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RESUMEN

La Brucelosis es una zoonosis, producida por el género Brucella. Este patbgeno no
solo afecta a animales de consumo, sino que también ha afectado a diversos
organismos de fauna silvestre, incluidos anfibios, peces y mamiferos marinos. En
la zona del eje Neovolcanico del Estado de Puebla, en el municipio de Guadalupe
Victoria, la brucelosis tiene una endemicidad de mas de 90 afios y se ha logrado
aislar a Brucella no solo de las cabras (principal actividad comercial) sino que
tambien de suelo y de agua de los Axalapascos Atexcac y La Preciosa. La fauna
silvestre que vive aledafia a la zona de los lagos crater, se encuentra
permanentemente expuesta a este patdgeno, por lo que, este estudio nos permitié
conocer si algun organismo de dicha fauna se encuentra infectada. EIl género
Sceloporus cuenta con una distribucion muy amplia en la zona, ademas, tiene
contacto directo con los lagos crater y las cabras, las caracteristicas propias del
genéro lo hacen un potencial portador, ya que las condiciones reproductivas del
lacertilio son muy favorecedoras para contagiarse. Los resultados corroboran la
presencia de Brucella sp en lagarijas Sceloporus megalepidurus siendo este el
primer reporte de Brucella en reptiles, ademas se logré aislar otros patbgenos como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp y Aspergillus fumigatus. Por lo tanto el
estudio realizado nos da a conocer solo algunos de los muchos patégenos que
estan afectando a la fauna silvestre, en la zona del eje Neovolcanico del Estado de

Puebla.

Palabras Clave: Zoonosis, Reservorio emergente, Brucella, Brucelosis, Sceloporus

sp, Axalapscos.



INTRODUCCION

Una zoonosis es una enfermedad infecciosa que puede transmitirse entre los
animales y de éstos al humano, los animales pueden ser tanto silvestres como
domeésticos. La Brucelosis es una zoonosis, producida por bacterias del género
Brucella, la cual infecta principalmente a células fagociticas y no fagociticas,
ademas de Uteros gravidos de sus hospederos animales, generando aborto y
esterilidad, de ahi, la importancia econémica por pérdidas en leche y carne de los
animales, aunado al problema de salud publica por los casos en humanos (OMS,
2011). Al igual que en otras partes del mundo, es posible que en México gran parte
de la diversidad bioldgica se pierda como consecuencia de las enfermedades que
afectan la fauna silvestre. Actualmente Brucella cuenta con 10 especies y se siguen
descubriendo mas (Papas, 2010; Whatmore et al, 2015), lo que sugiere que éste
género es una bacteria que esté evolucionando.

En el estado de Puebla, esta enfermedad se detectd6 hace 92 afios en cabras
murcianas (Placeres, 1921 en Ruiz Castafieda, 1986), y a la fecha no se ha logrado
controlar ni erradicar de la zona oriente de los Llanos de San Juan en Eje
Neovolcanico. Cabe mencionar que estos reportes solo contemplan casos de
infeccion en humanos y ganado. Por su parte Castafieda, et al, en 2005, reporta el
aislamiento y sobrevivencia de Brucella melitensis en diversos ecosistemas como:
suelo, agua estancada y de lluvia en la Comunidad de Emilio Portes Gil del
Municipio de San Nicolas Buenos Aires, Puebla, mismo que constituyé el primer
estudio ambiental en donde se observa al género Brucella en un habitat diferente al
animal y humano. En 2010, se reporta la diseminacion de Brucella spp hacia
reservorios emergentes como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), el bagre
del Nilo (Clarias gariepinus), y la rana toro (Lithobates catesbeianus) (Gelev et al.
2010; El-Tras, 2010; O"Callagan, 2011: Whatmore et al 2015); Esto comprob6 la
evolucion constante del patégeno y su migracibn hacia nuevos nichos,
compartimientos taxonémicos o ecosistemas. Por su parte Cruz en 2013, aislo e

identifico a Brucella en el agua de los Axalapascos de Alchichica, Quechulac,



Atexcac y La Preciosa, correspondientes a los municipios de Tepeyahualco y

Guadalupe Victoria, en Puebla.



ANTECEDENTES

Generalidades de Brucella

El género Brucella pertenece al grupo de las alfa-proteobacterias y a la clase
Rhizobiales. Por lo que evolutivamente derivan de antepasados que infectan y
parasitan suelo y plantas (OMS, 2011). Actualmente cuenta con 11 especies
(Whatmore et al, 2015), las cuales se han diferenciado con base en sus
caracteristicas antigénicas y a su hospedero animal.

Los microorganismos de Brucella son bacterias Gram negativas, este género es
conocido principalmente por ser responsable de la enfermedad llamada brucelosis
o fiebre de Malta (Maves et al ,2011). Las especies de Brucella son cocobacilos de
0,5 a 0,7 um de didmetro por 0.6-1.5 um de largo, intracelulares facultativos, acido-
alcohol resistentes que carecen de cépsula, flagelos o plasmidos nativos; tampoco
generan esporas (Mantur et al, 2007). Poseen una envoltura celular caracteristica:
la membrana externa (ME), la membrana interna y el periplasma entre ambas. En
el periplasma hay proteinas y un gel glucopeptidico denominado peptidoglucano
(PG) responsable de la forma e integridad osmatica de la bacteria. El citoplasma es
rico en ADN, ARN, y proteinas (Ortega et al, 2013). Las especies denominadas
“brucelas clasicas” se han subdividido a su vez en biovares, que se distinguen por
diferentes caracteristicas bioquimicas, de comportamiento, o ambas, frente a los
sueros monoespecificos Brucella abortus y Brucella melitensis. De esta manera, B.
melitensis se subdivide en tres biovares (1-3); B. abortus, en siete (1-9) ya que se
suprimieron los biovares 7 y 8, y el actual biovar 7 corresponde al 9 de la
clasificacion anterior, y Brucella suis, en 5 (Garcia et al, 2014; Ortega et al, 2013).
La tipificacion en biovares constituye una herramienta util en la investigacidén en ese
campo. B. abortus tiene una gran plasticidad entre los caracteres que se determinan
por los métodos convencionales, tales como el requerimiento de CO, para el
crecimiento, la sensibilidad o tolerancia a los colorantes de anilina, la produccion de
H,S y otros (Acha y Szyfres, 2003). Menos plasticidad demuestran B. melitensis y
B. suis (Meyer, 1984). EI genoma del género Brucella, sin embargo; es muy
homogéneo, (Verger et al, 1985), en un estudio de hibridacién de ADN-ADN. Estos

