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RESUMEN

La brucelosis canina es una enfermedad zoonótica causada por Brucella canis. El establecimiento del nicho replicativo de 
la bacteria es mediado por proteínas secretadas mediante el sistema de secreción tipo IV, el cual es codificado por el 
operón virB. La caracterización de dichos genes ha sido evaluada en otras especies del género, pero pocos estudios han 
sido llevados a cabo en B. canis.

Se reporta la evaluación de las secuencias nucleotídicas de los genes virB en siete aislamientos obtenidos de criaderos en 
el área metropolitana del Valle de Aburrá, en Antioquia, Colombia. Las secuencias fueron obtenidas de un estudio previo y 
fueron comparadas con secuencias de otras especies de Brucella disponibles públicamente, mediante análisis de alineamien-
tos múltiples y métodos filogenéticos. Todas las secuencias de los aislamientos nativos evaluados fueron diferentes entre 
sí, incluso aquellas pertenecientes a un mismo criadero, lo que puede indicar la presencia de múltiples clones bacterianos 
circulando en el medio de estudio o variaciones de la bacteria intra hospedero.
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ABSTRACT

Canine brucellosis is a zoonotic disease caused by 
Brucella canis. The establishment of  intracellular repli-
cative niches of  B. canis is mediated by proteins secre-
ted by the type IV secretion system, which is enco-
ded by the virB operon. The characterization of  such 
genes has been conducted in other species of  the 
genus, but few in B. canis.

We report the evaluation of  the nucleotide se-
quences of  the virB genes in seven isolates obtained 
from kennels in the metropolitan area of  Aburrá Va-
lley in Antioquia, Colombia. Sequences were obtained 

from a previous study and were compared with pu-
blicly available sequences from other Brucella strains 
using multiple alignment analysis and phylogenetic 
methods. All sequences of  the native isolates tested 
were different from one another, even those belon-
ging to the same kennel, which may indicate the pre-
sence of  multiple bacterial clones circulating in the 
studied area or variations in the bacteria intra host.
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Además de las secuencias obtenidas de los ais-
lamientos de B. canis, las cepas de referencia B. canis 
ATCC 23365 (Taxonomy id: 483179), B. canis HSK 
A52141 (Taxonomy id: 1104321)12 y B. suis 1330 (Ta-
xonomy id: 204722)13 fueron evaluadas mediante PCR 
in silico (http://insilico.ehu.es)14 con el fin de obtener 
el fragmento correspondiente a cada gen, usando 
primers reportados previamente.11 Los amplicones 
obtenidos in silico fueron confirmados por medio de 
BLAST contra la base de datos nr.15

Análisis de secuencias y construcción del cladograma

Las secuencias en formato FASTA fueron ingresadas en 
el software BioEdit v7.1.316 y alineadas usando Clusta-
lW17 con el objetivo de determinar diferencias entre ellas. 
El alineamiento fue visualizado en Unipro UGENE.18 
Se construyó un cladograma para algunos de los genes 
virB mediante Neighbor-Joining,19 usando la matriz p 
como modelo de sustitución en MEGA 5,20 con 1.000 
iteraciones de bootstrap. Debido al pequeño tamaño de 
los fragmentos, se utilizó una concatenación con las se-
cuencias de los amplicones de los genes virB 1, 3, 4, 5, 
7, 8 y 11 (Tabla 2) obtenidas por PCR y secuenciación 
para los aislamientos nativos y la cepa M, y por PCR in 
silico para B. canis ATCC 23365, B. canis HSK A52141 y 
B. suis 1330 para la construcción del cladograma.

