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Resumen

El género Brucella es el agente causal de una zoonosis cuya incidencia es ampliamente distribuida
en el mundo, generando multiples pérdidas econémicas. Tradicionalmente se consideraban seis
especies dentro del género Brucella, pero en la actualidad se han descubierto especies emergentes
que no han sido estudiadas con detenimiento como es Brucella microti. Por lo cual fue necesario
determinar sus caracteristicas fenotipicas con el fin de incrementar la informacion existente para
una répida caracterizacion en un laboratorio de investigacion. En este trabajo se realizo el estudio
de los métodos de tipificacion microbiol6gicos clésicos para la diferenciacion fenotipica de 4
especies como: curva de crecimiento, crecimiento en diversas concentraciones de colorantes,
actividad metabdlica y la resistencia a antibidticos con el fin de identificar mediante estas pruebas

a las cepas obtenidas en campo incluyendo a B. microti.

Los resultados demostraron que B. microti presentd una cinética de crecimiento similar a la de B.
suis y mayor a la de Brucella abortus y Brucella melitensis. Mientras que la actividad metabdlica
de B. abortus, B. melitensis y Brucella suis presento pequerias diferencias en las distintas pruebas
que se realizaron. Las pruebas con colorante y antibidticos permitieron observar sutiles diferencias
que diferenciaron a todas las especies. Todas las especies de Brucella amplificaron el gen
bp26/1S711 en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con lo que se complementd la

tipificacion microbioldgica del género y especies de Brucella.
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Introduccion

La Brucelosis o fiebre de malta es una enfermedad zoondtica mundial cuya incidencia varia de un
pais a otro, provocando multiples perdidas en el sector salud como pecuario. Esta enfermedad es
provocada por bacterias pertenecientes al género Brucella, siendo patdgenos que originan una
enfermedad infectocontagiosa provocando aborto y esterilidad en la mayoria de sus reservorios
animales y provocando una enfermedad sistémica en el humano, complicandose en ciertos casos

0 con tendencia a la cronicidad en otros.

Tradicionalmente el género Brucella era clasificado en seis especies segun su reservorio B. abortus
(bovinos), B. suis (cerdos), B. melitensis (cabras y ovejas), B. canis (perros), B. ovis (ovejas) y B.
neotomae (ratones). Actualmente se han descrito 5 especies emergentes siendo B. ceti (ballenas y
delfines), B. pinnipedialis (focas, lobos y leones marinos), B. papionis, (babuinos), B. inopinata
(rana toro, humano) y B. microti (roedores, topos de campo, zorros y suelo) Brucella microti ha
atraido la atencion como cepa emergente, que infecta a roedores de campo y se ha aislado
consecutivamente por siete afios del suelo, el que se ha sido considerado un reservorio temporal

para esta especie.

Con base a lo anterior, se hace importante determinar el uso de bioguimicas y pruebas especiales
del género para establecer las que correspondan a B. microti y pueda ser tipificada en un laboratorio

de diagnostico microbioldgico.



Marco tedrico

1. Caracteristicas Generales del género Brucella
El Género Brucella es un grupo de bacterias gramnegativas que presentan forma de bacilos
cortos de 0.5 a 0.7 um de didmetro y 0.5 a 1.5 pum de largo, se pueden observar aislados, en
pares, en cadenas cortas o grupos, al emplear la tincion de Stamp o Ziehl Neelsen modificada
se tifien de color rojo y conservan la misma morfologia, no poseen capsula verdadera o
endoesporas, carecen de flagelo y pili, por lo que son inmdviles. (DelVecchio et al., 2002). Son
bacterias aerobias y algunas cepas requieren de CO> para el primo aislamiento. Su temperatura
Optima es de 37° C, aunque pueden crecer a temperaturas entre 20-40 °C. El pH optimo para
su crecimiento es de 6.6 - 7.4 (Corbel M J., 1991). Poseen un metabolismo oxidativo y no
fermentador, catalasa (+) y oxidasa (+). Son bacterias quimiorganotrofos y requieren medios
complejos que contengan aminoacidos, tiamina, niacina, biotina e iones magnesio; algunas
cepas crecen mejor con suero o sangre pero no requieren hemina (FX), ni NAD

(niacinadenindinucleotido) (FV), no producen hemolisis. (Tablal) (Alton, G. G, et al., 1988)

2. Especiacion

Estudios en la secuencia 16RNAs catalogan al genero Brucella en el grupo a-2 de las
proteobacterias (Moreno, et al, E, 2002) filogenéticamente se encuentra estrechamente relacionada con
patégenos y simbiontes de plantas de los géneros Agrobacterium y Rhizobium, asi como con
patdgenos animales Bartonella, Rickettsia y con bacterias oportunistas o del suelo Ochrobactrum
(Figura 1). Estudios en las caracteristicas fenotipicas y genotipicas (16RNAS) de Brucella suponen
que su ancestro de evolucion era de vida libre y estd estrechamente relacionado al género
Ochrobactrum (Scholl A.M., et al., 2010)



Tabla 1. Caracteristicas de las biovariedades del género Brucella clasico. Tomado de: Moreno E. y
Moriyon 1., 2006

Growth on dyes at
20pg/ml

Type CO, requirement on H,S Differential

Species Biovar strain® primary isolation production  Thionin  Basic fuchsin ~ LPS epitope(s)
B. melitensis 1 16M - - + + M

2 63/9 - - + + A

3 Ether - - + + AM
B. abortus 1 344 + + - + A

2 86/8/95 + + - - A

3 Tulya + + + + A

4 292 + + - + M

5 B3196 - - + + M

6 870 - - + + A

9 Co8 +or - + + + M
B. suis 1 1330 - + + - A

2 Thomsen - - + - A

3 686 - - + A

4 40 - - + = AM

5 513 - - + - M
B. neotomae 5K33 - + t - A
B. canis RMé6/66 - - + = R
B. ovis 63/290 + - + = R

*Adapted from Alton et al. (1988).

"Type strains can be obtained from ATCC (httpy//www.atcc.org/).
‘Some isolates do not grow on dyes.

“Some isolates are resistant to fuchsin.

*Negative for most strains.

'B. neotomae grows on thionin at 10pg/ml.