investigadores proponen mantener una sola especie B. melitensis subdividida en



seis biogrupos, que corresponderian a seis especies. Sin embargo, para efectos
practicos, y de alcance de este trabajo se seguira el criterio que divide el género en
especies y biovares (OMS, 2012).

La falta de polimorfismo genético de las especies de Brucella (Gandara et al, 2001)
dificulta su identificacion, ya sea por Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico o
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). A diferencia de lo que sucede con
otras bacterias patdégenas, la identificacion de las distintas especies de Brucella no
se logra mediante la secuenciacion del ARNr 16S ni con la amplificacion de la region
del ADN ribosémico situada entre el 16S y el 23S (Ortega et al, 2013).

Unade las técnicas mas eficientes para la diferenciacion entre las distintas especies
de Brucella consiste en aprovechar la variabilidad en una secuencia de insercion en
el cromosoma, 1S711, generandose diferentes tamafios de ampliacion segun la
especie, diferenciando de esta forma B.abortus, B.melitensis, B.ovis y B, suis
(Ortega et al, 2013; Bricker y Halling,1994).La utilizacion de la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) multiple de nueva generacién, con 8 parejas de
partidores especie especificos, que amplifican 7 productos con diferencias en
namero y tamafio, se han logrado identificar B.abortus, B. melitensis, B.suis, B.ovis,

B.canis, B.neotomae, B. pinnipedalis y B. ceti (Whatmore et al, 2007).

GEN bp26/I1S711

El Gen bp26/IS711 es un gen altamente conservado y especifico del género
Brucella que codifica a la proteina Omp28 que se encuentra en el periplasma, ha
sido identificada como un importante antigeno diagnéstico de brucelosis. Esta
proteina es altamente conservada entre B. abortus, B. suis, B.ovis, B. canis, B.
neotomae y B. melitensis ademas de que dicha proteina es utilizada ampliamente
como un marcador de diagnostico y de vacunacion contra la brucelosis. La proteina
omp28 es un antigeno protector e inductor de respuestas celulares, no solo eleva

lgG, sino que también, la respuesta celular de IFN e IL4-6 (Qui et al, 2012).



Brucella en el Mundo

El primer caso de brucelosis humana reportado a nivel mundial fue en un
Australopithecus africanus encontrado en Sudafrica, estos antepasados convivieron
con cabras infectadas y desde ese entonces a la fecha se documentan los datos
epidemiolégicos de esta enfermedad zoonética (D"Anastasio et &l., 2010). La
brucelosis se encuentra en todo el mundo pero esta controlada en la mayoria de los
paises desarrollados. La enfermedad clinica todavia es comun en el Medio Oriente,
Asia, Africa, América Central y del Sur, Cuenca Mediterranea y el Caribe. Las
especies de Brucella varian en su distribucion geografica. B. abortus se encuentra
en todo el mundo, en las regiones ganaderas, se ha logrado aislar en animales
silvestres de los que no se tenian registro como son: camellos en Africa, focas
(Phoca vitulina) en Noruega, delfines (Delphinus delphis) en Escocia, delfines nariz
de botella ( Tursiops truncatus) en California, este ultimo aislado de un feto abortado
de un organismo en cautiverio (Godfroid et al, 2005 ; Kasooha, 2009; CFSPH, 2009).
En Paises como Canadd, Japdn, Australia, Nueva Zelanda y paises del centro de
Europa se consideran libres de Brucella, en 2008 12 paises de la union Europea
fueron declarados libres de Brucelosis en el ganado Bovino, Caprino y Porcino
(Garcia et al 2014,). Sin embargo, se ha reportado la presencia de B. melitensis
es ranas blancas en Alemania, pais que se consideraba un pais libre de Brucella
(Whatmore et al, 2015). Los reservorios de la fauna silvestre, tales como los cerdos
salvajes, el bison, el alce y las liebres europeas complican los esfuerzos de
erradicacion para B. abortus y B. suis.

En América Latina los primeros estudios se realizaron en Argentina y en México
desde 1920, desde entonces esta catalogada como una de las zoonosis bacterianas
mas importantes en el pais alcanzando incidencias anuales de hasta un 10% (OMS,
2009).

Prevalencia de Brucella en México
En el territorio nacional, la mayor incidencia de brucelosis bovina se observa en el
ganado de establoy en areas de alta densidad animal, como son las zonas centro,

sureste y costeras. La brucelosis caprina tiene una distribucion mas amplia; se le



puede encontrar en todo el territorio nacional. La mayor frecuencia se registra en
aquellas entidades con gran concentracion de ganado caprino: Coahuila,
Chihuahua, Nuevo Leén, Tamaulipas, Guanajuato, Michoacén, Estado de México,
Querétaro y San Luis Potosi y Puebla (Hernandez et al, 1996; SAGARPA, 2015)
Fig 1. La brucelosis en la zona del Eje Noevolcanico del Estado de Puebla ha
prevalecido por mas de 90 afios. El Estado Puebla cuenta con el 15.4 % de la
poblacién total nacional de ganado caprino, le siguen: Oaxaca con el 12%, San Luis
Potosi con el 10.5, Guerrero con el 7.9 y Zacatecas con el 6.1 % (Arechiga et al,
2008).

