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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad causada por bacterias del género Brucella que pueden infectar a
especies de animales silvestres o domésticas siendo de importancia a nivel mundial por el impacto
economico de la enfermedad en las zonas pecuarias y las infecciones zoonéticas que se convierten
en un problema de Salud Publica en paises ganaderos y en vias de desarrollo. La enfermedad es
endémica en el Ecuador sin embargo no se ha realizado un estudio de variabilidad genética de las
especies circulantes mediante métodos filogenéticos moleculares, que complementando con la
investigacion sobre la prevalencia de Brucella puede proporcionar informacion importante para
encontrar mecanismos para el disefio de estrategias de control de la enfermedad. El objetivo de la
investigacion fue analizar la informacion filogenética de tres marcadores moleculares (bcsp31,
omp2ay omp2b), e inferir patrones evolutivos para determinar su utilidad en la identificacion del
género y sus variedades, asi como su epidemiologia molecular, utilizando un banco de muestras
animales y humanas almacenadas en el cepario del Instituto de Investigacion en Zoonosis — CIZ
de distintas provincias del Ecuador en los afios 2008 al 2017. Se aplico un diagnéstico molecular
preeliminar por PCR Bruce-ladder descartando las muestras no conservadas. De un total de 65
muestras validas 60 correspondian a B. abortus y cinco a B. canis en las que se aplico una PCR
para los genes bcsp3l, omp2a y omp2b para luego secuenciar los amplicones. Las secuencias
fueron alineadas en una matriz con la cual se realiz6 analisis filogenético por el software MEGA
10. Se construyeron arboles mediante optimizacion por Méaxima Parsimonia con algoritmo de
barridos de ramas para obtener islas de arboles con TBR (Tree Bisection and Reconnection) y
remuestreos de matrices con 500 pseudoreplicas de Bootstrap, comparadas con secuencias
recogidas de genBank (NCBI). Mediante las topologias se comprobo la capacidad del gen becsp31
para el diagnostico del género Brucella por su secuencia altamente conservada, el gen omp2b
probablemente sufre una recombinacion o alta variabilidad porque no se encontrd una
estructuracion filogenética, mientras que su par omp2a present0 una estructuracion filogenética
con clados definidos y apoyados acorde con especies filogenéticas que presentan polimorfismos de

nucledtidos importantes para establecer patrones evolutivos.

Palabras clave: brucelosis, omp2a, omp2b, bcsp31, filogenia, PCR, bioinformatica, diagnostico

molecular.
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ABSTRACT

Brucellosis is a disease caused by bacteria of the genus Brucella that can infect species of wild or
domestic animals, being of worldwide importance due to the economic impact of the disease in
livestock areas and zoonotic infections that become a public health problem in developing
countries. The disease is endemic in Ecuador, however, a study of genetic variability of the
circulating species has not been carried out by means of molecular phylogenetic methods, which
complementing with the information on the prevalence of Brucella can provide important
information to find mechanisms for the design of strategies of disease control. The objective of the
research was to analyze the phylogenetic information of three molecular markers (bcsp31, omp2a
and omp2b), and infer evolutionary patterns to determine their usefulness in the identification of
the genus and its varieties as well as its molecular epidemiology, using a bank of animal samples
and humans stored in the stock of the Zoonosis Research Institute - CIZ from different provinces
of Ecuador in the years 2008 to 2017. A preliminary molecular diagnosis was applied by Bruce-
ladder PCR, discarding the non-conserved samples. With a total of 65 valid samples, 60
corresponded to B. abortus and five to B. canis in which a PCR was applied for the bcsp31, omp2a
and omp2b genes to then sequence the amplicons. The sequences were aligned in a matrix with
which phylogenetic analysis was performed with the MEGA 10 software. Trees were built by
optimization by Maximum Parsimony with Tree Bisection and Reconnection branch swapping
(TBR) and matrix resampling with 500 Bootstrap pseudo-replicates and compared with sequences
collected from genBank (NCBI). By means of the topologies, the useful of the bcsp31 gene for the
diagnosis of the genus Brucella was verified due to its highly conserved sequence, the omp2b gene
probably undergoes recombination or presents high variability because a phylogenetic structuring
was not found, while its omp2a pair presented a phylogenetic structuring with defined and
supported clades according to phylogenetic species that present important nucleotide

polymorphisms to establish evolutionary patterns.

Keywords: brucellosis, omp2a, omp2b, bcsp31, phylogeny, PCR, bioinformatics, molecular

diagnosis.
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INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad causada por una bacteria cocobacilo gram-negativa,
etiologicamente Brucella spp. aerobio estricto, no maévil, no capsulado y no esporulado (Olsen and
Palmer 2014). Miembro de la familia Brucellaceae, orden Rizobiales en la subdivision a-2 de las
Proteobacterias (Percin 2013). Infecta a un hospedero animal o humano introduciéndose en las
celulas fagociticas mononucleares (Elfaki, Alaidan, and Al-Hokail 2015; Georgios Pappas et al.
2005). Es la causa de abortos, orquitis e infertilidad en animales de granja, también influye en la
morbilidad humana causando la llamada fiebre ondulante, artritis, espondilitis, endocarditis,

osteomielitis y abscesos (Elfaki, Alaidan, and Al-Hokail 2015; de Figueiredo et al. 2015).

Descubierta por primera vez en 1887 por David Bruce, es causante de la brucelosis,
enfermedad zoonotica emergente ampliamente distribuida en el mundo (Elfaki, Alaidan, and Al-
Hokail 2015; Spickler 2018). Hasta ahora estan descritas 13 especies, relacionadas habitualmente
con el hospedero tanto en animales domésticos como en animales salvajes; se conoce a B.
melitensis en ovejas, cabras y camellos, B. abortus en bovinos, bufalos, yak y camellos. B. suis en
porcinos domesticos (biovar 1y 3), caribu, reno (biovar 4) y jabali (biovar 2), B. ovis en ovejas y
venados, B. canis en perros B. ceti en cetaceos, B. pinnipedialis en pinnipedos (focas, lobos
marinos), B. neotomae en rata del desierto, B. microti en topillo (roedor), B. papionis en babuinos,
B. vulpis zorro rojo, las llamadas “athypical” Brucella sin hospedador establecido pero encontrada
en ranas y B. inopinata aislado de un implante mamario infectado en una mujer (Elfaki, Alaidan,
and Al-Hokail 2015; Pappas 2010; Spickler 2018; Wang et al. 2016; Whatmore et al. 2014;

Guzman-Verri et al. 2019).

Esta bacteria reside principalmente en el higado, bazo, utero, corazén, el cerebro y la

médula 6sea (Mantur et al. 2006). La via principal de transmision es el contacto con membranas
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mucosas o fluidos de animales infectados incluyendo sus derivados o puede a transferirse a través
de objetos contaminados (fomites) (Amijadi et al. 2019; Georgios Pappas et al. 2005).