RESULTADOS

Como resultado de la evaluación de las secuencias de 
cepas de campo y de referencia mediante alineamientos 
múltiples usando ClustalW, se encontró que existe gran 
similitud entre los aislamientos de diferentes criaderos, y 
a su vez, de éstas con las secuencias de otras especies del 
género Brucella. A pesar de lo anterior, se hallaron varia-

INTRODUCCIÓN

La brucelosis es una enfermedad zoonótica de am-
plia distribución a nivel mundial, causada por orga-
nismos del género Brucella.1 La brucelosis canina es 
una enfermedad que afecta principalmente el siste-
ma reproductivo de los animales infectados, siendo 
causal de abortos.2,3 Es trasmitida a humanos desde 
caninos infectados, los cuales se consideran verda-
deros reservorios de la enfermedad, por contacto 
con secreciones del perro como mucosas, semen, 
leche o descargas vaginales.4 La enfermedad en el 
humano presenta un amplio espectro de síntomas, 
aunque en general se caracteriza por fiebres conti-
nuas o irregulares de duración variable, pérdida de 
peso, debilidad y dolor generalizado. 

B. canis infecta la célula hospedera, principalmente 
macrófagos o células dendríticas, al ser fagocitadas, y 
establecen su nicho replicativo en ellas.5-7 El sistema 
de secreción tipo IV (SST4) de Brucella es de crucial 
importancia durante las primeras etapas de infección 
a las células presentadoras de antígeno. Las proteínas 
secretadas por tal vía actúan como perturbadoras de las 
vías de transducción de señales,8 requiriéndose durante 
el establecimiento del nicho intracelular.9 Los genes del 
sistema de secreción tipo IV se ubican en el operón 
virB10 que contiene 12 marcos abiertos de lectura.

Aunque existen diversos estudios acerca del SST4 
en Brucella, pocos han sido llevados a cabo en B. canis. 
En el presente estudio se reporta el análisis in silico de los 
genes del operón virB de B. canis en aislamientos nativos 
obtenidos del área metropolitana del Valle de Aburrá.

METODOLOGÍA

Obtención de secuencias nucleotídicas

Las secuencias nucleotídicas fueron obtenidas de un 
estudio previo, el cual demostró por medio de PCR, la 
presencia del operón virB en aislamientos nativos de B. 
canis del área metropolitana del Valle de Aburrá.11 De 
las 36 cepas utilizadas en dicho estudio, se escogieron 
7 aislamientos bacterianos obtenidos de 5 criaderos 
caninos de diferentes sitios del área Metropolitana del 
Valle de Aburrá (Tabla 1); como referencia, se utilizó 
la cepa M- (cepa menos mucoide de B. canis, usada en 
diagnóstico serológico). En todas las cepas un frag-
mento de cada gen del operón fue evaluado. 
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Tabla 1.  Distribución geográfica y por criaderos 
de los aislamientos nativos de B. canis analizados.

Cepa Criadero Ubicación

2 1 Medellín

38 2 Bello

90, 110, 116 3 Medellín

122 4 Copacabana

166 5 Medellín
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B.canis_str_Oliveri_iss_110 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_str_Oliveri_iss_122 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_str_Oliveri_iss_166 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_ATCC_23365 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_HSK_A52141 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.suis_1330 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_str_M- TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_str_Oliveri_iss_116 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_str_Oliveri_iss_90 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50
B.canis_str_Oliveri_iss_38 TGAAGGCAATCGGGCTATAGGCGGATGCCCGCCAGAAGCGCCCGGTGCGG 50

B.canis_str_Oliveri_iss_110 -TTTA-TGTGG-TCATGCGG-ATTGCG-CGTTCAGGCCGAGCAGGCGGAA 95
B.canis_str_Oliveri_iss_122 --TAG-AGTGGATCAGGCGGTATTGCGGCGTTCAGGCCGAGCAGGCGGAA 97
B.canis_str_Oliveri_iss_166 -CTAG-AGTGGATCAGGCGGAATTGCG-CCTTCAGGCCGAGCAGGCATAA 97
B.canis_ATCC_23365 -TTGA-AGTGGATCAGGCGGAATTGCG-CCTTCAGGCCGAGCAGGCGGAA 97
B.canis_HSK_A52141 -TTGA-AGTGGATCAGGCGGAATTGCG-CCTTCAGGCCGAGCAGGCGGAA 97
B.suis_1330 -TTGA-AGTGGATCAGGCGGAATTGCG-CCTTCAGGCCGAGCAGGCGGAA 97
B.canis_str_M- -CTGA-AGTGGATCAGGCGGAATTGCG-CCTTCAGGCCGAGCAGGCATAA 97
B.canis_str_Oliveri_iss_116 --TAG-AGTGGATCAGGCGGAATTGCGGCCTTCAGGCCGAGCAGGCGGAA 97
B.canis_str_Oliveri_iss_90 --TAGCAGTGGCTCTCCAATGTTTGCGGGCTTGTGACGGAGCAGCCATGT 98
B.canis_str_Oliveri_iss_38 --TTATAGTGGACT---CGATATTTCCGGGTTCACAC-GGCCAGCCATGT 94