LIBRE BE. BOVINA 8.14%

B ERRADICACION 27.66%
CONTROL 72.34%
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Figura 1. Distribucion epidemioldgica de brucelosis en México, los Estados con mayor
incidencia se encuentran en rojo, incluido Puebla, los Estados marcados en amarillo son los
que han erradicado y los Estados marcados en verde son los que estan libre de Brucella,
Tomado de SAGARPA, 2015.

Concepto de Reservorio Silvestre

El concepto de reservorio silvestre emergente en las zoonosis incluye también el
concepto de biotopo. Un biotopo corresponde a una comunidad de animales y
plantas coexistiendo en una region geografica con un paisaje y clima determinado

y cuya estructura social asegura la persistencia del patdgeno en la comunidad. Las



Zoonosis son, entonces, enfermedades infecciosas que tienen nidalidad, esto es, la
habilidad de mantener un foco dinamico y permanente de circulacion del patégeno
en animales en un ambiente geografico determinado. Implicito en estos conceptos
estd el hecho que cualquier factor que tenga la capacidad de alterar el biotopo
conteniendo el reservorio silvestre de una zoonosis, tiene el potencial de alterar su
nidalidad, modificando de esta manera la epidemiologia de la zoonosis.

La mayor parte de los cambios que modifican los equilibrios dindmicos de los
animales silvestres de patdgenos o reservorios con potencial zoondtico son
antropogénicos, e incluyen una serie de cambios ambientales como el aumento de
la poblacién y la migracién de ésta a lugares previamente inhabitados. Estos
cambios poblacionales se acompafian ademas de degradacion ambiental,
contaminacion y cambios climéaticos (OMS, 2011). Por ejemplo, la resurgencia de
varias fiebres hemorragicas en América del Sur ha sido el resultado de la
fragmentacion y la destruccion de habitats boscosos en Argentina (virus Junin),
Bolivia (virus Machupo) y Venezuela (virus Guanarito), (Achay Szyfres, 2001; OMS,
2012;).

Algunas actividades humanas, como el aumento del comercio y de los viajes,
diseminan estos patdégenos, sus vectores e incluso a sus mMismos reservorios
animales a través del planeta (Makita et al, 2011). El principal reservorio de Brucella
es el ganado Bovinoy los paises mas afectados son los que tienen un gran actividad
ganadera como lo es América Latina (Garcia et al, 2014). Cerca de 1 billon de

personas en el mundo dependen del sector Ganadero (FAO, 2015).

Generalidades del género Sceloporus .

Pertenece ala familia Phrynosomatidae, la cual cuenta con las lagartijas morfolégica
y ecologicamente mas diversas. Tienen una gran variedad de habitos, hay lagartijas
terrestres, arboricolas y saxicolas. Se distribuyen desde el sur de Canada hasta
Panama. Esta familia cuenta con nueve géneros y con mas de 136 especies
(Canseco-Gutiérrez, 2008). En Meéxico Sceloporus se distribuye desde Baja
California Norte hasta Yucatan, el Estado de Puebla cuenta con 14 especies tan
solo en Valle de Tehuacén, Fig 2.



Figura 2. Lagartija del género Sceloporus mimetizandose en una nopalera donde toma el sol
a las orillas del Axalapasco La Preciosa.




JUSTIFICACION
La brucelosis en la zona de los Axalapascos ha sido endémica desde 1921. Los
nuevos reportes donde se aislo e identifico a Brucella en agua y suelo de la zona
nos sugieren que tiene la capacidad de infectar a nuevo hospederos. Por lo anterior,
en esta investigacion se pretende demostrar que Brucella puede permanecer en
reservorios animales emergentes como Sceloporus spp. Ya que es un organismo
de amplia distribucion en la zona, que tiene contacto directo, tanto con los lagos
crater, asi como con los animales domesticos (cabras), que posiblemente se
encuentren infectados. Por eso laimportancia de este estudio, ya que nos permitira
tener un panorama mas amplio acerca de la fauna silvestre que se puede infectar

debido que esta expuesta permanentemente al patégeno.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la presencia de Brucella spp en la fauna silvestre (Scelopous spp)
aledafia a los Axalapaxcos “Atexcac” y “La Preciosa” en la zona del eje

Neovolcanico de Puebla.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Aislar e identificar a bacterias del género Brucella en Sceloporus spp en la
zona aledafia a dos lagos crater del eje neovolcanico de Puebla.
2. Determinar Brucella mediante diagnéstico molecular de las cepas aisladas

de Sceloporus spp.

HIPOTESIS
Brucella spp se encuentra en la fauna silvestre (Sceloporus spp) en la zona aledafa

a los Axalapaxcos “Atexcac” y “La Preciosa’



METODOS
Este estudio es de tipo transversal observacional.

Las muestras de Sceloporus spp (42) que se utilizaron asi como las cepas de control
B.abortus (S19) y B.melitensis (M16) fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Patogenicidad Microbiana del Centro de Investigacion de Ciencias Microbioldgicas
(CIMC) del Instituto de Ciencias de la Universidad Autobnoma de Puebla (ICUAP).