La diferencia de especies de Brucella esta ligada a los patrones evolutivos de su hospedador
y su entorno, sin embargo, la correlacion esta sujeta a cambios que ocasionan el salto del organismo
de una orden de mamiferos a otra, como el caso de B. melitensis y B. abortus encontradas en
humanos (Moreno 2014). Las personas en riesgo se relacionan con la exposicién ocupacional; por
trabajo directo con animales de granja, empacadoras de carne y derivados, personal que trabaja en
camales, el personal de laboratorio que trabaja con la bacteria, asi como las personas que consumen

productos lacteos no pasteurizados como la leche y el queso blando (CDC 2012; ECDC 2016).

Ya que afecta a animales domésticos y humanos es considerada un problema de salud
publica por la OMS, OIE y FAO (Moreno, Cloeckaert, and Moriyén 2002; WHO 2020),
ocasionando el declive de ingresos econémicos por la pérdida de cabezas de ganado y el rechazo
de derivados presuntamente contaminados, afectando las inversiones econdmicas del sector
pecuario en los paises en vias de desarrollo (Amro et al. 2021; Spickler 2018). Es endémica en
varias areas geogréaficas, de mayor incidencia donde no se han implementado o carecen de
programas efectivos de salud publica y sanidad animal (CDC 2012; Zinsstag et al. 2007) que
conlleva a un escaso seguimiento y estudio de la enfermedad ocasionando un inadecuado control
de contagios, estimando que la tasa puede ser 25 veces mayor de la que se encuentra declarada, por
falta de notificacion o un mal diagnéstico (Poulsen et al. 2014). EI problema es agravado por la
comercializacion de productos alimenticios en mercados informales, ya que las normas adecuadas

de salud y su cumplimiento son evadidas antes de llegar al consumidor (Franc et al. 2018).

La brucelosis en humanos es producida en mayor proporcion por B. melitensis en el

continente Europeo y B. abortus en el continente Americano, no ha sido erradicada por lo contrario
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se encuentra reemergiendo y modificando su endemismo en los ultimos afios (G. Pappas et al.
2006). El Centro Europeo para la Prevencién y el Control de Enfermedades reportd 346 casos de
brucelosis en humanos dentro de la Union Europea entre el 2010 al 2014. En el Medio Oriente, del
2014 al 2017, aumento en zonas rurales vinculada con condiciones socioeconémicas bajas como
Yemen, Iran y Siria, sin embargo alrededor del 40% no se reportaron, debido a los altos costos de

laboratorio y tratamiento de la enfermedad (Nejad et al. 2020).

En América Latina y México B. abortus representa al 61% de casos, estimando las pérdidas
anuales en 600 millones de dolares (Acha and Szyfres 2005; Roman-Cardenas and Luna-Herrera
2017). En el Ecuador, se conocieron un total de 45 casos la brucelosis humana durante el afio 2019,
a causa de la especie B. abortus biotipo 1y 4 (Ministerio de Salud Publica del Ecuador 2020; Ron

et al. 2013).

Dentro del ganado hubo casos de brucelosis por B. abortus tipo 1, en provincias con mayor
produccion pecuaria como: Pichincha (2.207), Carchi (993), Cotopaxi (585), Manabi (588) y Loja
(6.916) (Rodriguez-Hidalgo et al. 2015; Roman-Cérdenas and Luna-Herrera 2017). Ocasionando
pérdidas econdmicas de hasta 493.70 USD por cabeza de ganado y 110.19 UDS por hacienda
(Escobar 2011) incidiendo en la inversion en asistencia técnica, alimentacion y sanidad (Alvear et

al. 2018).

La atencion frente a la brucelosis requiere pruebas de diagndstico confiables, para
determinar la especie y biovares que causan la enfermedad, el cultivo y aislamiento bacteriano son
indicadas por la OMS y OIE como gold estandar (Spickler 2018), no obstante, la bacteria del
género Brucella es de crecimiento lento, por lo que la recuperacion del microorganismo es baja

(Percin 2013; Spickler 2018). En consecuencia, se han disefiado pruebas moleculares como la
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para identificar y genotipificar a Brucella spp.. en

conjunto con la reduccion de costes y tiempo de diagnostico (Kumar et al. 2019).

Se usan ampificaciones convencionales, como el caso de 1S711 (Clavareau et al. 1998) que
identifica una secuencia de insercién a lo largo del genoma de Brucella, Unica en el género
bacteriano (B. J. Bricker and Halling 1994), por lo que se ha utilizado como principal diana para
su identificacion, sin embargo esta no aporta informacién sobre especies o biovariedades, por lo
cual se opta por PCR tipo multiplex como el AMOS-PCR (Betsy J Bricker et al. 2003) para
identificar B. abortus, B. melitensis, B. ovis y B. suis. Aunque proporciona mas informacion, se
encuentra limitada pues no identifica a todo el género bacteriano, por lo que una de las alternativas
es otra PCR multiplex denominada Bruce-ladder (Garcia-Yoldi et al. 2006; Ignacio Lopez-Gofii et
al. 2011), donde se incluye la identificacion de 6 especies terrestres y las dos especies marinas de
Brucella ademas de cepas vacunales S19, RB51 y Rev. 1.

Uno de los genes objetivo que se ha utilizado en mayor proporcion para la identificacion
especifica del género Brucella ha sido la proteina de superficie celular bcps31; un gen ubicado en
el cromosoma | que codifica una proteinas de 329 aminoacidos (Imaoka et al. 2007). Otros genes
diana se utilizan para identificacion de género y especie son las proteinas de membrana externa
(omp), omp2b, omp2a y omp25/31 (Axel Cloeckaert et al. 1996; Ficht et al. 1989), 16SrRNA entre
otros (Kumar et al. 2019; Yu and Nielsen 2010).

De manera particular omp2a-b y bcsp31 son genes que codifican proteinas componentes
importantes de la membrana externa de Brucella y son altamente inmunogénicas que desencadenan
una respuesta de inmunidad humoral y celular en el huésped (Imtiaz et al., 2018; Kim et al., 2017)

que fueron estudiadas en un principio por la necesidad para el desarrollo de vacunas y el



INFORMACION FILOGENETICA DE LOS GENES besp31, omp2a y omp2b EN EL
DIAGNOSTICO Y EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Brucella spp.

diagnostico de la enfermedad, sin embargo, se ha podido recabar informacién importante para la
tipificacion molecular de las especies y algunas biovariedades (Axel Cloeckaert et al. 1996).

En el locus omp2 se codifica una de las proteinas de superficie mas importantes, omp de 36
kDa desde B. abortus por primera vez, se compone de dos genes orientados en direcciones opuestas
que se relacionan entre si omp2a 'y omp2b, se encuentran separados por 900 bp, donde omp2b fue
el Unico en expresarse, al menos en B. abortus (Ficht et al. 1989). Son genes altamente homdlogos
los cuales varian en sustituciones de nucleétidos, pequefias inserciones y deleciones (Ficht et al.
1996) a partir de esta premisa en estudios posteriores se encontré que las especies de Brucella
tienen una copia de omp2a y omp2b, en contraste con B. ovis donde se encontrd dos copias de
omp2a y ninguna de omp2b (Smith and Ficht 1990). El analisis de algunos de estos genes ha
generado similares relaciones evolutivas comparadas con la filogenia de un genoma completo,
como el trabajo propuesto por Tanaka et al. (1997) que apoyo la division del género en la especies
clasicas (Tanaka et al. 1977).