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CATCTGATCGTCAGTCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 145
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CATCTGATCGTCAGTCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 147
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CATCTGATCGTCAGTCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 147
B.canis_ATCC_23365 CATCTGATCGTCAGTCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 147
B.canis_HSK_A52141 CATCTGATCGTCAGTCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 147
B.suis_1330 CATCTGATCGTCAGTCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 147
B.canis_str_M- CATCTGATCGTCAGTCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 147
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CATCTGATCGTCAGGCTGCGTGATCTGCCGCATGACCAGCACGATTGGTA 147
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CGTCTGATCGTCCGGTGATCCCATTTGCCGT-CGACCGGCACAATTGGTA 147
B.canis_str_Oliveri_iss_38 TATTTGATCGTCCTGTGATCCCG-CTGCCGTCTG-TGGGCACGATTGGTA 142

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCATACCGATAAGAGAACGATG 195
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCAGACCGATAAGAGAACGATG 197
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCAGACCGATAAGAGAACGATG 197
B.canis_ATCC_23365 CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCAGACCGATAAGAGAACGATG 197
B.canis_HSK_A52141 CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCAGACCGATAAGAGAACGATG 197
B.suis_1330 CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCAGACCGATAAGAGAACGATG 197
B.canis_str_M- CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCAGACCGATAAGAGAACGATG 197
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CGATCAGCGGCAATATGAACATGGAAATCCAGACCGATAAGAGAACGATG 197
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CGATTTGCGGGAATGTGAATCTGTGAATCTATAGCGATAAGAGAACGATG 197
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CGATCTGCGGCTCTGTGATTCCGGGAACCCAGACCGATAAGACAACGATG 192

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 245
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 247
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 247
B.canis_ATCC_23365 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 247
B.canis_HSK_A52141 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 247
B.suis_1330 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 247
B.canis_str_M- CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 247
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 247
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CTGCC-CTGACGATGACGAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACATGGC 246
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CTGCCGCCAACGATGACAAGCGGGATCACAGGAACCCCAAACAACTTGGC 242

B.canis_str_Oliveri_iss_110 TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 295
B.canis_str_Oliveri_iss_122 TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 297
B.canis_str_Oliveri_iss_166 TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 297
B.canis_ATCC_23365 TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 297
B.canis_HSK_A52141 TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 297
B.suis_1330 TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 297
B.canis_str_M- TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 297
B.canis_str_Oliveri_iss_116 TGGCCGTGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 297
B.canis_str_Oliveri_iss_90 TGGGCGCGTACAGCCCTTGAATATTGGATCGCCGCGATAACCTGCGCTTC 296
B.canis_str_Oliveri_iss_38 TGGCCGTGTCCAGCCCTTGCAAATCGGATCGCCGCAATACCCTGCGCTCC 292

B.canis_str_Oliveri_iss_110 GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 345
B.canis_str_Oliveri_iss_122 GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 347
B.canis_str_Oliveri_iss_166 GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 347
B.canis_ATCC_23365 GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 347
B.canis_HSK_A52141 GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 347
B.suis_1330 GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 347
B.canis_str_M- GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 347
B.canis_str_Oliveri_iss_116 GTGCGTTGGATTCCTGTGGTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 347
B.canis_str_Oliveri_iss_90 GTGCCTTGGATTCCTGTTCCGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 346
B.canis_str_Oliveri_iss_38 GGCGGTTGGATTCCTGTGCTGCCACTCCTCGTTCGTCACCTTGAAGCCGT 342