Zona de estudio

El municipio de Guadalupe Victoria se localiza en la parte centro-este, del Estado
de Puebla. Sus coordenadas geograficas son: los paralelos 19° 14'54" y 19° 25'42"
de latitud norte. Y los meridianos 97° 15'54" y 97° 31'06" de longitud occidental.
Colinda al norte con el municipio de Tepeyahualco, al sur con Tlachichuca, al este
con Lafragua y al oeste con San Nicolas Buenos Aires. Tiene una superficie de
239.83 kilbmetros cuadrados. Al centro se extiende una basta llanura con un
promedio de 2,380msnm. Al suroeste y oeste se levantan algunos complejos
montafiosos, asi como las lagunas de Atexcac, La Preciosa y Quechulac. La sierra
de mas de 7 kilbmetros de largo que va de la laguna La Preciosa, hasta el norte de
la laguna de Atexcac, se alza mas de 200 metros sobre el nivel del valle, y destaca
el cerro Siete Cuevas, el complejo montafioso del cerro Pinto Ancho y Alto,
formacion que se levanta a 600 metros sobre el nivel del valle; lo cubre vegetacion
gue se desarrolla entre las rocas calizas de sus pendientes lo que le da un matiz

verdiblanco, moteado que da origen al nombre que lleva.
El municipio presentatres climas diferentes:

e Clima semifrio subhimedo con lluvias en verano. Se localiza en las zonas
mas altas del municipio, en las primeras estribaciones de la sierra de
Quimixtlan.

e Climatemplado subhimedo, con lluvias en verano. Se presenta en el sureste

y en la parte central del municipio.
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e Climasemiseco templado con lluvias en verano y escasas a lo largo del afio,

éste prodomina en la parte norte del municipio (EMDM,2014).

Atexcac es el lago crater que tiene agua salubre ademés de que contiene azufre,
su profundidad aproximada es de 39 metros y su didmetro de 985 metros. La fauna
asociada son aves y reptiles lacustres. La denominacién de La Preciosa se debe a
unas minas de oro abandonadas que se hallan en laregion sureste. Las tonalidades
cambiantes del rojo al azul dan un aspecto caracteristico al cono. Abundan las aves,
anfibios y reptiles lacustres. También hay peces, por lo que se practica la pesca. El
diametro de la laguna es de unos mil 750 metros y su profundidad maxima es de
45.5 metros (INECC, 2015) Fig 3.

Figura 3: Zona de Estudio. A) Ubicacién del municipio Guadalupe Victoria en el Estado de
Puebla, B) Vista satelital de los lagos crater o Axalapascos ubicados en Guadalupe Victoria
(Tomada de google Earth), C) Atexcac lago crater con bajada vertical de 50 m., D) La
Preciosa lago crater a nivel del suelo.




Identificacion de Sceloporus

Scelopurus megalepidurus

Es una lagartija de talla pequefia, alcanza una longitud de hocico-cloaca de 50 —
60 mm, lalongitud de la cola es de 1.4 a 1.7 veces mayor que la longitud del cuerpo.
Las escamas del cuerpo son pequeias y quilladas, las escamas ventrales son
ligeramente mas pequefias que las dorsales y son lisas. El nimero de escamas
dorsales es de 42 a 47. La cola es delgada con escamas quilladas. El nimero de
poros femorales varia de 15 a 19 separados medialmente por cuatro escamas. La
coloracion dorsal es café claro con varias manchas azules; una banda dorso-lateral
clara se origina por atras del ojo finalizando al nivel de la ingle, y otra también clara
se origina al nivel del nostrilo, para por la region supralabial, por el timpano y finaliza
por arriba del brazo, aunque en algunos ejemplares se continua muy tenue hacia la
ingle; barras transversales oscuras se presentan e los lados del cuerpo; la cabeza
es de color canela. Los machos presentan un par de manchas azul rey en el vientre,
y en hembras la coloracion es verde grisaceo. La garganta es azul con manchas
claras. Manchas oscuras se encuentran en la insercion anterior del brazo. La cola
presenta barras azules. Esta especie es endémica de México su distribucion abarca
los Estados de Puebla, oeste de Veracruz y Oaxaca. Esta especie es comun en el
valle, la temporada reproductiva es de abril a julio. Es una especie vivipara, suele
encontrarse en los encinares, 0 en regiones con izotes, palmas, asi como algunas
zonas del cultivo. Se encuentra a altitudes que van desde los 1,650 a los 2,703 m.
Es de habitos terrestres y es comin encontrarla en las pencas de los magueyes 0
nopales, ocultdndose en estos cuando se sienten amenazadas. Son insectivoras,
época reproductiva de los meses de abril a julio, con mayor actividad en Mayo, son

viparas (Smith 1973, Canseco y Gutiérrez, 2010).

Scelopours Spinosus

Lagartija de talla grande y cuerpo robusto, llega a alcanzar una longitud hocico-
cloaca de 100 mm, la longitud de la cola es de 1.2 a 1.3 veces mayor que la longitud
del cuerpo. Las escamas del cuerpo son grandes, quilladas y mucronadas, las

12



ventrales son lisas y mas pequefias que las dorsales. El nimero de escamas
dorsales es de 25-26. La cola es robusta y las escamas estan quilladas,
ventralmente son lisas Unicamente cerca de la base de la cola, posteriormente son
quilladas. El numero de poros femorales varia de 8 a 10 separados medialmente
por 10 escamas. La coloracién dorsal se modifica de café a grisaceo, presentandose
bandas claras difusas en cada lado de la region dorso-lateral, entre estas lineas se
observan escamas café oscuro formando bandas transversales, en algunos
ejemplares se pueden apreciar manchas azules en la region dorsal. En la regién
ventral, los machos presentan un par de manchas azules bordeadas por negro, la
garganta también presenta tonos azules y barras negras, el vientre en las hembras
es crema inmaculado. La cola presenta bandas tenues. Esta especie es endémica
de México, se distribuye ampliamente por el Altiplano Mexicano desde el Suroeste
de Durango hasta el sur de Oaxaca. Esta lagartija vive en regiones semiaridas y en
algunas regiones templadas del Valle a altitudes de 1,915 a 2,530. Es de habitos
arboricolas y terrestres, se encuentran entre los cactus pequefios que forman
colonias y sobre los nopales. Es una especie generalistay su dieta se conforma por
una gran variedad de artropodos y una minima cantidad de material vegetal, es una
especie ovipara. No presenta dimorfismo sexual en la longitud hocico cloaca de
machos (87.5 mm) y hembras (88.8 mm). La masa gonadal varia mensualmente y
se correlaciona con la longitud hocico cloaca; los dos sexos tienen un ciclo
reproductor sincrénico con una maxima actividad a fines del invierno y principios de
la primavera. El tamafio de la puesta es de entre 6 a 17 huevos y se correlaciona
con la longitud hocico cloaca. So6lo una puesta es producida por estaciéon
reproductora. La actividad reproductora en ambos sexos es diferente de la actividad
de primavera—verano de sceloporinos tropicales de elevaciones altas (Weigmann,
1828; Canseco y Gutiérrez, 2010).

