restriccién Aval y Clal (Fermentas). Los
fragmentos de restriccion se resolvieron en geles de agarosa
al 1,0% y se transfirieron por capilaridad, en condiciones
alcalinas por 16 hrs a temperatura ambiente a membra-
nas de nylon (GeneScreen, GeneLab). Posteriormente,
el ADN se fij6 a la membrana por calor a 80 °C por
30 min. La sonda de 967 bp, conteniendo el elemento
IS711, fue generada por PCR usando como templado el
ADN gendémico de la cepa vacuna B. abortus RB51. La
mezcla de reaccién (50 pl) consistié de 0,2 uM de cada
partidor (711u, CACAAGACTGCGTTGCCGACAGA;
711d, CATATGATGGGACCAAACACCTAGGG), 5,0
ul de buffer 10x de enzima, 2 mM de MgCl,, 0,4 mM de
cada dNTP, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y 10 ng
de ADN genémico bacteriano. El programa de amplifi-
cacion se inicidé denaturando el ADN a 95 °C por 5 min,
seguido de 30 ciclos de desnaturacién a 95 °C por 1 min,
apareamiento a 60 °C, extensioén a 72 °C por 1 min para
finalizar con un ciclo de extensién a 72° por 5 min. La
sonda se purificé a partir de geles de agarosa, utilizando
el kit QTAEXII, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Qiagen). Como marcador de masa molecular, se utilizé
el estdndar de ADN fago A/HindIII (Fermentas) marcado
con biotina. El ADN transferido fue hibridado con un pg
de sonda biotinilada (kit Bio-Nick, Invitrogen) e incubado
a 42 °C por 2 h en equipo para hibridacién (Hybridiser,
HB-1D, Techne), previo bloqueo por 3 h con solucién de
prehibridacién conteniendo ADN de espermio de salmén
a 100 pg/ml (Invitrogen). Posteriormente, la sefial de
hibridacién fue revelada por quimioluminiscencia utili-
zando el kit DNA Detector, siguiendo las instrucciones
del fabricante (KPL). La sefial de hibridacién se registr6
en film de autorradiografia por exposiciéon durante 30
min a temperatura ambiente. Para la determinacién de los
distintos tipos de perfiles o clusters de IS7//-RFLP, las
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Cuadro 1. Antecedentes de los aislados de Brucella abortus utilizados en este estudio. Cédigo: numeracién arbitraria interna. Afio:
afio de aislamiento. Muestra: origen bioldgico del aislado. Localidad y Region: zonas geograficas de origen de los aislados.

Information on Brucella abortus isolates used in this study. Cédigo: arbitrary identification number. Afio: year of isolation. Muestra: isolate
biological source. Localidad and Region: geographical origin of the isolates

Cédigo Afo Muestra Localidad Regién
BO1 2004 Leche Talagante RM
B02 2004 Leche Talagante RM
B03 2004 Leche Talagante RM
B04 2004 Leche Talagante RM
BO5 2004 Leche Talagante RM
B06 2004 Leche Talagante RM
B07 2005 Feto Osorno X
BO8 2005 Feto Puyehue X
B10 2005 Feto Puerto Montt X
Bl11 2004 Feto Rio Negro X
B12 2004 Leche Rio Bueno X
B13 1999 Feto Rio Bueno X
B14 2000 Feto Ultima Esperanza XII
B15 2000 Feto Puerto Octay X
B16 2002 Feto Osorno X
B17 2003 Leche San Carlos VIl
B18 2004 Leche Puerto Montt X
B19 2004 Leche Puerto Octay X
B20 2003 Leche San Carlos VIII
B21 2004 Leche Freire IX
B22 2004 Leche La Unién X
B23 2003 Leche San Carlos VIII
B24 2004 Leche Puerto Octay X
B25 2003 Leche Rio Negro X
B26 2003 Leche Bulnes VIII
B27 2003 Leche Bulnes VIII
B28 2003 Leche Rio Negro X
B29 2003 Leche San Carlos VIII
B30 2004 Leche Puerto Octay X
B31 1997 Feto Paillaco X
B32 1997 Feto Osorno X
B33 1997 Feto Tacamo X
B34 1997 Feto Rio Bueno X
B35 1997 Feto Purranque X
B36 1997 Feto Valdivia X
B37 1997 Feto Puerto Montt X
B38 1997 Feto Purranque X
B39 1997 Feto Purranque X
B40 1997 Feto Puerto Montt X
B41 1997 Feto Rio Negro X
B42 1997 Feto Puyehue X
B43 1998 Feto Rio Bueno X
B45 1998 Feto Osorno X
B46 1998 Feto Purranque X
B47 1998 Feto Rio Negro X
B48 1998 Feto Rio Negro X
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imagenes de los films fueron capturadas por sistema de
fotodocumentacién y analizadas con el programa Gelcompar
II (version 3.5, Applied Maths), utilizando el algoritmo de
comparacién UPGMA, modo bandas diferentes con una
tolerancia ajustada al 1,5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Existe una amplia gama de métodos moleculares des-
critos para la tipificacién de especies del género Brucella.
Algunos se aplican para la identificacién de género, los
cuales son elegibles preferentemente para el diagndstico
de brucelosis humana y en microbiologia de alimentos
(Bricker 2002). Sin embargo, para establecer las causas
de brotes y diseminacién de la enfermedad es importante
establecer la identidad de las variantes genéticas de la
especie Brucella, ya que todas las cepas patdgenas de este
género son potencialmente diseminadoras (Bricker 2004).
En Chile, los programas de vigilancia y control estdn diri-
gidos a erradicar las infecciones causadas por B. abortus,
Unica especie identificada a 1a fecha como agente etiol6gico
de los casos de brucelosis bovina. El programa nacional
utiliza la cepa RB51 como vacuna, acompafiada de la
aplicacién de adecuadas précticas de manejo del rebafio,
observandose una prevalencia informada de B. abortus en
los rebanos del pafs de un 1% (Lopetegui 2005).