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 395
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 397
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 397
B.canis_ATCC_23365 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 397
B.canis_HSK_A52141 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 397
B.suis_1330 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 397
B.canis_str_M- CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 397
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 397
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 396
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CCGTGTACTCGTGATAATCGGCTTTCGGATTCGGCAGATAGATTTCCGTT 392

B.canis_str_Oliveri_iss_110 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 445
B.canis_str_Oliveri_iss_122 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 447
B.canis_str_Oliveri_iss_166 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 447
B.canis_ATCC_23365 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 447
B.canis_HSK_A52141 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 447
B.suis_1330 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 447
B.canis_str_M- GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 447
B.canis_str_Oliveri_iss_116 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 447
B.canis_str_Oliveri_iss_90 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 446
B.canis_str_Oliveri_iss_38 GCCACCTGTTGCACCAGGGCCGACGCGACTTTGGAGTTGAGCAGGCTGGA 442

B.canis_str_Oliveri_iss_110 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 495
B.canis_str_Oliveri_iss_122 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 497
B.canis_str_Oliveri_iss_166 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 497
B.canis_ATCC_23365 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 497
B.canis_HSK_A52141 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 497
B.suis_1330 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 497
B.canis_str_M- GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 497
B.canis_str_Oliveri_iss_116 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 497
B.canis_str_Oliveri_iss_90 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 496
B.canis_str_Oliveri_iss_38 GGGCATTTGCGTGGCAAACACGCCCAGGCCGTTTTGCTTGCGGATGGTAA 492

B.canis_str_Oliveri_iss_110 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 545
B.canis_str_Oliveri_iss_122 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 547
B.canis_str_Oliveri_iss_166 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 547
B.canis_ATCC_23365 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 547
B.canis_HSK_A52141 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 547
B.suis_1330 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 547
B.canis_str_M- GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 547
B.canis_str_Oliveri_iss_116 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 547
B.canis_str_Oliveri_iss_90 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 546
B.canis_str_Oliveri_iss_38 GCTGCTTGTTATTGGCGAACTCGCTGAATGCTTCGTCGTCTACCCACTTC 542

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 595
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 597
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 597
B.canis_ATCC_23365 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 597
B.canis_HSK_A52141 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 597
B.suis_1330 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 597
B.canis_str_M- CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 597
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 597
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CACGCCTCGTCCGTCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTAAATAGCCAATTC 596
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CACGCCTCGTCCATCCAGTAGATGAAACGACGCCCGTCGATAGCCAATTC 592

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 645
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 647
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 647
B.canis_ATCC_23365 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 647
B.canis_HSK_A52141 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 647
B.suis_1330 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 647
B.canis_str_M- CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 647
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 647
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CAGACCATGCAACAGGTACATAGCAGTCGCGCTTTTGTTGACGGGAACCC 646
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CATACGATGCAGCAGGTACATGGAAATCGGGCTTTTGTTGACGGGAACCC 642

B.canis_str_Oliveri_iss_110 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 695
B.canis_str_Oliveri_iss_122 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 697
B.canis_str_Oliveri_iss_166 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 697
B.canis_ATCC_23365 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 697
B.canis_HSK_A52141 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 697
B.suis_1330 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 697
B.canis_str_M- GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 697
B.canis_str_Oliveri_iss_116 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 697
B.canis_str_Oliveri_iss_90 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 696
B.canis_str_Oliveri_iss_38 GCGGTTTGCCATCGAGAACCGGCACCACGGCCGGCCCCGTTGTAGTGCAA 692

Tabla 2. Alineamiento múltiple de los amplicones concatenados de los genes virB 1, 3, 4, 5, 7, 8 y 11.