Tanto el genero Brucella y Ochrobactrum muestran fuertes similitudes aunque su biologia y
metabolismo son completamente diferentes, ya que los miembros del género Brucella son paréasitos
intracelulares que requieren de un hospedero mientras que Ochrobactrum es un organismo de vida
libre y es un patdgeno oportunista de personas inmunocomprometidas. (Moreno E., Moriyén I., 2006)
Actualmente para propdésitos practicos se reconoce la existencia de 6 especies clasicas, mejor
denominadas “nomen especies”, con sus 18 biovares (bv): B. melitensis bv 1, 2, 3; B. abortus bv
1,2,3,4,5,6,7y9;B.suis bv1l,2,3.4y5; B canis, B. ovis, B neomatomae y 5 nuevas especies
emergentes (B. ceti, B. pinippidalis B. papionis, B. inopinata y B. microti) (Scholz HC, et al. 2010),
(Scholz HC, et al. 2008), (Zygmunt, M.S, et al, 2010), (Whatmore, A.M et al 2014)



Major  Minor Chronmo

aai Pla_srnid chromo- chromo- somal )
Knuc siza come  some el Preferred habitat and host
= Nk nkb  inkb %
Agrobacterium rhizogenas 200-600 4000 27007 62  Scil and paricallular pathogen of clicnnrladnnsb
Agrobacterium tumefaciens 200-500 2841 20762 60  Soil and pericallular pathogen of clim'r)rladnnsh
Rhizobium galegas 400-600 5850 1200 63  Soil and intracellular symbiont of legumes
Sinarhizobium malloti 1354 3654 1683 B3  Soil and intracellular symbiont of lagumes
Masorhizobium lofi 208-352 7506 none 63 Soil and intracellular symbiont of legumes
Phyllabactorium myrsinacearm 250.7009 5330 none 60 Soiland peri- and intracellular plant pathogen
Bartonola clamidgeiag nona 1700 none 41 Intracallular pathogen of cat, human and lica
Barionella bacilliformis nona 1540 none 40  Intracellular pathogen of humans and sand flies
Barfonella hensalae nona 1900 none 41  Intracellular pathogen of cat, humans and lice
Baronalla quintana nona 16800 none 3%  Intraceliular pathogen of humans and lice
1 Brucella suis (biovar 3) none 3100 none 57  Intracellular pathogen of swine
Brucalla suis (biovar 2 and 4) nona 1850 1350 57  Intracellular pathogen of swine and reindeer
Brucalla canis none 1850 1350 57  Intracellular pathogen of dogs
Brucalla owvis nona 2100 1150 57  Intracellular pathogen of ovines
] Brucaella nectamaso nona 2100 1150 &7  Intracellular pathogen of wood rats
Brucalla meltensis none 2100 1160 57  Intracellular pathogen of caprines
Brucalla ahartus naone 2100 1150 57  Intracellular pathogen of bovines
Brucafla marine astrains nana 2100 1150 57  Intracellular pathogen of marine mammals
Ochrobacirum infarmodium 50-200 2700 1900 58  Seil-rhizoplana and opportunistic for humans
1 Afipia falis 40-100 Unknown Unknown 63  Opportunistic for cats and humans
Bradyrhizabium faponicum 200-800 8700 none 65  Soil and intracellular symbiont of legumes
Caulobactor crascontus none® 4017 none 67  Water and free living prosthecate
Rhodabacter sphaeroides 40-200 3046 914 65  Water and free living photoheteretroph
0.06 Rhodobacter capsulatus 100-200 3800 none 66  Water and free living photoheteretroph
g ol Ricketisia prowaseki none 1112 none 28 Intracellular pathogen of rodents and fleas
_1 Walbachia sp. A nona-' 1500 none 31 Endosymbiont of insects

Figura 1: Arbol filogenético que muestra la relacion representativa entre microorganismos relacionados a
plantas, a animales, de vida libre y oportunistas del grupo de las a-proteobacterias. Tomada de Moreno E. y
Moriyon 1., 2006

Las especies del género Brucella estan estrechamente relacionadas la una con la otra por ser un
género mono especifico, mostrando de un 98 - 99 % de similitud en su secuencia genética.(Zhong,
Z., etal, 2012) A pesar de su gran homologia genética Brucella difiere ampliamente en el tropismo
de su hospedero, caracteristicas fenotipicas y su patogenicidad (Whatmore A. M., et al, 2009) (Wattam,
AR et al, 2009), A pesar de la gran conservacion gendmica que presenta este género, existen
pequerias variaciones en el DNA que confiere determinadas caracteristicas entre las especies.)
(Whatmore A. M. 2013)

3. Fisiologia
Brucella es una bacteria gramnegativa, por lo tanto sus envolturas celulares tienen membranas
internas y externas que encierran un periplasma que contiene el peptidoglucano y algunos

componentes periplasmaticos solubles, lipidos libres (fosfolipidos y lipidos neutros) que son



elementos de la membrana interna y externa. (Moriyén, 1., 1998) La membrana externa contiene el
LPS y varias Omps (proteinas de membrana externa) (Figura 2), (Moriyon, | et al, 1994) la membrana
interna contiene proteinas involucradas en el transporte de sustancias y otros procesos metabdlicos.
Estudios de microscopias electrénica han demostrado que Brucella tiene una estructura clasica de
las bacterias gram negativas con una membrana externa de 6.8- 8.5 nm de y una membrana
citoplasmatica similar en cuanto al espesor. Ambas separadas por un espacio periplasmatico que

varia de dimension, posiblemente dependiendo de la seccién examinada. (Lapaque, N., et al, 2005)

Lipid A Omp10

Omp3b

T OH-Czs:0

Omp16.5

Omp19 Braun's
-linked

Figura 2: Modelo hipotético de la membrana externa de Brucella. Tomado de Lapaque, N., et al, 2005.

El LPS del genero Brucella es Unico dentro de las bacterias gramnegativos, ya que de manera
natural se puede encontrar LPS liso 0 rugoso en algunas de sus especies. (Figura 3).El LPS se
encuentra constituido por tres partes, el polisacarido O, el Core oligosacarido y el lipido A. El
polisacarido O esta constituido por un homopolimero lineal compuesto por n-residuos de N-formil
perosamina, el Core oligosacarido esta formado por KDO (acido 3 desoxy - D- mano octulosonico)
y el lipido A esta constituido por un disacarido de diaminoglucosa y acidos grasos algunos de ellos
de cadena larga, el cual le confiere resistencia a los antimicrobianos, Brucella contienen otro
polisacarido denominado hapteno nativo (HN), que es quimicamente idéntico a la cadena O, pero

no esta unido al nacleo (Lapaque, N., et al, 2005),
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Figura 3: -Estructura del LPS en el género Brucella. Tomado de Lapaque, N., et al, 2005.