En este estudio, la identidad del ADN genémico de todos
los aislados de campo fue confirmada por PCR AMOS. Los
aislados de B. abortus, independiente del tipo de muestra,
origen y localizacidn geografica (cuadro 1), generaron una
banda de 498 bp, caracteristica de esta especie (figura 1,
seccion ¢). Todos los aislados presentaron ademads un
producto de amplificacién de 178 bp, correspondiente a
la amplificacién del locus ery. En el grupo en estudio no
se encontraron perfiles coincidentes con el de la cepa S19,
cuyo genoma presenta una delecion de 702 bp que com-
prende este locus. Los aislados de B. abortus B0O7, BOS,
B42 y B43, resistentes a rifampicina, mostraron una banda
adicional de 364 bp, perfil concordante con el de las cepas
de referencia 2308 y RB51. Para discriminar entre las cepas
de B. abortus, se utiliz6 la técnica IS711-RFLP (figura
1, seccién b). El tamaiio de los fragmentos conteniendo
la secuencia IS711 oscil6 entre 1,1-7,2 kb. (figura 1%).
Cada fragmento contiene una copia del IS771, dado que
esta secuencia carece de sitios de corte para las enzimas
de restriccién Aval y Clal. El andlisis con el programa
Gelcompar Il agrupé los perfiles en cuatro grupos sin incluir
la cepa 2308 (figura 1, seccién a). El perfil encontrado en
la mayoria de los aislados de B. abortus coincide con el de
la cepa de referencia 544 biovar 1 (arbitrariamente desig-
nado perfil C). Este perfil se caracteriza por la presencia
de siete copias de IS711, concordando con el niimero de
copias encontrado en el genoma anotado de B. abortus. Las
cepas de origen de estos perfiles se aislaron de muestras de
leche y restos fetales de las Regiones Metropolitana y XII
(n =40). Cabe destacar que la cepa de B. abortus biovar
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1 fue responsable del 85% de los casos de brucelosis en
EE.UU el afo 2003 (Bricker 2004). Los aislados B07,
BO08, B42 y B43 presentaron el segundo genotipo mas
frecuente caracterizado por la presencia de 8 copias de
IS711 (genotipo D), coincidiendo con el de la cepa vacuna
RB51. Estos aislados se obtuvieron a partir de muestras
de restos fetales de bovinos provenientes de la X Region.
Este perfil se diferencia de la cepa 2308 por la presencia
de una copia adicional de IS71/, localizada en un frag-
mento de restriccion de 1,5 kb. Destacan de este estudio
los aislados B12 y B16, obtenidos a partir de leche y restos
fetales de muestras de la X Region. La figura 2 muestra los
distintos perfiles IS711 identificados, representativos de
las cepas chilenas. Las cepas cuyos perfiles se indican en
los carriles 1 y 2 corresponden a las cepas B16 (perfil A)
y B12 (perfil B). Estas cepas presentaron repetidamente
perfiles tinicos no descritos previamente. El genoma de
estas cepas es concordante con el genotipo C mayoritario,
excepto por la presencia de una copia de IS717 contenida
en un fragmento de restriccién de tamaiio 6,6 kb para la
cepa B12 y de 5,5 kb en la cepa B16 (figura 2, carriles
B y A, respectivamente). Se puede especular que estas
nuevas variantes genéticas serian el resultado de eventos
de transposicion replicativa recientes, ya que no tenemos
conocimiento que se hayan reportado con anterioridad.
Cabe destacar que la cepa B16 es fenotipicamente distinta
al resto ya que carece de la actividad ureasa. La posibilidad
de que la secuencia IS711 presente en la banda adicional
esté interfiriendo directa o indirectamente en la expresion
de esta enzima multimérica, ureasa, (Sangari y col 2007)
estd siendo investigada. De acuerdo a los antecedentes de
origen de las muestras, las cepas B12 y B16 parecieran no
estar asociadas a diferencias en la capacidad patogénica
respecto a la cepa silvestre.