Determinar la variabilidad genética, ayudara a develar la situacion de la enfermedad en
sitios denominados ganaderos dentro de ciertas zonas geograficas en el pais, esta enfermedad
zoondtica ha creado consecuencias de importancia epidemioldgica para el manejo y el impacto en
la salud publica. Nuestro objetivo fue analizar la informacién filogenética de tres marcadores
moleculares (bcsp31, omp2ay omp2b), inferir los patrones evolutivos de cada gen y determinar su
utilidad en la identificacion del género, especies y variedades a partir de muestras animales y
humanas obtenidas de distintas provincias del Ecuador en los afios 2008 al 2017 almacenadas en

el cepario del Instituto de Investigacion en Zoonosis - CIZ.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se utilizaron muestras de ADN bacteriano obtenidas de hospedadores animales y humanos
entre los afios 2008 al 2017 del banco de muestras del Instituto de Zoonosis-CIZ de la Universidad
Central del Ecuador. Un total de 74 muestras obtenidas de bovinos, caninos y humanos, de las
provincias del Carchi, Imbabura, Santo Domingo de los Tséchilas, Pichincha y Guayas, a partir de
un grupo almacenado a -20°C en ultracongelacion, y en el otro mediante una extraccion de ADN a
partir de suspensiones de 2 - 3 colonias bacterianas que se encontraban en 500 UL de agua destilada
estéril, inactivadas.
Extraccion de ADN

Se utilizo el protocolo basado en Chelex®-100 de Nishiguchi et al., (2002) y Al-Ajlan et
al., (2011) modificado, donde se tomd la suspension de colonias sometiéndolas a una primera
centrifugacion a 2000 g por 10 min y se elimino el sobrenadante, el pellet obtenido se resuspendid
en 200 pL de Buffer TE, luego se afiadié 100 pL de Chelex®-100 al 10%, 3 pL de Proteinasa K
(20 mg/pL) y 30 pL de SDS 10%. Luego se realizaron incubaciones; a 56°C por 1 hora, 100°C por
10 min'y 70°C por 20 min. Posteriormente, se sometio a una ultima centrifugacion a 1300 g por 5
min, finalmente el sobrenadante fue transferido a un nuevo microtubo de 1.5 mL; estas muestras
fueron almacenadas -20°C en ultracongelacion hasta su posterior uso.
Diagndstico molecular previo por PCR 1S711 y Bruce-ladder

Parte de las muestras de ADN bacteriano de Brucella spp. se almacenaron un largo tiempo,
por esa razon se tomo las 74 muestras para comprobar la integridad del producto aplicando los

métodos PCR 1S711 y Bruce-ladder.
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La PCR-IS711 con los primers 1S6501 (F) GATAGAAGGCTTGAAGCT TGCGGAC y
I1S6501 (R) ACGCCGGTGTATGGGAAAGGCTTTT identifica el gen IS711 de 260 bp y permite
determinar si el ADN bacteriano pertenece al género Brucella (Clavareau et al. 1998). EI proceso
de termociclado para la obtencion de amplicones se dio a un volumen final de 20 pL; con una
concentracion 1X de buffer, 0.2 mM de dNTPs, 1.5mM de MgCl,, 1 UM de cada primer, 5% de
DMSO, 2.5U/100uL de Taq, con un volumen de 2 uL de ADN y agua ultrapura. De acuerdo con
el siguiente programa; denaturacion inicial 94°C por 5 minutos, luego 35 ciclos de denaturacién a
94°C por 1 min, hibridacion a 62°C por 1 min y extension de 72°C por 45 seg y posteriormente la
extension final a 72°C por 10 minutos. Para visualizar el resultado se utiliz6 electroforesis en gel
de agarosa 2%, usando bromuro de etidio como revelador, a 100 voltios por 15 minutos y el gel se
observo en un transiluminador.

PCR Bruce-ladder se trata de un multiplex, que identifica seis especies del género Brucella
spp. Yy tres cepas vacunales (Garcia-Yoldi et al. 2006; | Lopez-Gofii et al. 2008). Se usd 1X de
buffer, 0.4 mM dNTPs, 4 mM de MgCl,, 1.5U/25uL de Taq en conjunto con ocho pares de
cebadores especificados por Garcia-Yoldi et al. (2006) modificado cantidades como se muestra en
la Tabla 1 y agua ultrapura, para un volumen final de 25 pL. El proceso de termociclado para la
obtencién de amplicones se hizo con el siguiente programa; denaturacion inicial 95°C por 7
minutos, luego 25 ciclos de denaturacion a 95°C por 35 seg, hibridacién a 64°C por 45 seg y
extension de 72°C por 3 min y posteriormente la extension final a 72°C por 6 minutos. Para
visualizar el resultado se utilizé electroforesis en gel de agarosa 2%, usando bromuro de etidio

como revelador, a 100 voltios por 30 minutos y el gel se observo en el transiluminador.
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Tabla 1. Primers para Bruce-ladder tomado de (Garcia-Yoldi et al. 2006)

Tamaio de Cantidad

Cebador Secuencia (5°-3°) aplicon (bp) (uL)
al (BMEI0998f) ATC CTATTG CCC CGATAAGG 1682 0.5
a2 (BMEI0997r) GCT TCG CAT TTT CAC TGT AGC '
b1(BMEI0535f) GCG CATTCTTCG GTT ATG AA 450 (1320) 0.3
b2 (BMEIO536r) CGC AGG CGA AAA CAG CTATAA '
cl (BMEII0843f) TTT ACA CAG GCA ATC CAGCA 1071 0.3
c2 (BMEII0844r) GCG TCC AGT TGT TGT TGA TG '
d1(BMEI1436f) ACG CAG ACG ACC TTC GGT AT 204 0.3
d2 (BMEI1435r) TTT ATC CAT CGC CCT GTC AC '
el(BMEINI0428f) GCC GCT ATT ATG TGG ACT GG 5q7 0.3
e2 (BMEII0428r)  AAT GAC TTC ACG GTC GTT CG '
f1(BR0953f) GGA ACACTACGCCACCTTGT 97 0.3
f2(BR0953r) GAT GGA GCA AAC GCT GAAG '
g1(BMEI0752f) CAG GCA AAC CCT CAG AAGC 218 0.5
g2(BMEIO752r)  GAT GTG GTA ACG CAC ACC AA '
h1(BMEII0987f) CGC AGA CAG TGACCA TCA AA 152 0.3

h2(BMEII0987r)  GTA TTC AGC CCC CGT TAC CT

Obtencion de secuencias problema

Luego de establecer un banco de muestras validas (65), se realiz6 tres PCR convencionales
para obtener secuencias de bcsp31, omp2ay omp2b, con los protocolos a continuacion: para besp31
se utilizaron los cebadores B4 (F) TGGCTCGGTTGCCAATATCAA y B5 (R)
CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG para obtener un amplicon de 223bp (Mitka et al. 2007). El
proceso de termociclado se hizo con un volumen final de 25 pL con las especificaciones en el
master mix dadas por Mitka et al (2007) con 1X de buffer, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCly,
1 uM de cada cebador, 3U/100 uL de Taq, 5% de DMSO, con 2 pL de ADN y agua ultrapura, con

el siguiente programa de termociclado; denaturacion inicial 94°C por 3 minutos, luego 30 ciclos
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de denaturacién a 94°C por 30 seg, hibridacion a 60°C por 30 seg y extension de 72°C por 30 seg
y posteriormente la extension final a 72°C por 10 minutos.