Etiquetado
Los organismos fueron sacrificados mediante refrigeracién disminuyendo
gradualmente el metabolismo. La identificacion de la especie de Sceloporus lallevo

a cabo el Mtro Carlos Hernandez, Herpetélogo de la Escuela de Biologia BUAP. Se
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etiqguetaron post mortem de acuerdo al género, especie, sexo, numero de muestra
y area de colecta. Ejemplo: Sceloporus megalepidurus, hembra, La Preciosa, No de
muestra 10 (S.m.H.10.LP.). Al etiquetado se le adiciono una sigla mas
correspondiente a la inicial del érgano del cual se obtuvo el crecimiento. Ejemplo:
Sceloporus megalepidurus, hembra, No de muestra 10, La preciosa, Higado
(S.m.H.10.LP.H).

2.3 Extraccién de Organos

Se realiz6 un corte ventral, garganta-cloaca exponiendo los érganos. Se extrajo
corazén, pulmones, higado, rifiones y huevos, todo esto bajo condiciones de
esterilidad utilizando una campana de flujo laminar, ademas una hoja de bisturi
nueva y estéril para cada érgano y colocandolos en cajas Petri estériles para cada
organismo Fig 4. Solo la mitad de los tejidos se maceraron y se sembraron
directamente en medio Brucella y Brucella Buap-violeta de Etilo. (El resto del tejidos
se conservé a -70°C en tubos eppendorf de 1 ml con solucidn fisiolégica) Se utilizd
incubadora con 5% CO? a 36 °C. Se resembraron las colonias que tenian un
crecimiento con morfologia colonial similar a Brucella entre las siguientes 8-24

horas.

2.4 Tincién de Gram

Se hizo un frotis simple fijado a calor, se tifio utilizando los reactivos que se muestran
en la Tabla 1. Se dej6 secar a temperatura ambiente y se llevé a un microscopio
Optico para observar a 40x y 100x con aceite de inmersién. Una vez se obtuvieron

Gram negativos, se realizaron pruebas metabdlicas.
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Figura 4: Diseccion, procesamiento y conservacion de 6rganos de Sceloporus sp.
A) Diseccion de Sceloporus sp, B) Extracciéon de Organos, C) Macerado de Tejidos, D)
Conservacion de tejidos en Ultra congelador a -70 °C

Cuadro 1. Reactivos para Tincién de Gram

Cantidad Reactivo Tiempo

2 gotas Cristal violeta 1 minuto
Enjuague Agua destilada

2 gotas Lugol 30 segundos
Enjuague Agua destilada

2 gotas Alcohol-cetona 30 segundos
Enjuague Agua destilada

2 gotas Safranina 1 minuto

Pruebas de Actividad Metabdlica

Para las pruebas de actividad metabdlica se utilizaron los siguientes medios de
cultivo:, Agar triple azucar hierro (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA), citrato de Simmons,
Movilidad, Indol, Ornitina (MIO), Urea de Christensen y, Rojo de Metilo-Vogues
Proskauer (RM-VP).

Se toméd una colonia de posible Brucella y se sembro en el siguiente orden Citrato
de Simmons, Urea, LIA, MIO, RM-VP y al final TSI. Se incubaron a 37°C por 24
horas y se interpretaron los resultados. Adicionalmente se realizaron pruebas de
Oxidasa y Catalasa.
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Aglutinacion con suero especifico Anti Brucella

En una placa de vidrio se colocaron 50 pl de suero anti-Brucella y 30 pl de solucién
salina fenolada al 5% (SSF), se colocé una colonia sospechosa y se mezclé
suavemente con la ayuda de un agitador de madera, se observo la formacién de

Grumos para una aglutinacion positiva en un minuto de reaccion.

Pruebas de Biologia Molecular

Esta prueba se llevo acabo en tres fases: extraccion de ADN (kit comercial Quick —
gDNA ™ MINI PREP, BIOSYS), reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR),
electroforesis y revelado.

Extraccién de ADN

El ADN total se extrajo de tejidos y de colonias aisladas y crecidas en medio
selectivo. Se utilizo el Kit Quick-gDNA MiniPrep de la marca Zymo Research. Las
técnicas utilizadas para este proyecto estan descritas a continuacion.

Muestras de tejido sélido.

e 25mg de tejido macerado de manera manual con motero y pistilo dentro de
campana de flujo laminar.

e Lamuestra seincorporo a un tubo eppendorf con 500 pl de Buffer de lisis se
agitade 5 -10 min.

e La muestra lisada se centrifuga al maximo de velocidad 12,000 rpm/ 5 min
Sin agitar el contenido, se transfiere el sobrenadante a una Columna Zymo-
spin y a un tubo colector y se centrifuga nuevamente a 12,000 rpm /1 min.
Se desecha el tubo colector con el contenido.

e Se transfiere la Columna Zymo-spin a un nuevo tubo colector. Se agregan
200 pl de Buffer de pre-lavado de ADN en la columna. Centrifugar a 11000
rom /1 min.

e Se agregan 500 pl de buffer de lavado g-ADN a la columna. Centrifugar a
11000 rpm / 1 min.
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Se transfiere la columna Zymo-spin a un microtubo eppendorf. Se agregan e
50 pl de Agua estéril a la columna. Incubar durante 5 min a temperatura
ambiente y después centrifugar al maximo de velocidad 12,00 rpm / 30
segundos para obtener el ADN.