Continúa en la siguiente página.

de la Cuesta-Zuluaga JJ., Guarín-Moreno NA., Sánchez-Jiménez MM., Olivera-Angel M.
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B.canis_str_Oliveri_iss_110 CCGGCAAGGAAGGCCGGTGGCGACAA-AAGCGAGGATTGCCTCCGACATC 744
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 745
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAATAAGCAAGGATTACCTCCGACATC 746
B.canis_ATCC_23365 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 745
B.canis_HSK_A52141 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 745
B.suis_1330 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 745
B.canis_str_M- CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 745
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 745
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 744
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CCGGCAAGGAAGGCCG-TGGCGACAA-AAGCAAGGATTACCTCCGACATC 740

B.canis_str_Oliveri_iss_110 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 794
B.canis_str_Oliveri_iss_122 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 795
B.canis_str_Oliveri_iss_166 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 796
B.canis_ATCC_23365 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 795
B.canis_HSK_A52141 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 795
B.suis_1330 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 795
B.canis_str_M- AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 795
B.canis_str_Oliveri_iss_116 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 795
B.canis_str_Oliveri_iss_90 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 794
B.canis_str_Oliveri_iss_38 AAAGAGGGATTGACGTATTGGTAGCCAATGGTGGCGATCCAGTGCGTTGT 790

B.canis_str_Oliveri_iss_110 TTCGCCGTCACCCGCC-TCGTTGGGGCGCTT-TGC-GCTTCA---CACGT 838
B.canis_str_Oliveri_iss_122 TTCGCC-TCACCCCCCCTCTTTCTGCCCCCT-GTC-GCCTTATCCCCCCC 842
B.canis_str_Oliveri_iss_166 TTCGCCATCACCGGTC-TCGTTGGCGCGCTTTGTCTGCTTCG-CAAAGAA 844
B.canis_ATCC_23365 TTCGCCGTCACCGGTC-TCGTTGGTGCGCTTTGTCGTCTTCG-CAAAGCG 843
B.canis_HSK_A52141 TTCGCCGTCACCGGTC-TCGTTGGTGCGCTTTGTCGTCTTCG-CAAAGCG 843
B.suis_1330 TTCGCCGTCACCGGTC-TCGTTGGTGCGCTTTGTCGTCTTCG-CAAAGCG 843
B.canis_str_M- TTCGCCGTCACCGGTC-TCGTTGGTGCGCTTTGTCGTCTTCG-CAAAGCG 843
B.canis_str_Oliveri_iss_116 TTCGCC-TCACCGGTC-TCGTTGGTGCGCTTTGTCTTCTTCG-CAAAGCG 842
B.canis_str_Oliveri_iss_90 TTCGCC-TCACCGGTC-TCGTTGGTGCGCTTTGTCGTCTTCG-CAAAGCG 841
B.canis_str_Oliveri_iss_38 TTCGCCGTCACCAGGT-TCGTGGGCGCGCTTTGTC-GCTTCA--CAAGCA 836

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CCCCGTGCCGATGCCCTTGG--GGTCGG-ACGTTGCGATCG--TAAATTA 883
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CCCCGTGCCGATGCCCTGTGCCGTTCGG-ACATTGCTTTCGATCTGGTTA 891
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CACCGTGCCGATGCCCTTGGA-GTTCGA-ACAACGCTTACGA--TCGTTA 890
B.canis_ATCC_23365 CACCGTGCCGATGCCCTT-GCCGTTCGGCACGATGCTTACGA--TCGTTA 890
B.canis_HSK_A52141 CACCGTGCCGATGCCCTT-GCCGTTCGGCACGATGCTTACGA--TCGTTA 890
B.suis_1330 CACCGTGCCGATGCCCTT-GCCGTTCGGCACGATGCTTACGA--TCGTTA 890
B.canis_str_M- CACCGTGCCGATGCCCTT-GCCGTTCGG-ACGATGCTTACGA--TCGTTA 889
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CACCGTGCCGATGCCCTTTGCCGTTCGGCACGATGCTTACGA--TCGTTA 890
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CACCGTGCCGATGCCCTT-GCCGTTCGGCACGATGCTTACGA--TCGTTA 888
B.canis_str_Oliveri_iss_38 C-CCGTGCCGATGCCCT T-GCCGT TCGC--CGATGCT T-CGA--TCGT TA 879