Respecto a omp2a se usaron los primers 2aA (F) GGCTATTCAAAATTCTGGCG y 2aB
(R) ATCGATTCTCACGCTTTCGT paracel target objetivo de 1100 bp (A. Cloeckaert et al. 1995).
El master mix se modifico y realizé de acuerdo con lo descrito por Cloeckaert et al (1995) con 1X
de buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM de MgCl», 1 uM de cada cebador, 3U/100 pL de Taq, 5% de
DMSO, con 2 puL de ADN y agua ultrapura, para un volumen final de 25mL con un proceso de
termociclado de la siguiente manera; denaturacion inicial 94°C por 5 minutos, luego 35 ciclos; de
denaturacion a 94°C por 30 seg, hibridacion a 50°C por 2 min y extension de 72°C por 3 min.
Posteriormente la extension final a 72°C por 7 minutos.

Para omp2b se manejo los primers 2bA (F) CCTTCAGCCAAATCAGAATG y 2bB (R)
GGTCAGCATAAAAAGCAAGC para obtener la secuencia de 1200 bp (A. Cloeckaert et al.
1995). El master mix estuvo compuesta por 1X de buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM de MgCl», 1
MM de cada cebador, 3U/100 pL de Taq, 5% de DMSO, con 2 pL de ADN y agua ultrapura, para
un volumen final de 25mL. El proceso de termociclado se daré de la siguiente forma; denaturacion
inicial 94°C por 5 minutos, luego 35 ciclos; de denaturacion a 94°C por 45 seg, hibridacion a 58°C
por 1 miny extensién de 72°C por 1 min. Posteriormente la extension final a 72°C por 7 minutos.
El volumen final utilizado sera de 25 mL siguiendo el protocolo modificado a partir de Cloeckaert
et al (1995).

Todos los amplicones fueron visualizados por medio de electroforesis en gel de agarosa al
2%, usando bromuro de etidio como revelador, a 100 voltios por 40 minutos y el gel se observaron

las bandas positivas mediante en un fotorevelador.
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Analisis filogenéticos

Las secuencias de amplicones provenientes de Macrogen (Geumcheon-gu, Seul) fueron
examinadas con el software MEGA 10 (Kumar, Stecher, and Tamura 2015), para obtener
secuencias consenso a partir de cada par de primers utilizados y obtener el contig respectivo. En
los casos de no obtener secuencias limpias y confiables mayoritariamente con un primer forward o
reverse, se utilizaron directamente las secuencias del primer de mejor resolucion.

Las secuencias de cada gen fueron ordenadas en matrices y alineadas mediante ClustalW
(MEGAX) para la busqueda de homologias posicionales.Una vez alineadas se procedid a realizar
un analisis de Parsimonia Maxima (MP) de forma que se obtengan las relaciones evolutivas entre
las secuencias de las muestras con 100 adiciones al azar de taxa y caracteres (pares de bases),
algoritmo de barridos de ramas para obtener islas de arboles con TBR (Tree Bisection and
Reconnection) y remuestreos de matrices con 500 pseudoreplicas de bootstrap (Felsenstein 1985)
para el apoyo de clados o grupos formados que se muestran en porcentajes sobre el 100% en las
bases de los clados.

Para la verificacion de porcentajes de divergencia intra e interclados y secuencias se y se
realizo el célculo de distancias mediante una matriz de distancias por el método de p-distance. Se
utilizaron secuencias de grupos hermanos y externos y especies de referencia obtenidas de la base
de datos genbank-NCBI (National Center for Biotechnology Information). Los codigos de acceso
y especies/secuencias utilizadas se muestran en los anexos 2, 3 y 4. Se enraizaron los arboles con
grupos externos (Carpenter 1999) para definir la serie de transformacion de caracteres de

secuencias ancestrales a secuencias derivadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Diagnostico molecular y secuencias problema

En el Anexo 1 se establece las cepas que fueron identificadas mediante 1IS711 con un total
de 65 muestras de ADN bacteriano perteneciente a Brucella spp. que representan un 88% del total
analizadas al principio de la investigacion. Con Bruce-ladder se logré identificar 60 muestras
correspondientes a B. abortus y cinco con el patron especifico para B. canis, obtenidas de las
provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha y Santo Domingo de los Tsachilas: en haciendas
ganaderas, muestras humanas provenientes del Hospital Vozandes en Quito, y muestras caninas de
clinicas veterinarias. En la Tabla 2 se observa el nimero de muestras de B. abortus y B. canis
identificadas por Bruce-ladder de acuerdo con el hospedador y su procedencia.

Tabla 2. Procedencia y hospedador de las muestras utilizadas para el analisis molecular y filogenético.

Especie Hospedador Procedencia n
Bovino Leche 20
Bovino Ganglios/higado/bazo 30
Humano Sangre 7
B. abortus g
Humano Semen 1
Canino Utero 1
Canino Amigdala 1
Canino Testiculo 2
B. canis Canino Semen 1
Canino Desconocido 2

Las muestras descartadas pudieron haber estado dafiadas en el proceso de congelar y
descongelar para su evaluacion, aunque el producto de ADN se encuentre en un tampdn, los niveles
de resistencia de enlaces tienden a ser bajos y se rompen con facilidad como lo menciona Chung
et al. (2017) comprometiendo la integridad de la muestra.

La historia evolutiva de Brucella spp. se ha estimado por diversos marcadores moleculares

para algunas regiones cromosomicas de la bacteria, que han servido para la identificacion de la
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especie y biovariedades (Yu and Nielsen 2010), sin embargo se ha querido establecer una
construccion filogenética a través de otros genes como el omp2a y omp2b; que producen una
proteina de membrana, que se relacionan estrechamente con la virulencia de la bacteria y el gen
bscp31 considerado un marcador conservado que codifica una proteina antigénica periplasmatica
(Betsy J. Bricker 2002;Kumar et al. 2019).