El ADN obtenido se puede usar para técnicas moleculares de manera

inmediata o se guarda a d-20 °C para su posterior uso.

Suspenciones celulares y muestras digeridas con proteinas a K

Barrido directo sobre crecimiento bacteriano de exactamente 48 horas con
asa bacteriolégica.

La muestra se incorporé a un microtubo eppendorf con 800 pl de Buffer de
lisis, mas 200 ul de agua estéril se agita o vortexea de 5-10 min.

La muestra lisada se centrifuga al maximo de velocidad 11,000 rpm /5 min.
Sin agitar el contenido se transfiere el sobrenadante de 1 ml a una columna
Zymo-spin y a un tubo colector y se centrifuga nuevamente a 11,000 rpm /1
min. Se desecha el tubo colector con el contenido.

Se transfiere la columna Zymo-spin a un nuevo tubo colector. Se agregan
200 pl de Buffer de pre-lavado ADN a la columna. Centrifugar a 11,000 rpm
/1 min.

Se agregan 500 pl de Buffer de lavado g-ADN a la columna. Centrifugar a
11,000 rpm /1 min.

Se transfiere la columna Zymo-spin a un microtubo eppendorf. Se agregan e
50 pl de Agua estéril a la columna. Incubar durante 5 min a temperatura
ambiente y después centrifugar al maximo de velocidad 12,000 rpm / 30
segundos para obtener el ADN.

El ADN obtenido se puede usar para técnicas moleculares de manera

inmediata o se guarda a d-20 °C para su posterior uso.

Para corroborar que se extrajo ADN de la muestra, se hizo una electroforesis con

gel de agarosa al 1%. A la camara de electroforesis se le agrega el buffer de corrida

(TAE) y una vez con el gel adentro, se procede a cargar los pozos , utilizando solo
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5 pl del ADN y 2.5 pl del buffer de carga. Se colocan los parametros para el
corrimiento, 2 amperes, 90 volts por 60 minutos. Pasada la hora se saca el gel y se
sumerge en una solucion de Bromuro de etidio durante 15 min después se enjuga
en agua destilada 1 min y se coloca en el transiluminardor para visualizar las bandas

correspondientes al ADN Fig 5.

Figura 5. Camara de electroforesis con gel agarosaal 1%con pozos cargados para iniciar
el corrimiento a 90 Volts por 60 minutos

Deteccion de Brucella por PCR

El PCR es una de las técnicas mas eficientes para la deteccibn de muchos
patdgenos. Su alta especificidad la hacen una herramienta muy util para el estudio
de dichos microorganismos. El género Brucella tiene una region ampliamente
conservada, el gen bp26/IS711 que cuenta con 1,029 pb. Para esta técnica la
mezcla se preparé en un tubo eppendorf de 250 ul con las cantidades que se
muestran en la Tabla 3. El programa de amplificacion se muestra en la Tabla 4,
repitiendo 33 veces el ciclo, finalmente se mantiene a 4 °C por tiempo indefinido,
sé6lo si no se utiliza de inmediato para el revelado. Como control negativo se utilizé
ADN de Escherichia coli.




Cuadro 2: Mezcla de Reaccién

Cantidad Reactivos

1l R bp26/1S711

1ul F bp26/1S711

8 ul Muestra (ADN)
12.5 Taq Polimerasa
2.5 pl Agua Estéril

Cuadro 3: Progrma de PCR para la amplificacion del gen bp26 en Brucella

Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95 °C 7 min
Desnaturalizacion 95 °C 35 seg
Alineacién de primers 64 °C 45 seg
Extensioén 72 °C 3 min

Repeticién 3-35 ciclos
Extension final 7°C 6 min

Resguardo 4°C indefinido

Electroforesis y Revelado

Se prepard un gel de agarosa al 1.5%, se colocé el gel dentro de la camara con
buffer TAE y se corrié a 2 amperes durante 60 minutos. Posteriormente se tifie con
bromuro de etidio al 1% por 15 minutos, se enjuaga con agua por 1 minuto y se
coloca en un transiluminardor de luz ultravioleta donde se pueden observar la banda
de amplificacion del gen bp26 de 1,029 pb.




Identificacion de cepas aisladas Brucella negativo en érganos de Sceloporus
spp

Al crecimiento bacteriano que fue negativo a Brucella, se le realizaron pruebas
bioquimicas para identificar el tipo de bacteria. En el caso de los microorganismos
Gram (+) se realizaron resiembras en medio Mc Conckey y se hicieron pruebas
bioguimicas especificas para Staphylococcus como pruebas de, DNAsa, sal y
manitol, catalasa y cuagulasa.

Las colonias de crecimiento fungico se enviaron al Laboratorio de Micologia a cargo
del D en C. Ricardo Munguia Pérez, CICM, ICUAP, BUAP, para su identificacion.
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Figura 7: Diagrama de pruebas de actividad metabdlica
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Figura 8: Diagrama técnica de Raccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)




Resultados y Discusion

En laregion de los Axalapascos encontramos gran diversidad de fauna silvestre, en
este estudio solo trabajamos con Sceloporus, ya que es uno de los organismos que
cuenta con una amplia distribucion en esa zona. En el Cuadro 4 se muestra la
identificacion de la especie S. megalepidurus (S. m) y S. spinosus (S. s), asi como
el niumero de muestras de cada lago crater y el sexo hembra (H) y macho (M) de

los organismos que fueron recolectados de los Axalapascos Atexcac y La Preciosa.