4. Metabolismo
Brucella estd desprovista de enzimas hidroliticas extracelulares que actlian sobre proteinas,
acidos nucleicos o polisacaridos. En consecuencia, estas bacterias dependen exclusivamente de
nutrientes de bajo peso molecular, tales como azlcares, aminoécidos u oligopéptidos, etc.
(Corbel, M.J., et al, 1982). Las bacterias de este género tienen genes que codifican para todas las
enzimas de las rutas centrales del metabolismo de los carbohidratos, asi como las del ciclo del
glucdgeno. Esto incluye genes para las enzimas de la ruta de las pentosas, asi como para la ruta
completa Entner -Doudoroff (DelVecchio et al, 2002) aunque ninguna de estas dos se encuentra
activa en Brucella, debido a que su metabolismo no es fermentativo sino oxidativo (Moriyon, |

etal, 1994).
La glucosa se fosforila y se oxida primero a gluconato-6-fosfato. El gluconato es oxidado en el

ciclo de las pentosas para producir 3 moles de CO2 més 1 mol de gliceraldehido-3-fosfato, y
este Gltimo se canaliza en el ciclo del &cido tricarboxilico a través de piruvato. (Figura 5) (Corbel,

M.J., et al, 1982).
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Figura 4 : Catabolismo de glucosa y eritrol en B abortus 1) hexoquinasa, 2) glucosa 6- fosfato, 3) gluconato
6-fosfato deshidrogenasa, 4) transaldosa y transketolasa,, 5) glucosa fosfato isomeras, 6) ruta del eritritol,
7) reacciones terminales de la via glucolitica y piruvato deshidrogenasa lleva al ciclo del acido tricarboxilico
(TCA). Tomado de (Roop, R.M., et al, 2004)

CH:0H ATP  ADP FHZD—P NAD* NADHz* [i“.HQO-P NAD* NADH:*  po=qg
|

HIC-OH HIC-OH i)=0 HO=— (|:H
C-OH 1 HC-OH 2 HC-OH 3 c=0
CHZOH (eri) CH.0H (eriB) CH20H (eriC) CHo0-P
meso-erythritol D-erythritol-1-P D-erythrulose-1-P 3-keto-L-erythrose-4-P
—C= co
Fp  FpHs* HO (Il-— 0 2 -
HO=CH GH0H HiamD
L=0 HC=0 w— HCOH ) TCA
4 5 6 \ 7
I
(eriD) CH:0-P CHo0-P CH:zO-P
3-keto-L-erythronate-4-P dihydroxyacetone-P glyceraldehyde-3-P

Figura 5. La via de eritritol en B. abortus. 1) eritritol quinasa; 2) eritritol-1-fosfato deshidrogenasa; 3)
eritrulosa-1-fosfato deshidrogenasa; 4) 3-ceto-eritrosa-4-fosfato deshidrogenasa; 5) 3-ceto-eritronato-4-
fosfato descarboxilasa ; 6) fosfoeritriosa isomerasa; y 7) las reacciones de terminales de la via glucolitica y
piruvato deshidrogenasa que conduce a la del &cido tricarboxilico (TCA ciclo). Los genes putativos se
indican entre paréntesis. (Moriyon, | et al, 1994)



El eritritol es capaz de soportar el crecimiento de todas las cepas de Brucella (N.B McCullough et al,
1951) y esto se ha confirmado en repetidas ocasiones. El crecimiento de Brucella en presencia de
eritritol es mas rapido en comparacién con su crecimiento en medios que contengas otra fuente de
carbono como glucosa, debido a que Brucella carece de enzimas que degraden a las hexosas.
(Figura 4). También se encontr6é que en un medio simple que contiene glutamato como fuente de
nitrégeno, fuente de carbono y energia, se convierte primero a cetoglutarato Y luego se metaboliza
en el ciclo del &cido tricarboxilico para producir la energia y la reduccion de coenzimas mas
metabolitos intermediarios para la biosintesis. La oxidacion de glutamato también ha demostrado

estar acoplado al ciclo de la urea (ciclo de la ureay de la actividad de la ureasa). (Figura 6). (Moriyon,
I et al, 1994)

ithine lipid
omiiNe fIPIAs  NHs* +CO2 + H20

NHz*+CO2
*g\ 6 fﬁ’ +ATP

Urea Carbamoyl-P
/V ornithine
H-0
F’trlglnlne Citrulline ~ Glutamate

o -Keto-glutarate

Aspartate
‘/X 3 p+ ‘\‘\—\/. 7 F‘ COz
Fumarate Arginino- aTP 8 Oxaloacetate

—succmate

AMP + PP

Figura 6: El ciclo de la urea y reacciones asociadas en B. abortus. 1) Arginasa; 2) ornitina transcarbamilasa;
3) argininosuccinato sintetasa; 4) argininosuccinase; 5) ureasa; 7) las reacciones del ciclo del &cido
tricarboxilicos; y 8) transaminasa de glutamato-aspartato



5. Brucelosis

La brucelosis es una de las enfermedades zoondticas de importancia mundial y en México, donde
el humano es solo un hospedero accidental. La brucelosis se conoce como fiebre de Malta que se
caracteriza por una etapa febril de tipo ondulante. A pesar de que no es una enfermedad mortal,
tiende a la cronicidad y es incapacitante. Por lo anterior debe reportarse en los sistemas
epidemioldgicos de salud tanto animal como humana (Freer, E. et al, 2001). Esta enfermedad se
transmite al humano de manera directa o indirecta, es directa cuando el huésped se contagia al estar
en contacto directo con las secreciones, tejidos, animales infectados o bien por el mal uso y
descuido de las cepas en el laboratorio. La manera indirecta es aquella cuando se consumen
alimentos no pasteurizados y contaminados con esta bacteria. (Figura 7). De todas las especies del
género Brucella, B. abortus, B suis y B. melitensis son las que se reportan con mayor frecuencia en

humanos.