Filogenia Gen bcsp31

Especificamente bcsp31 se ha usado en la deteccion del género Brucella a partir de muestras
sanguineas, de suero o de leche sin pasar por el crecimiento de la bacteria dentro del laboratorio
(Satei et al. 2020), sin embargo no se ha realizado un estudio que procure una evaluacion del gen
como posible indicador de la historia evolutiva del género.

El arbol filogenético obtenido a partir de este gen (Figura 1) incluye 68 secuencias de
nucledtidos: compuesta de 63 propias y cinco obtenidas de GenBank (Anexos 1y 4). Se dedujo
mediante el método de maxima parsimonia. Con un indice de consistencia de 0.96 (96% de
homologias). El arbol mas parsimonioso no muestra una estructuracion filogenética concordante
con la clasificacion de especies, ubicandose B. melitensis y B. canis dentro de los clados de B.
abortus y en forma parafilética.

Con el gen bcsp31 no fue posible tener un muestreo mas diverso se secuencias en genbank
debido a la poca disponibilidad a nivel especifico con este marcador. Sin embargo, la ausencia de
estructuracion filogenética apoya la tesis de Kumar et al. (2019), quienes sefialan que al ser una
secuencia muy conservada el polimorfismo de nucledtidos entre especies no es suficiente, asi
mismo Bricker et al. (1988) ratifica esta caracteristica para todas las especies y biovares, sin
embargo, no se expresa en B. ovis. Con la investigacion realizada por Da Costa et al. (1996) ademas

se pudo establecer que solamente una cepa de Ochrobactrum daba positivo a la reaccién, en
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comparacion a las demas bacterias estudiadas de la misma familia, sustentando la premisa de gen
conservado para el género Brucella.

Filogenia Genes omp2ay omp2b

Estos genes descritos por primera vez por Ficht et al. (1989), son homologos, se encuentran
en sentido contrario en hebras opuestas, dispuestos cabeza con cabeza y cada uno codifica una
proteina de membrana de aproximadamente 36kDa (1200 bp), ademés Bricker (2002) establece
que las secuencias son conservadas, pero poseen importantes polimorfismos lo que ayudara a la
identificacién de especies del género Brucella.

Para el andlis de estos locus se logro obtener secuencias limpias con los cebadores reverse
en ambos genes (omp2aB y omp2bB), lo que sugiere que trabaja mejor que su par forward en este
set de primers, no se ha evaluado esta distonia, sin embargo en este trabajo se los utiliza para la
construccion de arboles filogenéticos ya que en ensayos realizados por Bricker (2002) que
menciona que trabaja adecuadamente en la diferenciacion de especies de Brucella con el método
de PCR.

Posterior a la supresion de las regiones de baja calidad en las secuencias obtenidas por
omp2a, se obtuvo una matriz de 63 muestras validadas como propias (Anexo 1) y 17 obtenidas de
GenBank (Anexo 2), con un total de 80 secuencias (80 x 665 bp). El arbol obtenido bajo el método
de Méxima Parsimonia (Figura 2), resultd con un indice de consistencia de 0.81 (81% de
homologias).

La hipGtesis del gen omp2a muestra un arbol estructurado concordante con clados
monofiléticos como lo establece Ficht et al. (1996) que representan especies filogenéticas bien
definidas con apoyos de bootstrap de 70% en promedio y que permite identificar molecularmente
las especies, adicionalmente corregir errores de identificacion del Bruce-ladder y de rotulacion-
identificacion de secuencias del genbank.
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El arbol enraizado con Ochrobactrum anthropi como outgroup (referencia), muestra una
topologia que leida de lo més ancestral o externo a lo derivado o interno: B suis como especie mas
externa, aunque con menos del 50% de apoyo (bootstrap), luego un clado monofileticos con (B
papionis + B cetis) + B ovis todos con apoyo entre 69-71%. Luego en la topologia se ubica el clado
con B microti (B pinnipedialis) + B canis en lo mas interno, apoyado externa e internamente con
un 69% incluyendo una secuencia erroneamente identificada como B suis (Alemania) ya que segun
establece Pappas et al. (2010) B. suis y B. canis son especies que se encuentran intimamente
relacionadas, por su evolucion al tiempo en el mismo ambiente. Por otra parte, Guzman-Verri et
al. (2019) describe que se consideraba a la especie canina como una biovariedad de B. suis 0 una
especie atipica, sin embargo, se empezaron a encontrar casos en humanos y perros que no habian
tenido contacto directo con algun hospedero preferencial de B. suis, sabiendo que las muestras
eran provenientes de veterinarias en la provincia de Pichincha, no se establece una infeccion por
especie atipica y se relacionan estrechamente con la secuencia proveniente de Estados Unidos
(U26439) que confirma la especie estudiada.

Luego se observa al clado monofiletico con B melitensis + B abortus como grupos
hermanos y mostrando a B abortus como la especie mas derivada del grupo Brucella spp,
incluyendo una secuencia de B ovis de China erréneamente identificada ya que como lo describe
Percin (2013), esta especie es poco 0 nada virulenta y solo ha encontrado en su hospedero de
preferencia (ovejas y carneros). Los clados taxondmicos estan coloreados en la Fig. 2 para su facil
visualizacion, asi como las secuencias que deben ser corregidas en su identificacion.

En el caso de B. pinnipedialis y B. ceti debido a que son especies marinas, se podria pensar
que deberian pertenecer al mismo clado, monofiléticas. Sin embargo, Moreno et al. (2002)
establece que las especies de Brucella de hospederos marinos tienen un alto polimorfismo en el

locus omp2a y omp2b en comparacion con las especies de hospederos terrestres, entonces su
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posicion parafilética, esta justificada. Sugiriendo que los hospedadores cetaceos y pinnipedos esta
ampliamente distribuido, esta diversidad se observa en la Fig. 2.

En un tercer nivel de identificacion molecular después de un primer acercamiento con Blast
y luego mediante la construccion filogenética, se calcularon los porcentajes de divergencia intra e
inter-especies mediante p-distance no corregida, que resultaron de la siguiente forma: entre B.
abortus y B. canis 2%; B. abortus y B. ceti 7%; B. abortus y B. suis 3%; B. abortus y B. ovis 3%;
B. abortus y B. pinnipedialis 2%; B. abortus y B. papionis 12%, y entre B. abortus y B. melitensis
de 2%. De esta forma la divergencia inter-especie varia entre 2 y 12%, las especies cercanas entre
2 a 3% especies mas alejadas en un 7% y las mas distantes evolutivamente en un 12%. La
divergencia intra-especie se pudo calcular con secuencias de B. abortus y B. canis la cual fue de
0.1%.

En resumen, se diferencian nueve grupos dispuestos en clados (Figura 2), que incluye
Brucella suis [(Brucella papionis + Brucella ceti) + Brucella ovis)] + [ (Brucella microti +
Brucella pinnipedialis + Brucella canis)] + [(Brucella melitensis +Brucella abortus)],
estableciendo una estructuracion evidente, en la que se que revela una topologia semejante a lo
mencionado por Pappas et al. (2010).