Cuadro 4. Identificacion de Sceloporus

Especie de
Axalapasco No de Muestras Sceloporus
S.m S
Atexcac 37 3 2 5 0
La Preciosa 5 37 0 30 7

Las caracteristicas geograficas de cada uno de los Lagos son la principal diferencia
del numero de organismos recolectados en los Axalapascos. Asi también la flora en
los lagos y los habitos propios de cada una de las especies.

La época donde se realiz6 la colecta corresponde al periodo de reproduccién de los
lacertilios (Smith et al, 1973; Weigmann, 1828; Canseco Yy Gutiérrez, 2010), esto
nos permite tener acceso a los organismos que pudieran haber estado expuestos a
Brucella y ver si los afecta en ese periodo de mayor susceptibilidad. Como hallazgo
se encontraron tres hembras S. megalepidurus gravidas con dos crias cada una,

ademas de 1 hembra con dos huevos Fig 9.

El crecimiento bacteriano a partir de los tejidos fue a las 24 horas, el medio utilizado
(BRUCELLABUAP) favorecio dicho proceso por ser un medio selectivo. El érgano
con mayor incidencia fue el higado con 16 muestras. Durante el proceso de
identificacion microscopica de Brucella encontramos un cultivo mixto de Gram (-) y
Gram (+) Fig 10.
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Figura 9: Diseccion y gravidez de Sceloporus. A) S. megalepidurus gravida de dos crias, B)
S. megalepidurus con dos huevos.

5

Figura 10: Tincion de Gram. A) cocobacilo Gram (-) Brucella spp, B) cocos Gram (+)
Staphylococcus spp observados en microscopio 6ptico a 100x.

El crecimiento en los 23 organismos se dividio de la siguiente forma 16 crecimiento
bacteriano, 13 de ellos fueron Gram negativo y 3 Gram positivo ademas 7

presentaron crecimiento fingico Fig 11.




Figura 11: Crecimiento fungico. Observacién en microscopio dptico a 40x.

Las pruebas de actividad metabdlica se muestran en el cuadro 5, y la prueba de
aglutinacién con suero anti-Brucella dieron positivas para la muestra S.m.H.22.H.A
Fig 12.

Cuadro 5: Resultados de las pruebas de Actividad Metabdlica

Prueba/ Cepa B. abortus B. melitensis Muestra
(S19) (M16) S.m.H.22.H.A
Tincién de Gram ) ) )
TSI ) () )
LIA () () ()
cIT ) ) )
M () G ©)
| () ©) ©)
o () () ()
UREA (++) (+) +)
RM ) () )
VP () G G
Ox (+) (+) ()
Cat ) *) )
Anti-suero ) ) )




El ADN del tejido y de las colonias sopechosas de Brucella, asi como el control (+)
B. abourtus y B. melitensis, y el control (-) E. coli se corrobor6 mediante una

electroforesis en gel de agarosa Fig 13.

El DNA de Brucella sp en la muestra S.m.H.22.H.A se confirmé gracias al PCR Fig
14.

Figura 12: vista de aglutinacién macroscopica y microscopica. A) Aglutinaciéon control (+) B.
melitensis en placa con suero anti-Brucella, B) Aglutinacién de B. melitensis, C)
Aglutinacién B. abortus, D) Aglutinacion muestra S.m.H.22.H.A




PM 1 2 3 4 5

ADN

PM= 1 KB Marcador de peso molecular

1.- B. abortus 519

2.- B. melitensis M16

3.- Muestra de ADN de higado de Sceloporus megalepidurus
4.- Muestra de ADN de la cepa recuperada de higado

5.- Muestra de ADN de E. coli

Figura 13: Electroforesis para verificar la obtencion de ADN. PM) Marcador de peso
molecular, 1) B. abortus, B) B. melitensis, 3) S.m.H.22.H.A tejido, 4) S.m.H.22.H.A colonia
aislada, 5) E. coli

1,029 pb = pe—— R 8 5.m HIZH.A

PM= 1 KB Marcador de peso molecular

- ADN de E. coll

.~ ADN de B, abortus 519

~ ADN de B. melitensis M16

.~ ADN de higado de Sceloporus megalepidurus
~ ADN de |la cepa recuperada de higado
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Figura 14: Resultado de la amplificacion del gen bp26/1S711. PM) Marcador de peso
molecular, 1) Control (-) E. coli, 2) Control (+) B. abortus S19, 3) Control (+) B. melitensis
M16, 4) ) S.m.H.22.H.A tejido, 5) S.m.H.22.H.A colonia aislada
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Los hallazgos de Brucella en nuevos reservorios animales, como mamiferos
marinos, peces (trucha arcoiris) y anfibios (rana toro) son indicadores de que
Brucella tiene la capacidad de adapatarse y evolucionar para infectar a nuevos
hosperos (Godfroid et al, 2005; Whatmore, 2007; Papas et al, 2010; Eisenberg et
al, 2012; Whatmore et al, 2015). En el caso de Sceloporus megalepidurus especie
de donde se aislo Brucella spp, las caracteristicas reproductivas de este lacertilio
son una sospecha potencial, ya que estos organismos son viviparos, la muestra de
la cual se aislé fue de una de las hembras gravidas. Sin embargo las crias ya
estaban perfectamente formadas por lo que no se sabe si S. megalepidurus es solo
un portador de Brucella, ya que este patdgeno imposibilita la capacidad de
reproducirse, generando abortos y esterilidad. Sin embargo, hasta la fecha esto solo
se ha observado en mamiferos. La falta de estudio relacionado a los efectos de

Brucella en los grupos de peces y anfibios nos deja la pregunta sin respuesta.