Transmision

Cadena epidemiologica de la Brucelosis

RESERVORIO
SALVAJE

Liebre, rata, jabali

CONTAGIO DIRECTO
Contacto de picl Y MUCOSas con:
—P | secreciones vaginales, abortos,
orina, heces, sudor, secresiones
RESERVORIO nasales
DOMESTICO
Vaca, cabra, |
cerdo, ()\,ui‘) VIA DICESTIVA
CONTAGIO INDIRECTO Verduras, agua .
Através de la contaminacion del
ambiente por los mismos agentes
que originan el contagio directo VIA INHALATORIA
Polvo del establo,

HOMBRE

aerosoles

LECHE Y DERIVADOS > | INGESTION

Fuente: Medicina Laboral. Brucelosis: nomas preventivas

Figura 7 Manera de transmision de Brucella al humano. Tomado de medicina laboral: normas preventivas



6. Patogenicidad

La brucelosis (fiebre de malta) en los seres humanos, se caracteriza por una fase bacteriemia aguda,
con tendencia a la cronicidad, que puede prolongarse durante afios y afectar diferentes tejidos
(Walker et al. 2000). Su dosis infectante va desde menos de 1,000 UFC por inhalacion hasta varios

millones por ingestion. Debido a esto, se ha llegado a mencionar su uso en el bioterrorismo.
(Hongseok et al.,2001) (Godfroid et al.,2005)

7. Epidemiologia

La distribucion geografia de las diferentes especies de Brucella y sus biovares es cosmopolita. B.
abortus esta mas ampliamente difundida; B. melitensis y B. suis tienen una distribucion irregular
(Figura 8). (Banai et al.,2001, Pappas, 2006). Segun la OMS hay 500 000 nuevos casos de brucelosis
confirmadas cada afio, pero es posible que millones de casos no se reconozcan y por lo tanto no se
documenten (OMS, 2014).

Annval incidence of brucellosis
per 1000 000 population
. >500
[ 50-500cases
. 10-50
2-10
m <2
[ Possibily endemic, no data
1 Non-endemic/no data

Figura 8: Distribucion mundial de la Brucelosis. México es uno de los paises con mas casos de la enfermedad
en el continente americano. Tomado de: Pappas, 2006.

A inicios de la década de los 90°s en México se reportaron casos en todas las entidades,
acumulandose mas de 23 mil, el 70.6% de los estados que ocupan los diez primeros lugares
fueron: Nuevo Ledn, Coahuila, Guanajuato, Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Chihuahua,

Zacatecas, Puebla, San Luis Potosi (Figura 9). En el Sistema Unico de Informacion para la
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Vigilancia Epidemiologica (SUIVE) se establece que el 46.7% los notificd la Secretaria de
Salud, seguido del 41.9% al Instituto Mexicano del Seguro Social y 6.1% al Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado, otras instituciones oficiales
aportan el 5.3% restante. (OMS-OPS, 1995)

En el 2014, el panorama de la brucelosis en el pais establece que el 8.02 % se encuentra libre
de brucelosis, el 14.43% se encuentra en procesos de erradicacion y el 77.5 % debe de controlar

esta Zoonosis (SAGARPA, 2014).

10 DE NOVIEMERE DE 2014

LIBRE 8.02 %
B ERRADICACION 14.43 %

CONTROL 77.55 %

Figura 9: Distribucion epidemioldgica de brucelosis en México, los principales estados que tienen mas casos
de esta enfermedad se encuentran de color rojo Nuevo Ledn, Coahuila, Guanajuato, Sinaloa, Jalisco,
Michoacan, Chihuahua, Zacatecas, Puebla, San Luis Potosi, los estados marcados de amarillo son los que
se encuentran en control y los marcados de color verde son en los que se ha erradicado la brucelosis por
completo Tomado de: SAGARPA, 2014

A finales del 2013, se publicaron en diferentes medios de comunicacion que 46 municipios

poblanos situados en las sierras Norte y Nororiental alcanzaron la Fase de Erradicacion de la

Campafia contra la Brucelosis de los Animales (Sintesis, 2013). Pero en el periodo de enero a abril

del 2014 se han registrado varios brotes en la zona de la mixteca poblana, (Ambrosio, M. 2014) (Figura

10). La presencia de la Brucelosis en los hatos lecheros representa un problema de salud publica

considerable a través del consumo de productos lacteos no pasteurizados, asi como por el contacto

del personal que labora en el campo con los animales infectados (SAGARPA, 2013).
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REGIONES ECONOIMICAS DE PUEBLA

HUAUCHINANGO

Sera NOrDnerea

CIUDAD SERDAN
Valke e Serchan

SAN PEDRO CHOLULA
Mistecs Putiana

PUEBLA
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IZUCAR DE MATAMOROS
Vol de Matamcecs)

TEHUACAN
ThuScan y Seers Nogr)

Figura 10: Cuencas lecheras del estado de Puebla. Tomado de: Secretaria de Salud del Estado de Puebla.

8. Cuadro clinico

La brucelosis se inicia con malestar general y fiebre de 7 a 21 dias después de contraer la infeccion.
Son frecuentes las diaforesis copiosas al atardecer o al principio de la noche, como lo son las
temperaturas de 39.4 a 40°C. El patron de la fiebre es ondulante, es decir, tardes-noches (Wenxiao
Liu, Z. J.etal 2012), la brucelosis puede complicarse si no es bien tratada o no se detecta a tiempo,
produciendo complicaciones como la artritis, osteomielitis, endocarditis y en casos severos puede

Ilegar a meningoencefalitis o a neurobrucelosis.

9. Meétodos directos para el diagnostico de brucelosis

Se basan en evidenciar la presencia de la bacteria o de sus componentes en los tejidos de los
animales o del hombre. El diagnéstico definitivo requiere el aislamiento de la bacteria,
frecuentemente a partir de hemocultivos. La técnica mas utilizada para realizarlos es la de Ruiz
Castafieda, que consiste en la inoculacion de sangre en frascos herméticamente cerrados que
contienen, simultdneamente, un medio liquido (Caldo triptosa) y un medio sélido (Agar triptosa).