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CCGATGTGCGCAC---TTTGAGCCATATTCTTTGTTTCGTGGTGCGTTTT 930
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CCGATGTGCGCAC---T T TGAGCCATAT TCT T TGT T----GGTGCGT T T T 934
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CCGATGTGCGCACA--TTTGAGCCATATTCTTTGTGATGTGGTGCGTTTT 938
B.canis_ATCC_23365 CCGATGTGCGCACA--TTTGAGCCATATTGCTTGTCAAGTGGTGCGTTTT 938
B.canis_HSK_A52141 CCGATGTGCGCACA--TTTGAGCCATATTGCTTGTCAAGTGGTGCGTTTT 938
B.suis_1330 CCGATGTGCGCACA--TTTGAGCCATATTGCTTGTCAAGTGGTGCGTTTT 938
B.canis_str_M- CCGATGTGCGCACA--TTTGAGCCACCCTCTTTGTGATGTGGTGCGTTTT 937
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CCGATGTGCGCACAA-TTTGAGCCATATTCTTTGTGATGTGGTGCGTTTT 939
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CCGATGTGCACGCA--TTTGAGCCATATTCTTTGTGATGTGGTGCGTTTT 936
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CCGATGTGCGCACGAATTTGAGCCATATTCTTTGTA-TGTGGTGCGTTTT 928

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCACTTCTAACG--GTGG-CGTGGTTCGGATG 977
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCAGAGAAGAGAAAGGGG-CGTGGTTCGGATG 983
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCGCTGCTAACGG-GTGG-CGTGGTTCGGATG 986
B.canis_ATCC_23365 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCGGATAAAACAG-GTGGACGTGGTTCGGATG 987
B.canis_HSK_A52141 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCGGATAAAACAG-GTGGACGTGGTTCGGATG 987
B.suis_1330 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCGGATAAAACAG-GTGGACGTGGTTCGGATG 987
B.canis_str_M- CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCGCATAA---TG-GTGG-CGTGGT-CGTCTG 981
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCACGTCGAACTC-GTGG-CGTGGTTCGGCTG 987
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCGGAAGGAGAAGCGGTG-CGTGGT-TGGATG 984
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CTTCTTCCTTCGCTTCGCTCCAAGCGTACT-CGTGG-CGTGATTCGTCTG 976

B.canis_str_Oliveri_iss_110 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1027
B.canis_str_Oliveri_iss_122 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1033
B.canis_str_Oliveri_iss_166 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1036
B.canis_ATCC_23365 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1037
B.canis_HSK_A52141 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1037
B.suis_1330 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1037
B.canis_str_M- GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1031
B.canis_str_Oliveri_iss_116 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1037
B.canis_str_Oliveri_iss_90 GTCCGGCAAGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1034
B.canis_str_Oliveri_iss_38 GTCCGGCACGAACAACTCCGGTACGTCCTCGATGGTGATCAGGCGCTGAT 1026

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCCTGAT 1077
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCAAGGG 1083
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCCAAAG 1086
B.canis_ATCC_23365 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCCTGA- 1086
B.canis_HSK_A52141 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCCTGA- 1086
B.suis_1330 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCCTGA- 1086
B.canis_str_M- CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTACAAGAA 1081
B.canis_str_Oliveri_iss_116 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCCTGA- 1086
B.canis_str_Oliveri_iss_90 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTGCCGGA- 1083
B.canis_str_Oliveri_iss_38 CGAACGGAATTTCCTGCATCAGCGCTTTCATCAGTGTGGTCTTAAGAGGA 1076

Continuación de la Tabla 2. Alineamiento múltiple de los amplicones concatenados de los genes virB 1, 3, 4, 5, 7, 8 y 11.

B.canis_str_Oliveri_iss_110 CCCGAAGTCGCCGGGGACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1124
B.canis_str_Oliveri_iss_122 CCCAAAA-CGCCGGGGACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1129
B.canis_str_Oliveri_iss_166 CCCAAAA-AGCCGGCGACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1132
B.canis_ATCC_23365 TCCCGTCTCGCCGGCGACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1133
B.canis_HSK_A52141 TCCCGTCTCGCCGGCGACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1133
B.suis_1330 TCCCGTCTCGCCGGCGACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1133
B.canis_str_M- TCAAGGCTCGCGGGCGACTACTATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1128
B.canis_str_Oliveri_iss_116 TCCCGTCTCGCCGGGGACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAA- 1133
B.canis_str_Oliveri_iss_90 TCAAAACTCGCAAGCAACGACGATCACCCTTTCAAGCACCCTTTCAAG 1131
B.canis_str_Oliveri_iss_38 AAGGGAATCAGGGCCGACGAC TC TCACCC T T TCAAGZ----------- 1113