En conclusion, los 46 aislados de B. abortus biovar 1
incluidas en este estudio se agruparon en cuatro perfiles
IS711 distintos. Grupo 1: genotipo C, de mayor abundancia
(87%), caracterizado por siete copias de IS711, idéntico
al perfil de la cepa 544. Grupo 2: perfil caracterizado por
presentar ocho copias de IS711 (genotipo D). Este es el
segundo genotipo en abundancia (8,7%) e incluye a la cepa
RB51, la cual deriva de la cepa 2308 (Vemulapalli y col
1999). Grupo 3: genotipo A correspondiente a la cepa B16
(n=1) con ocho copias de IS711. Grupo 4: representado
por el genotipo B que identifica a la cepa B12 (n = 1)
con ocho copias de IS711. La técnica de RFLP-IS7/1, a
diferencias de la técnica de PCR AMOS, discriminé entre
cepas de B. abortus, a pesar de la limitada diversidad
genética reportada para estas bacterias (Vizcaino y col
2000, Gandara y col 2001). La homogeneidad genética
observada en la mayoria de los aislados (perfil C) indica
la necesidad de complementar estos estudios utilizando
las secuencias VNTR (Nuimero Variable de Repeticiones
en Tandem) para el género Brucella (Bricker y col 2003,
Le Fleche y col 2006) como blanco génico. La naturaleza
multilocus de estas secuencias entrega una vision mas
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Figura 1. Caracterizacién genética de aislados chilenos de
B. abortus.

a, Dendrograma; b, patrones de IS771-RFLP, (*): fragmentos IS711;
¢, PCR AMOS abreviado; Flechas, productos de PCR 498, 364 y 178
pares de bases, de izquierda a derecha; d, codigo de cada aislado. Cepas
de referencia de B. abortus biovar 1: 544, 2308, S19 y RB51.

Genetic characterization of Chilean Brucella abortus iso-
lates. a, Dendrogram; b, IS777-RFLP patterns, (¥): IS711 fragments;
¢, Abbreviated AMOS PCR; Arrows (left to right): PCR products 498,
364 and 178 base pairs; d, Isolate identification number; B. abortus
biovar 1 reference strains: 544, 2308, S19 and RB51.

precisa sobre la frecuencia y distribucién geografica de
las variantes genéticas de B. abortus, requisito indispen-
sable para trazar las rutas de diseminacién del patégeno
y diferenciar episodios de infeccién exdgena de brotes
de la enfermedad.

RESUMEN

La brucelosis bovina es una enfermedad zoonética, endémica de alto
impacto econémico. La identificacién genética de las cepas prevalentes
de Brucella abortus, el patégeno, es clave para establecer estrategias
epidemiolégicas de control de la enfermedad. La secuencia de insercion
IS711 ha sido utilizada como un marcador genético para diferenciar
entre especies de Brucella, miembros de una misma especie y dentro
de un mismo biovar. Hemos analizado los perfiles de IS7//-RFLP de
46 aislados de B. abortus, recolectados durante el periodo 1997-2005,
provenientes de 16 dreas geograficas diferentes de Chile. Todos los
aislados fueron previamente identificados como B. abortus biovar 1,
utilizando las técnicas convencionales. De estos, el 87% compartieron
el mismo perfil de IS777-RFLP, mientras que el 8,7% correspondi6 al
patrén de la cepa vacuna RB51. En este trabajo se informa el hallazgo
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Figura 2. Perfiles IS711-RFLP representativos de cepas chilenas
de B. abortus. A: marcador ADN fago.

Representative IS7//-RFLP patterns of Chilean B. abortus
strains. A: biotinylated Lambda phage/HindIII DNA as marker. Scale in
kilobases. Lane A: B16 strain. Lane B: B12 strain. Lane C: 544 strain.
Lane D: RB51 strain.

de dos cepas indistinguibles por PCR AMOS con perfiles nuevos de
IS711-RFLP, no reportados previamente.
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