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Resumen

La prevalencia de la brucelosis canina por B. canis, esta aumentando a nivel mundial, al igual que
los reportes en personas. La ausencia de vacunas y de programas de control, permiten predecir una rapida
expansion de la enfermedad, con el consecuente impacto en la reproduccion canina y en la Salud Publica.
Por lo anterior, es urgente analizar candidatos vacunales que consideren las caracteristicas genémicas de
las cepas circulantes a nivel mundial, toda vez que se ha comprobado variabilidad genética, particularmente
en genes asociados a factores de virulencia tales como proteinas de membrana externa y sistema de
secrecion tipo I'V. La presencia de un conglomerado genético de cepas Latinoamericanas de B. canis debe
ser considerado en estudios futuros de tal manera de generar productos vacunales sin limitaciones
geograficas.
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Resumo

A prevaléncia da brucelose canina por B. canis estd aumentando em todo o mundo, assim como
os relatos em humanos. A falta de vacinas e programas de controle prevéem uma rapida disseminacdo da
doenga, com conseqiiente impacto sobre a reproducado canina e a saude publica. Portanto, ¢ urgente analisar
os candidatos a vacina que consideram as caracteristicas gendmicas das cepas que circulam pelo mundo,
uma vez que a variabilidade genética foi comprovada, particularmente nos genes associados a fatores de
viruléncia, como as proteinas da membrana externa e o sistema de secregdo tipo IV. A presenca de um
grupo genético de linhagens latino-americanas de B. canis deve ser considerada em estudos futuros a fim
de gerar produtos vacinais sem limitagdes geograficas.

Palavras-chave: B. canis, brucelose, vacinas, infertilidade.
Introduccion

Brucella canis causa la brucelosis en los perros y accidentalmente afecta al hombre, existiendo
multiples reportes a nivel mundial (Santos et al., 2021). Es la principal causa infecciosa de fallas
reproductivas que genera grandes pérdidas econdémicas en criaderos de perros, con seroprevalencias
mundiales entre 6% a 57%, considerandose endémica en Sudamérica (Kauffman et al., 2019; Santos et al.,
2021). En el hombre, las seroprevalencias en grupos especificos de personas va entre 0,2 a 9% y la
enfermedad se presenta con sintomas leves e inespecificos, preferentemente en laboratoristas, personas que
trabajan con perros, nifios y pacientes inmunocomprometidos (Hensel et al., 2018).

La facilidad de la transmision (sexual, transplacentaria, conjuntival y oronasal), la ausencia de
terapia efectiva, la adopcion de mascotas sin certificacion de salud y la ausencia de programas de control,
permiten proyectar la rapida progresion de la enfermedad, que aun no cuenta con vacunas comerciales. Por
ello, es prioritario que se analice el genoma de las cepas circulantes buscando marcadores moleculares
especificos para optimizar el diagnéstico, apoyar la trazabilidad, analizar la virulencia, caracterizar la
interaccion hospedero-patdgeno, e identificar candidatos vacunales relevantes basados en la patogenia
molecular de B. canis (Vidal et al., 2018; Lopes et al., 2022).

En la gendmica del género Brucella spp., llama la atenciéon que aun cuando existe elevado grado
de similitud entre especies (aprox. 97%), ellas presentan importantes diferencias tales como i) especificidad
de hospedero, ii) riesgo para la salud ptiblica vy, iii) factores de virulencia. Estas diferencias sugieren que la
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diversidad gendmica podria dar cuenta de aspectos fundamentales de interaccion hospedero-patogeno y de
mecanismos de virulencia, debidas a reduccion de genoma, polimosfismos de nucleétidos simples vy,
elementos genéticos moéviles, entre otros. En la especie Brucella canis, los estudios son relativamente
recientes y menores en comparacion con las especies de Brucella tradicionales.

Los estudios de variabilidad génica de B. canis han utilizado herramientas de secuenciacion de
profagos (Kaden et al., 2014), caracterizacion de mutaciones en factores de virulencia (Lopes et al., 2022),
secuencia de genoma completo (Wang et al., 2018) y MLV A (Di et al., 2014), siendo estos dos ultimos los
de mayor poder de discriminacion. Asi, en China, se demostré una baja variabilidad genética y la presencia
de una mutacion en el gen omp25, similar a cepas de Alemania y Sudafrica. Al ser comparadas con cepas
de otros paises se determind una elevada variabilidad (Di et al., 2014). En Suecia, Kaden et al. (2014),
describen que la cepa de referencia B. canis SVA 13, presenta el mismo contenido de profagos que cepas
Americanas, Africanas y Europeas pero no con la cepa de referencia Colombiana, B. canis Oliveri. En
Latinoamérica, tempranamente se identifico al genotipo 2 como caracteristico en perros de criaderos de
Medellin, Colombia (Ortiz et al., 2012), demostrandose ademas la proximidad filogenética de la cepa de
referencia con la cepa Americana (ATCC 23365) y Coreana (HSK A52141) (Sanchez-Jiménez et al., 2015).
En Brasil, Ferreira Vicente et al. (2018) determinaron la existencia de dos linajes, el primero agrup6 cepas
de Europa, Asia y USA, mientras que el segundo incluyd a todas las cepas Sudamericanas (Argentina,
Colombia, Brasil y Chile). Se concluyd la circulacion de un clon dominante en criaderos de Brasil,
sugiriendo la llegada de una cepa Argentina y de cepas desde USA y/o México a Colombia, seguido de
diseminacion a Brasil, Argentina y Chile. Resultados similares obtuvieron Lopes et al. (2022), quienes
agruparon las cepas Latinoamericanas en un conglomerado inico, de acuerdo a un SNP del gen omp?25.
Nuestro grupo de investigacion caracterizo el genoma de la cepa de referencia Chilena, B. canis SCL,
corroborando la hipotesis de la ruta de transmision sugerida en Brasil. Detectamos SNP en los genes del
operon Ure, omp25, omp31 y operon virB, mutaciones que podrian tener un impacto en virulencia y
adaptacion al hospedero. La mutacion del gen omp31 afecta la longitud de la proteina (cambio a codon
stop) y es solo compartida con las cepas Sudamericanas (Borie et al., 2021). Finalmente, es importante
destacar que las mutaciones en genes omp 25/31 y operén virB deben ser valoradas en su funcionalidad y
en estudios vacunales ya que, por ser considerados factores de virulencia, son utilizados frecuentemente
como candidatos (Tabla 1).