ciones de un único nucleótido en las secuencias de los 
genes virB1, 2, 4, 6, 7, 9 y 10 entre las cepas analizadas. 
Además, en los genes virB3, 5, 8, 11 y 12 se encontra-
ron cambios en fragmentos de múltiples pares de bases.

Al contrastar las secuencias entre los distintos 
criaderos, se encontró que los 7 aislamientos nativos 
presentan polimorfismos (Tabla 3). Cabe resaltar que 
no se pudo identificar que hubiese dos o más criaderos 
con la misma cepa, presentándose incluso variaciones 
entre cepas obtenidas de un mismo criadero.

En la Figura 1 se muestra el cladograma realiza-
do con base en el constructo de las secuencias de los 
genes virB. Las cepas de B. canis ATCC 23365 y HSK 
A52141 y B. suis 1330 se agruparon en un solo clado, 
como es de esperarse debido a la alta similitud que 
existe entre estas especies. Sin embargo, no se pre-
sentó agrupamiento de los aislamientos nativos en un 
solo clado; de hecho, los aislamientos obtenidos de un 
solo criadero no agruparon juntos, lo que podría suge-
rir la presencia de más de un clon de B. canis circulante.

DISCUSIÓN

Diversos estudios han establecido la importancia del 
SST4 de B. canis en su proceso infeccioso y como po-
tencial blanco terapéutico.21,22 Las proteínas VirB han 
sido estudiadas como potenciales blancos para va-
cunas,23 debido al papel que tienen en el proceso de 
secreción de proteínas que ayudan a instalar el nicho 
infeccioso de la bacteria y al carácter antigénico de al-
gunas de ellas,24 lo que demuestra la necesidad de ca-
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Tabla 3. Distancia P de las secuencias concatenadas entre cada una de las cepas de Brucella canis y Brucella suis.

Cepa 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 B. canis str Oliveri isolate 38

2 B. canis str Oliveri isolate 90 0,105

3 B. canis str Oliveri isolate 110 0,101 0,100

4 B. canis str Oliveri isolate 116 0,088 0,076 0,040

5 B. canis str Oliveri isolate 122 0,099 0,097 0,042 0,040

6 B. canis str Oliveri isolate 166 0,087 0,081 0,041 0,025 0,039

7 B. canis str M- 0,086 0,077 0,053 0,022 0,046 0,031

8 B. canis ATCC 23365 0,093 0,074 0,043 0,014 0,038 0,029 0,019

9 B. canis HSK A52141 0,093 0,074 0,043 0,014 0,038 0,029 0,019 0,000

10 B. suis 1330 0,093 0,074 0,043 0,014 0,038 0,029 0,019 0,000 0,000

Figura 1.  Cladograma construido a partir de las secuencias de los amplicones de 
virB 1, 3, 4, 5, 7, 8 y 11. Los aislamientos colombianos corresponden a B. canis Group 2.

B. canis HSK A52141
100

100

0005

87

90
89

74

B. suis 1330

B. canis ATCC 23365

B. canis strain M-

B. canis Group 2 isolate 116

B. canis Group 2 isolate 166

B. canis Group 2 isolate 110

B. canis Group 2 isolate 122

B. canis Group 2 isolate 90

B. canis Group 2 isolate 38

racterizar dichos factores de virulencia en cepas colom-
bianas, las cuales apenas comienzan a ser descritas.25