Asimismo, para la construccion del arbol filogenético con el gen omp2b se realizé la
supresion de las regiones de baja calidad en las secuencias obtenidas, adquiriendo una matriz de
57 muestras validadas como propias (Anexo 1) y 17 obtenidas de GenBank (Anexo 2), con un total
de 74 secuencias (74 x 650 bp). El arbol resultante de Méaxima Parsimonia (Figura 3), mostré un
indice de consistencia de 0.90 (90% de homologias).

La hipdtesis filogenética con omp2b muestra parafilia entre dos clados de abortus, el
primero se relaciona con una divergencia del 0% con la muestra B. abortus (KT304795) de Iran,

mientras que el segundo clado tiene una relacion parafilética con el grupo de B. canis, B. suis
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(AY903265), B. ovis (AF268035) y B. papionis (KJ510541) interactla con especies que no
corresponden de acuerdo a lo expuesto por Pappas et al. (2010). No se observa una estructuracién
taxondmica como en omp2a, con una mezcla de secuencias de distintas especies en los clados. Esta
mezcla podria ser indicador de recombinacion en este gen o de una alta variabilidad, lo que
permitiria usar este gen para un analisis evolutivo a nivel intra especifico y determinacion de
variantes. Ademas, la divergencia calculada inter-especie resulto como sigue: entre B. abortus y B.
canis de 4%, B. abortus y B. ceti de 7%, B. abortus y B. suis de 28%, B. abortus y B. ovis de 2%,
B. abortus y B. pinnipedialis de 6%, B. abortus y B. papionis de 3%, B. abortus y B. melitensis de
56% apoyando la hip6tesis de alta variabilidad al tener valores entre 2 y 56%

Es importante que la investigacion que se ha realizado en el Ecuador sobre la prevalencia
de Brucella, se complemente con herramientas bioinformaticas, de esta manera acceder a la
informacion acerca de esta enfermedad zoonoética a nivel mundial, que es el punto de partida para

la vigilar y controlar con mayor eficacia la enfermdad.
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Figura 1. Arbol filogenético de Brucella spp. mediante el gen besp31. Maxima parsimonia.
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Figura 2. Arbol filogenético de Brucella spp. mediante el gen Omp2a (reverse). Maxima parsimonia.
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Figura 3. Arbol filogenético de Brucella spp. mediante el gen Omp2b (reverse). Méaxima parsimonia.
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CONCLUSIONES

Se logro establecer la capacidad del gen besp31 para el diagndstico del género Brucella por
su secuencia altamente conservada, lo que podria dar inicio a nuevos estudios para el
establecimiento de protocolos en el estudio general del patdgeno en el Ecuador.

Los genes omp2a y omp2b son conservados pero tienen polimorfismo de nucle6tidos
importante para el establecimiento de patrones evolutivos.

Se evidenci6 que omp2b probablemente sufre de recombinacion o una alta varabilidad ya
que no se encontré una estructuracion filogenética y mezcla de secuencias en los clados no
estructurados y poca utilidad para fines diagndsticos de especies. Sin embargo, puede ser de
utilidad para los estudios de evolucidn y de variantes intra especie.

Con el gen omp2a que presentd clados definidos y apoyados acorde con especies
filogenéticas, que al ser analizadas, se pudo observar que se mantienen patrones evolutivos del
género, con las modificaciones més recientes, como la de que ubica a B. pinnipedialis en un clado
diferente respecto a B. ceti, sugiriendo origenes independientes entre especies marino-mamiferas.

RECOMENDACIONES

Pasos siguientes en esta investigacion deben apuntar a identificar las mutaciones/
sinapomorfias de los clados especificos para la comprender los cambios a nivel
aminiaciduco/proteina que pueden estar asociados a la especificidad por hospedadores (omp2a).

Utilizar bscp31 como identificador de Brucella spp por su caracter conservado.

Evaluar el gen omp2a para el estudio de las especies, su evolucion y saltos de hospedadores

asi como variantes de patogenicidad.
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Evaluar el gen omp2b en procesos de recombinacion, utilidad en analisis intra especie,
evolucion y variantes. Verificar secuencia a secuencia estas caracteristicas comparando omp2a y
omp2b.
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1. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de datos de cepas estudiadas.

Cadigo filogenia

Codigo Omp2a Omp2b Especie Hospedero Procedencia
bcsp3l
(Reverse) (Reverse)
Abortus- Abortus-168- Abortus- .
1 168 168-besp31 Omp2aB 168-Omp2b Abortus Bovino/leche Nono
Abortus- Abortus-174- Abortus- .
2 174 174-bcsp3l Omp2aB 174-Omp2b Abortus Bovino/leche Nono
Abortus- Abortus-193- . .
3 193 193-besp3l Omp2aB - Abortus Bovino/leche Aychapicho
Abortus- Abortus-210- .
4 210 210-besp3l Omp2aB o Abortus Bovino/leche Marcelo Ibarra
Abortus- Abortus-302- . Hacienda Cortijo de
5 302 302-bcsp3l Omp2aB — Abortus Bovino Solanda (Perros)
Abortus- Abortus-319- Abortus- . Vacas positivas Zona
6 319 319-bcsp3l Omp2aB 319-Omp2b Abortus Bovino/leche Norte
7 346 Abortus- Abortus-346- Abortus- Abortus Bovino/ Hemocultivo | Tumba grande (SAN
346-bcsp3l Omp2aB 346-Omp2b (HVQ) GABRIEL)
Abortus- Abortus-288- Abortus- . NONO positivas a
8 288 288-bcsp3l Omp2aB 288-0Omp2b Abortus Bovino/11 Asc Hoslstein
Amiga Julio
Abortus- Abortus-331- Abortus- . L
9 331 331-besp3l Omp2aB 331-Omp2b Abortus Bovino/32 (Vero;:::lzrzorres)
Amiga Julio
Abortus- Abortus-344- Abortus- . .
10 344 344-hesp31 Omp2aB 344-Omp2b Abortus Bovino/56 (Verog::;;’:1 r‘l(’)orres)
Abortus- Abortus-422- Abortus- . .
11 422 422-besp31 Omp2aB 422-Omp2b Abortus Bovino/leche Aychapiccho
Abortus- Abortus-
12 | 1095 1005- | APOIUSTON | 005 Abortus Bovino/leche Santa Marta de Cuba
bcsp31 P Omp2b
Abortus- Abortus- Lloa Nicolas
13 | 1132 1132- Abgr;:;s;l;& 1132- Abortus Bovino/leche Sotomayor Hacienda
bcsp31 P Omp2b arrendada
Abortus- Abortus- .
14 | 1286 1086. | APOTS-1286- | Ty ogs Abortus Bovino/leche Santo Domingo-
Omp2aB encuesta Nacional
bcsp31 Omp2b
Abortus- ;
15 | 1306 Abortus-1306- 1306- Abortus Bovino/leche Santo Domingo-
Omp2aB encuesta Nacional
Omp2b
Abortus- Abortus- Guavas-encuesta
16 1325 1325- 1325- Abortus Bovino/leche %acional
bcsp31 Omp2b
Abortus- Abortus- . - .
17 1483 1483- Abgrrijsézéé%- 1483- Abortus Bovmo/sgar:gllo linf- Rllgc::rz;\]riﬁsgo.
bcsp31 P Omp2b P 9
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Machachi Francisco