Clausse et al. (2017) analizaron la vacuna recombinante BLSOmp31 en 5 perros. El producto
contiene una porcion del sitio activo de la proteina Omp31, covalentemente unida a la proteina citosélica
Lumasina sintetasa (BL) adsorbida en gel de Hidroxido de Alumnio (HA). La vacuna se inyect6 via SC a
4 perros de cinco meses de edad, considerando en algunos, tres booster cada tres semanas, mas un booster
anual. Determinaron elevados niveles de IgG hasta la 13 semana post vacunacion, a diferencia del perro
control (p<0.001). Luego, los niveles bajaron y permanecieron estables al menos hasta la semana 45. El
booster siguié la misma cinética que la primovacunacion. Los anticuerpos no interfirieron con técnica de
aglutinaciéon RSAT y la vacuna indujo una respuesta Th2, algo diferente a lo observado en modelo murino
donde desarrollaron una respuesta Th1/Th2. Ademas, la vacuna indujo respuesta humoral de mucosas (IgA
e IgQ) en saliva, secrecion prepucial y 1agrimas. Finalmente, los autores sefialan que la actividad bactericida
del suero y la actividad opsonizante de los anticuerpos inducidos por la vacuna podrian tener un rol
protectivo en la etapa inicial de bacteremia, impidiendo entrar a B. canis en tejidos blancos.

Recientemente, Eckstein et al. (2020) utilizaron una cepa de Brucella ovis mutante en un
transportador ABC para un estudio protectivo contra B canis en modelo murino y en macroéfagos de perros;
sus buenos resultados los llevaron a demostrar la seguridad del preparado al ser inoculado en perros no
infectados. Para ello, inyectaron la vacuna previamente encapsulada en alginato, via SC en 5 perros de 1-2
afios de edad y los evaluaron clinicamente a los 1,2,3,5, y 9 dias. Luego, cada dos semanas se evaluaron
parametros clinicos, hematologicos, de aislamiento y deteccion por PCR. A las 21 semanas los animales
recibieron eutanasia, obteniendo diferentes tejidos y secreciones para deteccion bacterioldgica por cultivo
y PCR y, para analisis histopatologicos. Se concluyd que la vacuna es segura ya que no produjo signos
clinicos, solo una reaccion local en el punto de inoculacidon que regres6 a las 4 semanas post inyeccion. Los
perros controles (5) que solo recibieron una inyeccion con capsula de alginato, no desarrollaron alteraciones
en el punto de inoculaciéon. En los 10 perros no hubo cambios en pardmetros hematologicos ni bioquimicos
ni cambios a nivel genital. No se detectd la cepa vacunal en tejidos, excepto en linfonodos del punto de
inoculacion en dos perros inmunizados. Se detectd seroconversion contra Brucella rugosas en 80% de los
perros (4/5) a la cuarta semana postinmunizacion.

Finalmente, la variabilidad genética observada entre cepas de los conglomerados Asiatico,
Europeo, Americano (USA) y Sudamericano, sostiene que el estudio de candidatos vacunales sea mediante
analisis genomico de las cepas circulantes, de tal manera de ofrecer vacunas efectivas sin limitaciones
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geograficas. Si bien, las propuestas vacunales hasta la fecha son variadas (Tabla 1) en cuanto a tipo de
vacuna, cepa, dosis, proteccion y modelo experimental, atin no hay un preparado comercial que permita
detener la expansion de la brucelosis canina considerando la variabilidad genética respecto a factores de
virulencia.

Tabla 1. Candidatos para vacunas contra B. canis.

Candidato Tipo de vacuna Modelo Indice de Referencia
Proteccion
B. canis Bacterina Murino 3.48 Clausse et al. 2014
rOmp31 Vacuna ADN Murino 1.86 Clausse et al. 2014
BLSOmp31 Vacuna ADN Perros Seroconversion, Clausse et al. 2017
respuesta Th2
B. canis “ghost” | Bacterina sin | Murino 2.37 Quian et al. 2017
citoplasma ni genoma
B. canisAvirB10 | Viva atenuada Murino 1.91 Palomares-Resendiz et
al. 2012
B. canisAvjbR Viva atenuada Murino 4.14 Stranahan et al. 2020
B. ovisAabcBA | Viva encapsulada Murino 1.5 Eckstein et al. 2020
Perros Seroconversion y

ausencia de signos

Fuente: Adaptada de Stranahan et al., 2020.
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