Los cultivos deben mantenerse en incubacion un tiempo no menor a 30 dias debido a que las
12



bacterias del género Brucella son de crecimiento lento (Rosa, J. 2000). Actualmente se han
desarrollado nuevos medios de cultivo que permiten el crecimiento rapido de las bacterias como el
Caldo Brucella-BUAP (Castafieda Roldan E.1. 2005). La identificacion de especies a traves de métodos
microbiologicos clasicos es dificil, debido a la gran homologia y caracteristicas que presenta este

género, sin embargo, es posible diferenciarlas mediante el crecimiento en medios con colorantes.
(Corbel M.J 1991).

10.Métodos indirectos para el diagndstico de brucelosis

Las dificultades del aislamiento de Brucella a partir de los distintos tejidos y sangre, hacen que los
métodos indirectos sean el recurso diagnostico mas utilizado. La mayoria de las pruebas de
aglutinacion en los laboratorios, utilizan como antigenos suspensiones bacteriana de Brucella en
fase lisa (S) o rugosa (R) (Corbel M.J. 1991). En la actualidad otros métodos para el diagnostico de
Brucella son los moleculares. Sin embargo no todos los laboratorios han implementado estos

métodos.

11.Tratamiento

La brucelosis humana se trata con antibidticos, aunque el tratamiento debe ser prolongado, debido
a la naturaleza intracelular de Brucella (Halling et al., 2005). La atencion del paciente con brucelosis
puede facilitarse siguiendo el tratamiento propuesto en la Norma Oficial Mexicana 022-SSA2-2010
para la Prevencion y Control de la Brucelosis en el Humano. (Secretaria de Salud, 1994). La mayor

parte de las cepas de Brucella son sensibles a la estreptomicina y a las tetraciclinas (doxiciclina).

13



Marco de referencia

En el afio 2008, se aislo una nueva cepa del género Brucella, denominada B. microti, inicialmente,
se analizaron dos cepas de esta nueva especie de Brucella que fueron aisladas de topillos comunes
sisttmicamente enfermos (Microtus arvalis) (Figura 11) (Hubalek Z, et al. 2008) en la Republica
Checa. Posteriormente, B. microti también se aislé de la mandibula de los ganglios linfaticos de
los zorros rojos en un distrito de la Baja Austria (Figura 12) (Scholz HC, et al. 2009.) e incluso
directamente desde el suelo (Scholz HC, et al. 2009). Lo anterior sugiere que la ecologia de Brucella
es cambiante, y en el caso de B. microti es capaz de sobrevivir por largos periodos en el suelo sin

necesidad de un hospedero.

Figura 11: Microtus arvalis, reservorio natural de B. microti

B. microti ha demostrado persistencia al medio ambiente, fuera de huéspedes mamiferos y la
diversidad de especies de reservorio pueden jugar un papel clave en la propagacion de epizootias
de esta especie de Brucella. En contraste con las especies de Brucella clasicas, B. microti se
caracteriza por el rapido crecimiento en medios estandar y exhibe notables capacidades metabolicas
(Scholz HC, et al. 2010). Independientemente de la fuente animal o del medio ambiente y de origen
geografico, todas las cepas de B. microti exhiben actividades bioquimicas y enzimaticas en un

menor tiempo en comparacion de las especies clasicas de Brucella.
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Figura 12: Paises de donde se ha recuperado cepas de B. microti de suelo y de Microtus arvalis.

Hasta la fecha, la patogenicidad potencial de esta bacteria de rapido crecimiento para el ganado y
los seres humanos no se conoce. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que B. microti es
capaz de replicarse mas rapido dentro de las células y macrofagos, o de forma similar al
comportamiento de B. suis, una especie de Brucella que es patdgeno para los seres humanos y los
suidos (Jiménez de Bagiiés, M.P. et al, 2010)

El genoma de Brucella esta constituido por dos cromosomas circulares, el cromosoma | de 2,
117,050 y el cromosoma 1l de 1, 220,319 pares de bases. Comparando el genoma de B. microti y
B. suis (1330) se demostr6 que el genoma de B. microti es 99.84% idéntico al de B. suis (1330).

(Whatmore, A.M et al, 2009), (S. Audic, et al, 2009)
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Planteamiento del problema

La brucelosis es una enfermedad que se transmite al tener contacto directo con animales infectados,
sus secreciones, suelo contaminado, o el consumo de leche y derivados lacteos no pasteurizados.
Actualmente se han descubierto nuevas especies de Brucella, entre ellas Brucella microti, que es
capaz de persistir en el suelo y sobrevivir por periodos largos de tiempo; este hecho hace pensar
que esta cepa emergente puede usar al suelo y a los roedores de campo como reservorio temporal.
En los laboratorios donde se hace el diagndstico microbioldgico para el género Brucella deben
contar con metodologias estandarizadas que permiten la identificacion y tipificacion de las especies
B. melitensis, B. abortus y B. suis que son las que afectan al humano, pero también se pueden
tipificar las nuevas especies de éste género, es por ello que en este trabajo se desea establecer un
conjunto de pruebas clésicas y especiales del género para tipificar a B. microti. Como apoyo a la

investigacion en el estudio de la brucelosis.
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Justificacion

El diagndstico de brucelosis en México sigue siendo el establecido por la NOM-022-SSA-2010, en
donde se encuentran los métodos directos e indirectos para la identificacion del género y especies
de Brucella. En la actualidad se han reportado especies emergentes del género como Brucella
microti por lo que se hace necesario contar con un manual de tipificacion con los métodos

microbiologicos clasicos y PCR para la amplificacion de genes conservados como bp26/1S711.

En este trabajo se pretende establecer una guia de apoyo para la investigacion en la tipificacion del

género y especies de Brucella.
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Objetivo General

Aplicar las pruebas de actividad metabdlica y los métodos microbioldgicos clésicos en la

Fenotipificacion de Brucella microti.

Objetivos particulares

Realizar pruebas de Biologia molecular antes, durante y al final de las pruebas, para
garantizar la amplificacion del bp26/1S711, que es un gen conservado de Brucella.
Comparar el crecimiento de Brucella microti y cepas de referencia mediante la cinética de
crecimiento.

Determinar la actividad metabdlica de Brucella microti (CMM 4915) y las cepas de
referencia de Brucella, asi como los métodos microbiol6gicos clasicos de tipificacion para
este género.