18 70 70-besp3l Omp2aB omp2b Abortus Canino/ P2-utero B
Abortus- Abortus-84- Abortus-84- . . Machachi Francisco
19 84 84-besp3l Omp2aB omp2b Abortus Canino/ P4-amigdala B
20 345 Abortus- Abortus-345- Abortus- Abortus Humano/ HVQ JORGE ORBE
345-bcsp3l Omp2aB 345-Omp2b Hemocultivo (SAN GABRIEL)
Abortus- Abortus-947- Abortus- Humano/ HVQ Maria
21 941 947-bcsp31 Omp2aB 947-Omp2b Abortus Hemocultivo Sanguano CMQ
Abortus- Abortus-949- Abortus- HVQ Mario Mufioz
22| 949 | 9i9hcsp3l | Omp2aB | 949-Ompzh | APortus Humanof Semen (Carchi)
Abortus- Abortus-950- Abortus- Humano/ HVQ Gurtavo Chapi
23 950 950-bcsp31 Omp2aB 950-Omp2b Abortus Hemocultivo (Carchi)
Abortus- Abortus-
24 | 1076 1076- Abgrrt#zg%m' 1076- Abortus H;;’g:i’;g{/ . Jorge Ré’I”ZRoma”
bcsp31 P Omp2b
Abortus- Abortus- .
25 | 1373 1373- Abgr;‘l‘séflg& 1373- Abortus Humano/ Cepa HOSp'(gaL:i:g";?“‘m
bcsp31 P Omp2b
Abortus- Abortus- . .
26 | 1560 1560- Abgrgségo' 1560- Abortus Humano E"Zaﬁ’\fgx ifrac'a
besp3l P Omp2b
Abortus- Abortus-142- Abortus- .
27 142 142-besp3l Omp2aB 142-Omp2b Abortus Bovino/leche Marcelo Ibarra
Abortus- . L
28 | 1452 e Abgrrt#z;‘é&' 1452- Abortus BOV'”O/Sga‘:g"O"”f' Marlon_Tesis_Carchi
P Omp2b P
Abortus- Abortus- . L
29 | 1525 1525- AbgrrtT:‘S;SBZ‘r" 1525- Abortus BOV'”O/SﬂaTS"O"”f' Pablo_Tesis_lbarra
bcsp31 P Omp2b P
Abortus- . L
30 | 1537 1537- Abortus-1537- e Abortus Bovino/ ganglio linf- Marlon_Tesis_Carchi
Omp2aB supra
bcsp31
Abortus- Abortus- . - .
31| 1547 1547- e 1547- Abortus BOV'”O/Sgarr'g"o"”f' Rg:;zﬁsgo.
bcsp31 Omp2b P 9
Abortus- Abortus- Proyecto Brucelosis-
32 1564 1564- 1564- Abortus Bovino/ Higado y Machachi
bcsp31 Omp2b
Abortus- .
33 | 1569 1569- Abgrﬁsé;‘gfg' | Abortus Bovino/ Ganglio Proye&gcﬁ;‘éﬁ?'os's'
bcsp31 P
Abortus- Abortus- . . .
34 1600 1600- AbgrrtT:JS;GBOO- 1600- Abortus Bovino/ :rl]g?%o-bazo- Proyels/tlgclﬁgzﬁ?loms-
bcsp31 P Omp2b gang
Abortus- Abortus- . . .
35 1605 1605- Abgrrt#s;GBOS- 1605- Abortus Bovino/ :rl]g?ic:)o—bazo- Proyeli:/tlgclagléﬁ?loms-
bcsp31 P Omp2b gang
Abortus- Abortus- . . .
36 1627 1627- Abgrrt#séfliGBZ% 1627- Abortus Bovino/ er:rl]g,itici)o—bazo- Proyels/tlgcla;gﬁ?loms-
bcsp31 P Omp2b gang
Abortus- Abortus- . . .
37 1628 1628- Abgrrt#sé§6828- 1628- Abortus Bovino/ :r:gz;lici)o—bazo- Proyeﬁgcﬁ;ﬂﬁ?loms-
bcsp31 P Omp2b gang
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Abortus- Abortus- . . .
38 1629 1620- Abgrrgjsé§6829- 1620- Abortus Bovino/ :AQT%o—bazo- Proyels/tlgclﬁgléﬁ(ialosm-
bcsp31 P Omp2b gang
Abortus- Abortus- . . .
39 1630 1630- Abgrgs;GBSO- 1630- Abortus Bovino/ :r:gz;lic:)o—bazo- Proyelt\:/tlgclﬁgtéﬁeizlosw-
besp3l P Omp2b gang
Abortus-
40 | 1631 1631- Abortus-1631- — Abortus Bovino/ leche Lic. Maritza Celi
Omp2aB
bcsp31
Abortus- Abortus-
41| 1632 1632- Abgrr?séf;z' 1632- Abortus Bovino/ leche Lic. Maritza Celi
bcsp31 P Omp2b
Abortus- Abortus- . . .
42 1638 1638- Abgrgjsé;GBSS- 1638- Abortus Bovino/ : r|]gzliiocl)o-bazo- Proyelt\:/tlgclﬁgéﬁ?loms-
bcsp31 P Omp2b gang
Abortus- Abortus-
43| 1850 150- | APOIUSTE0- | T yggp Abortus Bovino/ leche Lic. Maritza Celi
bcsp31 P Omp2b
Canis- Canis-2106- | Canis-2106- Cumbaya-Clinica
44 2106 2106- Canis Canino/testiculo ya-
Omp2aB Omp2b veterinaria
bcsp31
Abortus- Abortus- .
45 | 2042 2247- Abgr;‘l‘sé?;z' 2247- Abortus Porcino/ Higado Proyegtzr'i;“fﬁlos's'
bcsp31 P Omp2b .
Abortus- Abortus- Agrocalidad
46 | 2438 2438- Abgrrt#séidé%- 2438- Abortus Bovino/ Ganglios Ltga.-Pastocalle-
bcsp31 P Omp2b Aliaga
Abortus- Agrocalidad
47 | 2439 2439- Abortus-2439- e Abortus Bovino/ Ganglios Ltga.-Pastocalle-
Omp2aB .
bcsp31 Aliaga
Abortus- Abortus- Agrocalidad
48 | 2441 2441- Abgrgs;gl- 2441- Abortus Bovino/ Ganglios Ltga.-Pastocalle-
bcsp31 P Omp2b Aliaga
Abortus- Abortus- Agrocalidad
49 | 2448 2448- Abgrrﬁjsé?;& 2448- Abortus Bovino/ Ganglios Ltga.-Pastocalle-
bcsp31 P Omp2b Aliaga
Abortus- Abortus- Agrocalidad
50 | 2496 2496- Abgrrfs;‘é%' 2496- Abortus Bovino/ Ganglios Cayambe- Hda.
bcsp31 P Omp2b Santa Susana
Canis- . .
51 | 2505 2505- Canis-2505- | Canis-2505- | i Canino/testiculo
Omp2aB Omp2b
bcsp31
Abortus- Abortus- Agrocalidad
52 | 2533 2533- Abgr;:JséiEéS& 2533- Abortus Bovino/ Ganglios Machachi-Sta.Rosa
bcsp31 P Omp2b de Taguachi
Agrocalidad
Abortus- Abortus-
53 | 2539 2539- | APOrus-2539- 2530- Abortus Bovino/ Ganglios Esmeraldas-San
besp3l Omp2aB Omp2b Mateo
Hda.Angela Teresa
Canis- | anis-2620- | Canis-2620-
54 2620 2620- Canis Canino/semen Clinica veterinaria
besp3l Omp2aB Omp2b
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Abortus- Abortus-2640- Abortus- Agrocalidad
55 2640 2640- Omp2aB 2640- Abortus Bovino/ Ganglios Cayambe, Vinicio de
besp31 P Omp2b la Cruz
Abortus- Abortus-
56 | 2795 2795- Abgr;:Jsé?B%- 2795- Abortus Bovino/ Ganglios Pintag-Ubillus
bcsp31 P Omp2b
Abortus- Abortus-
57 | 2797 2797- Abgrr:fszg?' 2797- Abortus Bovino/ Ganglios Pintag-Ubillus
bcsp31 P Omp2b
Abortus- Abortus-
58 | 2798 | 2798 | APUWS2798- | “o7g8 | Abortus | Bovino/ Ganglios Pintag-Ubillus
Omp2aB
bcsp31 Omp2b
Abortus- Abortus-
59 | 2800 2800- Abgr;:;siSBOO- 2800- Abortus |  Bovino/ Ganglios Pintag-Ubillus
bcsp31 P Omp2b
Abortus-
60 | 2812 2812- Abgrt”5'2812' e Abortus |  Bovino/ Ganglios Pintag-Ubillus
mp2aB
bcsp31
Abortus- Abortus-
61 | 2819 2819- AbgrrtT:JSfBlg' 2819- Abortus |  Bovino/ Ganglios Pintag-Ubillus
bcsp31 P Omp2b
Abortus- Abortus-
62 | 2822 2820 | APOrus-2822- 2822- Abortus Bovino/ Ganglios Pintag-Ubillus
Omp2aB
bcsp31 Omp2b
Abortus- Abortus-
63 | 2827 2827- Abortus-2827- 2827- Abortus Bovino/ leche Yanayacu (curso)
Omp2aB
bcsp31 Omp2b
Canis- . .
Canis-2901- Canis-2901- . .
64 2901 2901- Omp2aB omp2b Canis Canino
bcsp31
Canis-AC- Canis-AC- Canis-AC- .
65 AC bcsp31 Omp2aB Omp2b Canis
TOTAL 63 62 57
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Anexo 2. Secuencias GenBank para Omp2a.