La zona de los Axalapascos es un lugar de convergencia de especies domésticas y
de fauna silvestre, ya que los ovejeros llevan a beber a sus cabras, generando asi
contacto con los animales silvestres. El mal manejo de los residuos de animales
infectados aumenta de manera exponencial la probabilidad de contagiarse con este
patdgeno. Aunque en la zonala principal activad econdmica es el manejo de ganado
caprino (SAGARPA, 2015), cerca del Lago La Preciosa hay una granja porcina,
donde crian y sacrifican animales eliminando sus desechos en el Lago. El contagio
de brucelosis en la zona es muy comun, ya que los alimentos que se consumen
como leche y queso, no son productos pasteurizados por lo que la comunidad esta

alerta a prevenir la enfermedad Fig 16.

En este estudio se confirma le presencia de Brucella en fauna silvestre de la zona,
en donde la prevalencia de este patdégeno en suelo (Castafieda et al , 2005), lagos
crater (Cruz , 2013) y ganado, crean el ambiente ideal para mantener un ciclo no
controlado de endemicidad de Brucella. El hecho de que este microorganismo tenga
la capacidad de sobrevivir y hasta proliferar en suelo y agua, quiza se deba a que
conserve ciertas caracteristicas de sus ancestros, ya que pertenece al grupo de las

alfa-proteobacterias de la clase rizobiales. Los estudios donde se indica que la
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brucelosis esta siendo controlada o erradicada tanto en México como en otros
paises, solo se refieren a B. abortus, ya que es la especie que tiene mayor influencia
en las perdidas econdmicas debido a las cantidades de productos animales
derivadas de los bovinos, hospedero natural de B. abortus (FAO, 2014; SAGARPA,
2015).

B. melitensis en cambio es la especie mas patégena de las 11 existentes, esta
especie es la que se ha logrado aislar e identificar en muchos de los nuevos
reservorios animales emergentes como lo es el delfin nariz de botella y la rana
blanca (Godfroid et al , 2005, Whatmore et al, 2015), |la falta de medidas preventivas
como vacunas, educacion respecto al manejo de residuos contaminados, asi como
el procesamiento de los derivados lacteos y carnicos, pueden ayudar a prevenir que
esta zoonosis se siga manteniendo y propagando, como una de las enfermedades

infecciosas mas importantes a nivel mundial (CFSPH, 2009).
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Figura 15: Anuncio para evitar contagiarse de Brucelosis en el municipio de Guadalupe
Victoria.

El resto del crecimiento bacteriano negativo a Brucella se logré identificar hasta
género, en el caso de las bacterias Gram (-), 12 Pseudomonas spp Yy las Bacterias
Gram (+) hasta especie, 3 Staphylococcus aureus Fig 16.

(T




El resultado para el crecimiento fungico se determiné mediante fenotipificacion en
el laboratorio de Micologia del CICM, ICUAP y se determind que Aspergillus
fumigatus. Este hongo se encuentra de forma libre en la materia organica del suelo
y en material en descomposicion, ya que desempefia un papel esencial en el
reciclaje de nitrogeno (Suzan et al 2000). Este hongo, es el agente causal de
Aspergilosis en abejas, sin embargo, no hay reporte de esta enfermedad ya que las

abejas son de vida silvestre y son una de las principales fuentes de alimento de

Sceloporus de la zona Fig 17.

Figura 16: Morfologia microscopica de Staphylococcus aureus, cocos Gram (+), B) prueba
metabdlica, cambio de coloracion medio sal y manitol

Figura 17: Abeja Apis sp sobre flor a las orillas de Atexcac

Sin duda, mucha de la fauna silvestre en nuestro pais se pierde debido a la falta de

estudios que identifiquen las enfermedades y a los patégenos que las producen,

(T




nos encontramos en un medio de constante cambio y esto hace que muchos
microorganismos se adapten y evolucionen con estos cambios. En la region de los
Axalapascos, Atexcac y La Preciosa, Brucella ha sobrevivido por mas de 90 afios
adaptandose a los cambios y conquistando nuevos nichos. Si no se logra controlar
y posteriormente erradicar a Brucella de la zona seguird este ciclo de constante
enfermedad en el ganado-humano-fauna silvestre y seguira generando pérdidas de
miles de pesos anuales a los propietarios. De esta manera también amenaza el
equilibrio ecoldgico del habitat, ya que si bien no sabemos los efectos de este
patdgeno en Sceloporus creemos que puede ser un portador que puede afectar a

nuevos hospederos.
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Conclusiones

e Se determind la presencia de Brucella en una hembra de Sceloporus
megalepidurus perteneciente ala fauna silvestre aledafia a los lagos crater

del eje Neovolcanico del Estado de Puebla.
e Otro patégeno encontrado en doce Sceloporus fue Pseudomona spp.

e En dos S. megalepidurus y en un S. spinosus se aislo e identifico a
Shaphylococcus aureus.

e Aspergillus fumigatus, fue aislado en organismos de S. megalepidurus

proveniente de los lagos Atexcac y La preciosa.

Los objetivos planteados en este proyecto se cumplieron, dejando como
antecedente la presencia de Brucella en especies del género Sceloporus,
siendo este el primer reporte de Brucella en reptiles, por lo tanto podemos decir
gue S. megalepidurus es un nuevo reservorio emergente de Brucella, ademas
se obtuvo como hallazgo la presencia de otros patdégenos dentro de la flora
microbiana estudiada de estos organismos. De esta manera se concluye que el
estudio realizado nos permiti6 conocer solo algunos de los muchos patégenos
gue estan afectando a la fauna silvestre, sin embargo, se deben realizar mas
estudios para determinar el efecto de los mismos, ya que la sola presencia del

patdgeno no nos indico el efecto en el estado fisico del Sceloporus.
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