Realizar perfil de antibiéticos de B. microti (CMM 4915) y al resto de las cepas de
referencia Brucella abortus, (S19), Brucella melitensis (M16) y Brucella suis (1330), como

una herramienta de tipificacion del género.
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Hipotesis

Ho: Brucella microti NO presenta una actividad metabdlica diferente a las cepas de Brucella
melitensis (M16), Brucella abortus (S19), Brucella suis (1330), cuando se utilizan pruebas
bioquimicas y pruebas especiales para el género Brucella.

Hi: Brucella microti tiene una actividad metabolica diferente a las cepas de Brucella melitensis
(M16), Brucella abortus (S19), Brucella suis (1330), cuando se utilizan pruebas clésicas y
especiales para el género Brucella.
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Disefio de la investigacion

Tipo de estudio
El tipo de estudio que se llevo acabd fue: Descriptivo, Observacional y Transversal.

Es descriptivo debido a que se describio el comportamiento de B. microti (CMM 4915) con las
demaés cepas de referencia. Es observacional pues solo se observo el comportamiento de B. microti,
en comparacion de las demas cepas de referencia. Es transversal por que las pruebas realizadas se

hicieron durante un periodo de tiempo definido.
Muestra

Se usaron cepas ATCC de cada especie de Brucella (.B. microti CMM 4915, B. melitensis M16
ATCC 23456, B. abortus S19 ATCC Vacunal, Brucella suis 1330 ATCC 23444)

Sede

El trabajo se realizo en el Instituto de Ciencias de la Universidad Auténoma de Puebla (ICUAP),
Centro de Investigacion de Ciencias Microbioldgicas (CIMC), en el Laboratorio de Patogenicidad

Microbiana.
Criterios de seleccién

Inclusion. Toda aquella muestra POSITIVA en las Pruebas de biologia molecular (gen
bp26/1S711), POSITIVA en la Prueba de Aglutinacion con Suero Pentavalente.

Exclusién. Toda aquella muestra NEGATIVA en las Pruebas de biologia molecular (gen
bp26/1S711), NEGATIVO en la Prueba de Aglutinacion con suero pentavalente.
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Materiales y Metodologias

Materiales

Todas las cepas de Brucella que se usaron en este trabajo fueron ATCC, nuestra cepa problema B,
microti (CMM 4915) donada por Unidad de Tecnologia en Produccion y Sanidad Animal. Centro
de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (CITA), Zaragoza, Espafia. El resto de las cepas,
Brucella melitensis M16 (ATCC 23456), Brucella abortus S19 (ATCC Vacunal), Brucella suis
1330 (ATCC 23444), fueron proporcionadas por el departamento de “Patogenicidad microbiana”

del Centro de Investigacion en Ciencias Microbiologicas
Metodologia

Se resembraron las cepas de referencia: B. melitensis (M16), B. abortus (S19), B. suis (1330) y B.
microti (CMM 4915). Se tomaron 200 L del cultivo y se sembraron en placas con Agar Brucella-
BUAP y suplemento de antimicrobianos de Ferrer (Tabla 2). Las placas sembradas se incubaron a
37 °C con 5% de CO> durante 48 horas. Posteriormente, para verificar que el cultivo de Brucella
estaba puro, se realizo la prueba de aglutinacién con suero anti-Brucella, y con el resultado
positivo, se procedié a la extraccion de DNA de estos cultivos, utilizando un kit comercial (Quick
—gDNA ™ MINI PREP, BIOSYS) y con el DNA extraido se realizo la PCR amplificando el gen

bp26, especifico del género Brucella.

Una vez crecidas las cepas y con prueba de aglutinacién positiva, se procedio a realizar las pruebas
de actividad metabdlica (Pruebas microbioldgicas clasicas, Curva de crecimiento) y pruebas
especiales del género Brucella (tipificacion con colorantes, aglutinacion con suero y acriflavina y

perfil de antibidticos).

Tabla 2: Preparacion y cantidades de los antibidticos utilizados para el Agar Brucella-BUAP con suplemento

de Ferrer
COMPOSICION mg/Litro U/Litro Sotck/Litro
Sulfato de polimixina B 6 mg 5,000 U 0.5 mL/L
Bacitracina 25mg 25,000 U 10 mL/L
Cicloheximida 100 mg -—-- 1ml/L
Acido nalidixico 5mg - 1 mL/99mL
Nistatina 100 000 U 100, 000 U 2ml
Vancomicina 20 mg -—-- 1mL/999mL
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Pruebas de biologia molecular

Esta prueba se llevo acabo en tres fases, que consistieron en: extraccion de DNA (kit comercial
Quick -gDNA ™ MINI PREP, BIOSYS), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
electroforesis y revelado.

Extraccion de DNA: Se tomaron 200 pL de agua estéril y se colocaron dentro de un eppendorf,
con la ayuda de una punta estéril se tomo una cantidad suficiente de bacterias que se suspendieron
en agua estéril, posteriormente se colocaron 800 pL de buffer de lisis y se homogeniz6 la mezcla
con la ayuda de la micropipeta. Se dejé en reposo 10 minutos. Se coloc6 una columna dentro de
una camisa y la suspension bacteriana se vertié dentro de la columna, se centrifug6 a 11,000 rpm/
1 minuto y el contenido que quedd en la camisa se desecho. Se agregaron 200 pl de Pre-Wash y se
centrifug6 a 11,000 rpm/1 minuto, se desecho el sobrenadante y se cambio la camisa, se coloco la
columna en la camisa nueva estéril y se le afiadieron 500 pL de Wash Buffer, se centrifugd
nuevamente a 11,000 rpm / 1 minuto, se deseché la camisa. Se coloco la columna en un eppendorf
nuevo Yy se afiadieron 50 pL de agua estéril, se centrifugd a 12,000 rpm/ 45 segundos.

Se corrobord la extraccién de DNA con una electroforesis, colocando 5 puL de muestray 2.5 pL de
buffer en un gel de agarosa al 1% y un corrimiento por 30 minutos a 90 Volts. Se observo la banda
caracteristica de DNA total en un transiluminador de luz UV.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Se prepar6 la mezcla en un eppendorf de 250 uL,
con las cantidades de los componentes que se muestran en la Tabla 3. El programa de amplificacién

se muestra en la tabla 4

Tabla 3: Mezcla de componentes para la PCR.

Cantidad Reactivos
1puL Rbp26/1S711
1puL F bp26/1S711
8 uL Muestra (DNA)

12.5 pL Taq polimerasa
2.5 L Agua Esteril
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Tabla 4: Programa de PCR que se utiliz6 para la amplificacion del gen bp26 en el termociclador.