Cadigo de

Género Especie Origen Huésped adhesion Autor
Brucella ceti Toscana - delfin rayado JX678011 Albaetal., 2013
Italia (Ganglios)
Escocia Delfin comln FJ415893 Magquart, Zygmunt, and
Cloeckaert, 2009
Brucella suis Alemania AM712085 Scholz et al. 2008
Australia Roedor salvaje AY008721 Paquet et al. 2001
Brucella ovis Francia Carnero de campo AY008720 Paquet et al. 2001
China DQ861301 Wang,Y. et al. 2006
Brucella microti Austria Zorro comdn AMO943812 Holger Christian Scholz et al.
2009
Brucella pinnipedialis Alemania Foca comln DQ059380 Prenger-Berninghoff et al. 2008
Noruega Foca encapuchada FJ415889 Maquart, Zygmunt, and
Cloeckaert, 2009
Brucella abortus Francia Cepa de vacuna AY008719 Paquet et al. 2001
India Bufalo silvestre FN552432 Vivekananda,M., 2009
Estados Toro U26438  Ficht et al. 1996
Unidos
Brucella papionis Francia babuino (utero) KJ493823 Whatmore et al. 2014
Brucella canis Estados Perro domestico U26439  Fichtetal. 1996
Unidos
Brucella melitensis India Hombre (sangre) FN552438 Vivekananda,M., 2009
Iraq Cabra (secrecion) KT896748 Talib, S.M., 2015
Iran Hombre MF966952 Bahmani et al. 2017
Iran Oveja MF966953 Bahmani et al. 2017
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Anexo 3. Secuencias GenBank para Omp2b.

Género Especie Origen Huésped c;gdhg?éc:]e Autor
Brucella ceti Toscana - delfin rayado JX678012 Albaetal., 2013
Italia (Ganglios)
Escocia Delfin comln FJ415894 Magquart, Zygmunt, and
Cloeckaert, 2009
Brucella suis Estados Humano AY903265 Ferrdo-Beck et al. 2006
Unidos
China Cerdo AY989888 Bu,Z et al.,2005
Brucella ovis Francia Carnero de campo AF268035 Paquet et al. 2001
China Oveja EF534310 Wang etal. 2016
Brucella sp. India KC847060 Patil, M.R. etal., 2013
Brucella pinnipedialis Alemania Foca comun DQO059381 Prenger-Berninghoff et al. 2008
Noruega Foca encapuchada FJ415890 Maquart, Zygmunt, and
Cloeckaert, 2009
Brucella abortus China Hombre (sangre) MG356792 Wang etal., 2017
India Cepa de vacuna KC847058 Patil,M. R. etal., 2013
Iran Coleccion microbiana  KT304795 Golshani et al. 2016
Brucella papionis Francia babuino (utero) KJ510541 Whatmore et al. 2014
Brucella canis Estados Perro domestico U26439  Fichtetal. 1996
Unidos
Brucella melitensis China AY989891 Bu, Z. etal., 2005
Iraq Cabra (secrecion KT896746 Talib, S.M., 2015

vaginal)
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Anexo 4. Secuencias GenBank para bcsp31.

Género Especie Origen Huésped c;gigi)é(:]e Autor
Brucella abortus India Ganado (leche) MHO045846 Thorat,V.D. etal., 2018
India Vaca (fluido vaginal) HQ132292 Londhe,S.P. etal., 2010
India Humano (sangre) MK240101 Jindal,P. and Singh,B.B., 2018
Brucella sp. Alemania HE603359 Eisenberg,T. etal., 2011
Brucella melitensis Kenia Cabra (leche) MK531856 Wainaina et al. 2020
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