Los resultados obtenidos sugieren la presencia de 
varios clones de B. canis circulantes en el área metropo-
litana del Valle de Aburrá, pues se detectaron variacio-
nes en la secuencia nucleotídica entre los 7 aislamien-
tos estudiados. Los aislamientos 90, 110 y 116 fueron 
obtenidos de un mismo criadero y, sin embargo, mos-
traron diferencias entre ellos, lo que se evidencia en 
el cladograma, donde no se agruparon juntos. Dicho 
criadero presentó una alta frecuencia de infección por 
B. canis en perros, asociada a pobres condiciones hi-
giénicas;26 en estudios previos se determinó que este 
criadero tiene altos factores de riesgo para la infección 

por B. canis y allí la bacteria fue aislada de un humano 
conviviente.27 En un estudio realizado por Gyuranecz 
et al.28 se encontraron variaciones en el material genéti-
co de la bacteria aislada de un mismo hospedero a par-
tir de muestras clínicas obtenidas de diferentes sitios 
anatómicos, lo que indica variación intra hospedero de 
la bacteria que podría deberse a los cambios que sufre 
ésta con el fin de adaptarse al ambiente y resistir la 
acción del sistema inmune del hospedero.

Al analizar las secuencias, llama la atención que se 
presenten variaciones entre cepas de un mismo criadero 
mientras que dos cepas (110 y 122) aisladas de criaderos 
diferentes posean alta similitud. Esto podría indicar la 
diseminación de la infección entre criaderos en nuestro 
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medio, sustentado por algunas prácticas reproductivas 
utilizadas en los criaderos como el préstamo de caninos 
para cruzar con los de otros criaderos, o usar semen sin 
exigir la realización y el resultado negativo de la prueba 
serológica 2ME-PARP, que detecta anticuerpos contra 
Brucella canis en suero; sin embargo, en algunos casos la 
prueba puede tener resultado negativa debido a que el 
canino se encuentra en la fase aguda de la infección y 
no tiene anticuerpos aún, pero está bacterémico y pue-
de transmitir la infección a través del contacto sexual.

No obstante la alta similitud hallada entre las espe-
cies y cepas evaluadas, diversos estudios han demos-
trado que la regulación de la expresión del operón virB 
difiere entre especies,9,30,31 por lo que la caracterización 
de las diferencias en fragmentos génicos de los facto-
res de virulencia podría ser la base de posteriores estu-
dios que asocien las características de virulencia de las 
distintas cepas con dichos cambios. Los fragmentos 
analizados no corresponden a los genes completos ni 
a regiones funcionales específicas, razón por la cual no 
es posible especular sobre el efecto de los polimorfis-
mos sobre la función proteica. Es necesario tener en 
cuenta que el presente estudio es una primera apro-
ximación a partir de la cual se sientan las bases para 
estudios más amplios, en los cuales se considere una 
población mayor de muestras obtenidas de caninos in-
fectados, los cuales permitirían dilucidar con certeza 
si los polimorfismos hallados son polimorfismos de 
un solo nucleótido e inserciones-deleciones, o si son 
mutaciones aleatorias en la población.

A pesar de los resultados obtenidos en este trabajo, 
el pequeño tamaño muestral no permite concluir con 
respecto al número de clones circulantes en el área 
metropolitana del Valle de Aburrá. Estudios de otro 
tipo, como genotipificación basada en marcadores in-
formativos o secuenciamiento de genomas completos, 
darán una mejor idea sobre la clonalidad de los aisla-
mientos. El establecimiento de la relación clonal entre 
los aislamientos estudiados puede realizarse también 
mediante una prueba de subtipificación molecular, ya 
sea por número variable de repeticiones en tándem 
(VNTR)29 o electroforesis de campo pulsado (PFGE). 

CONCLUSIÓN

Los genes del operón virB de B. canis de los criade-
ros evaluados en este trabajo presentan diferencias 

que sugieren que no hay un solo clon de la bacteria 
circulando en el área de estudio; a pesar de esto, la 
evidencia no es suficiente y se requerirían pruebas de 
tipificación molecular para asegurarlo.

Este análisis debería complementarse con análisis 
a nivel de la secuencia de aminoácidos identificando 
regiones o dominios críticos presentes en estas proteí-
nas o proponer la aplicación de estudios estructurales 
in silico, para identificar diferencias funcionales en las 
proteínas codificadas por el operón virB.
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