Desnaturalizacién inicial 95 °C 7 Min

Desnaturalizacion 95 °C 35 Seg

Alineacion de primers 64 °C 45 Seg

Extension 72 °C 3 Min
Se Repite de 3 a 35 ciclos

Extension final 7°C 6 Min

Electroforesis y Revelado: se prepard un gel de agarosa (0.5 gr de agarosa disueltos en 50 ml de
TAE 1X) en un soporte de la cdmara de electroforesis y alternador de corriente BIO-RAD,
POWER/PAD 200, se coloco el gel dentro de la camara con buffer TAE y se corri6 a 90 Volts por
60 minutos. Posteriormente se tifie el gel con bromuro de etidio al 1% por 15 minutos, se enjuaga
con agua por 1 minuto y se coloca en un transiluminador de luz ultravioleta y se observaron las

bandas de amplificacion del gen bp26 de 1,029 pb.

Pruebas de actividad metabdlica.

Para las pruebas de actividad metabdlica se utilizaron los siguientes agares para la medicion de la
actividad metabdlica, Agar triple azlcar hierro (TSI), Agar Hierro Lisina (LIA), Citrato de
Simmons, Movilidad, Indol, Ornitina (MI0O), Urea de Christensen, Agar Brucella BUAP, Rojo de
Metilo — Vogues proskauer (RM-VP) y Agar sangre de carnero.

Se tomo una colonia de Brucella y se sembro en el siguiente orden Citrato de Simmons, Urea, LIA,
MIQ, Brucella-BUAP, RM-VP y al final TSI. Se incubaron a 37 °C por 24 horas y se interpretaron
los resultados. Adicionalmente se realizaron la prueba de oxidasa y catalasa.

Para la prueba de la Hemolisis se prepard una suspension bacteriana en solucion salina isoténica
ajustada a una densidad dptica de 1.4 a 640 nm, se tomaron 100 pL y se sembr6 en Agar Sangre
de Carnero de manera masiva y con la ayuda de una varilla de vidrio, una vez seco el agar, se pic

el medio y se puso en incubacion a 37°C y se reviso a las 24, 48 y 72 horas de incubacion.

Curvade crecimiento: De un cultivo estandarizado de 8 horas se tomaron 200 pL de la suspension
bacteriana y se inocularon a 20 mL de Caldo Brucella-BUAP. Se mantuvo el cultivo en agitacion
a 37°C y se tomaron alicuotas de un mililitro por 16 horas. A las muestras de cada hora se les
determino su densidad dptica para establecer la fase de adaptacion, logaritmica y estacionaria. Se

realizd la cinética de crecimiento para cada una de las cepas que se utilizaron durante este proyecto.

23



Pruebas especiales para el Género Brucella

Tipificacion con colorantes: Se prepard0 medio Brucella-BUAP y se le afiadieron colorantes
Tionina, fucsina y Safranina segun lo establece el Manual de procedimiento de laboratorio INDRE/
SAGARPA (Tabla 5), se realizaron suspensiones bacterianas en solucion salina isotonica (SSI) y
se ajustaron a una densidad Optica de 1.4 a 600 nm. Se tomé una placa de Agar Brucella-BUAP
con Colorante y se divide en 4 cuadrantes, con la ayuda de un hisopd se hicieron 5 estrias paralelas
empezando por el borde de la placa, procurando que ninguna de las estrias se tocaran entre si y que
el hisopo no estuviese demasiado himedo, las 4 cepas se sembraron en una sola placa y se
sembraron en cada uno de los colorantes a diferentes concentraciones (Figura 13), se incubaron las
placas a 35 °C con una tension parcial de CO> al 5% y se observaron a las 24, 48 y 120 horas.

Tabla 5: Stock de colorantes. La tabla describe el volumen requerido por litro de Agar Brucella-
BUAP y la concentracion del colorante

Fucsina 0.2% 10 mL 1/50,000
basica
Tionina 0.2% 20 mL 1/25,000
Tionina 0.2% 10 mL 1/50,000
Safranina 0.5% 20 mL 1/20,000
Cena 1 Cena ?
NV
Cena 3 \ / Cena d

Figura 13: Siembra en medio Brucella-BUAP con colorante.



Aglutinacion.

a) Aglutinacion con suero especifico a 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 coloc6 una asada de la
bacteria y se mezcld suavemente con la ayuda de un agitador de madera, se observd la formacién

de grumos para una aglutinacion positiva en un minuto de reaccion.

b) Aglutinacion con acriflavina: Para la aglutinacion con acriflavina se hizo exactamente lo
mismo que en la prueba a). Se utiliz6 50 pL de acriflavina al 0.1 %, se us6 como control positivo

a una cepa de Brucella y como control negativo a una cepa de E. coli.

Perfil de Antibidticos por la técnica de Kirby Bauer: se prepararon los siguientes antibioticos,
Cefotaxima, Ceftriaxona, Gentamicina, Ciprofloxacino y Fosfomicina. (Tabla 6). Se prepard una
suspension bacteriana en solucion salina isoténica y se ajustd a una densidad Optica de 1.4 a 600
nm. En una placa de Agar Brucella-BUAP se colocaron 100 uL de la suspension y con ayuda de
un hisopo se extendié en toda la placa, se coloco en cada placa 5 discos de papel filtro estériles
impregnados con cada uno de los antibidticos, se incubo a 35 °C por 24 horas a una Tension parcial
de CO2 al 5% Pasadas las 24 horas se midi6 el halo de inhibicion y se compar6 con los valores

reportados. (Cavelieri, S. J. et al (2005).)

Tabla 6: Preparacion de las Soluciones STOCK de Antibidticos

Antibidtico Dilucién Solucion de trabajo

Cefotaxima 1:100

Ceftriaxona 0.004g/mL 40 pg/mL

Gentamicina 1:25 10 mg/mL

Fosfomicina 0.004g/mL 40 pg/mL
Ciprofloxacino 1:100 20 pg/mL
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Diagramas

Esquema 1: Diagrama General de trabajo
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Esquema 2: Pruebas de Actividad metabolica
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IEsquema 3: Pruebas especiales para el Género Brucella
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Resultados y Discusion

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de las cepas B. melitensis (M16), B. suis (1330),
B. abortus (S19), la cepa problema B. microti (CMM 4915) y una cepa de E. coli que se usé como
control negativo; se amplifico el gen bp26/1S711, que es un gen altamente conservado y especifico
del género Brucella. La amplificacion de este gen fue positivo para todas las especies de Brucella,
para el caso de E. coli no hubo amplificacion y no se observé la banda de 1,029 pb. (Figura 14)

Tabla 7: Amplificacién del gen bp26 mediante la técnica de PCR

| BP26/1S711 (+) (+) (+) (+) )
M BP26/1S711 (+) (+) (+) (+) )
F BP26/1S711 (+) (+) (+) (+) )

I - PCR en la fase inicial del proyecto.
M — PCR en la fase intermedia del proyecto.
F —PCR en la fase final del proyecto.

1029 pb . .
B. microti

Figura 14: Resultado de la amplificacion del gen bp26/1S711, 1, marcador de peso molecular, 2, control
negativo E. coli, 3 Control positivo, B. abortus (RB51), 4, B. abortus, 5, B. melitensis, 6, B. Suis, 7, Brucella
microti.
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Brucella al ser un género mono especifico posee varias enzimas que se encuentran codificadas en
todas las especies. Este género se caracteriza por bacterias oxidativas por lo que en las pruebas
donde se esperaria la utilizacion de Carbohidratos mediante su fermentacién como TSI, CIT RM-
VP o bien aquellas pruebas en donde hay descarboxilacion o desaminacion de aminoacidos (LIA,
MIQ) fueron negativos, Brucella microti, también presenté una actividad idéntica con las demas
especies en las pruebas de catalasa y oxidasa, una caracteristica marcada dentro de este género. B.
microti al igual que las otras especies es ser bacterias inmdviles, debido a que B. microti es una
bacteria oxidativa no fue capaz de fermentar la glucosa presente en el medio y dar las condiciones
adecuadas para poder descarboxilar a la ornitina. En cuanto al indol el resultado fue negativo
debido a que no presenta la enzima triptofanasa para utilizar al triptofano que se encentra en el
medio MIO vy asi producir el indol. (Tabla 8). Ninguna de las especies fue hemolitica, incluyendo
a B. microti, aungue si crece en la gelosa sangre presentando una morfologia caracteristica y color
gris aperlado (Figura 15). Debido a la gran capacidad metabdlica que presenta Brucella microti
(Curva de crecimiento) la ureasa se pone de manifiesto en un lapso de 15 minutos, mientras que en
B. abortus, B. melitensis y B. suis, se pone de manifiesto en lapso de 16 horas. En la produccion de
H>S (&cido sulfhidrico) presento una actividad similar a la de Brucella abortus y suis al ser capaz
de producirlo. En el primo aislamiento Brucella microti presento similitud con Brucella melitensis

y suis al no requerir CO2 en comparacion de Brucella abortus que si lo requiere.

La morfologia microscépica de Brucella microti es similar al de las demas especies del género, es
un cocobacilo gramnegativo (figura 15), los resultados de las prueba de aglutinacién con suero
anti-Brucella fueron positiva para todas las especies que se trabajaron en este proyecto. B, microti
no aglutino en presencia de acriflavina, mientras que B. melitensis (M16), B. abortus (S19) y B.

suis (1330) si aglutinaron.
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Tabla 8: Resultados de las Pruebas de Actividad Metabolica, mediante métodos microbiologicos clasicos

(CMM
4915
Tincion de CBG(-) CBG(-) CBG(-) CBG(-)
Gram
TSI ) Q) ) )
LIA () ) ) )
CIT ) () () ()
M () () ) ©)
[ Q) () () Q)
o} () () ) ©)
Urea (++) (+) (+++) (++++)
RM Q) ©) Q) Q)
VP () ©) ) Q)
Ox (+) (+) (+) (+)
Cat (+) (+) (+) (+)
H2S (+) ) (+) (++)
Hemolisis () () () ()
CO2 (+) ) ) )
Anti-suero (+) (+) (+) (+)
Acriflavina (+) (+) (+) )

A)

Figura 15: a) Morfologia Microscopica b) Morfologia colonial de Brucella microti

La cinética de crecimiento de Brucella microti fue mayor en comparacion con las otras especies

del género (Tabla 9). La Figura 16 muestra que el crecimiento B. microti fue mayor que el de B.
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abortus, B. melitensis y aunque también fue mayor que en B. suis, esta present6 una gran similitud.

En la Figura 17 se aprecia que en la curva de crecimiento, B. microti concluyo su fase de adaptacion

a partir de la hora 4, iniciando su fase logaritmica. B. suis a partir de la cuarta hora también inicia

su fase logaritmica, sin embargo, las UFC no crecen como en B. microti. Mientras que B. abortus

y B. melitensis concluyen su fase de adaptacion en la hora 7 e inician su fase logaritmica.

Tabla 9: Cinética de crecimiento de 4 especies de Brucella expresado en D.O en 15 horas de crecimiento.

D.O
0 0.04
1 0.041
2 0.067
3 0.095
5 0.39
7 0.878
9 1.299
11 1.624
13 1.767
14 1.881
15 1.996

=
)

Densidad optica
© o o o©°
N £~ [e)] [o] =

o

0 1 2 3 4 5

6

D.O
0.08
0.087
0.095
0.101
0.291
0.67
1.08
1.36
1.488
1.731
1.782

D.O
0.036
0.046
0.054
0.069
0.105

0.14
0.325
0.715

0.95
1.115

1.45

Curva de crecimiento

7 8 9

Tiempo Hrs

10

11

12 13

14

15

D.O
0.06
0.066
0.068
0.07
0.11
0.15
0.621
1.124
1.35
1.529
1.629

16

—@— B. microti
—@—B. suis
—@&— B. abortus
—@— B.melitensis

Figura 16: Cinética de crecimiento de Brucella microti, en comparacion con el crecimiento de B. abortus, B.
suis, B. melitensis en 15 horas.
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Curva de crecimiento

©c o o ©°
o N o b =

—@®— microti
—@— suis

>

B. melitensis

Densidad Optica
o o
[9,]

—@— B.abortus"

o o
N

|

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo

Figura 17: Cinética de crecimiento de Brucella microti, B. suis, B. melitensis y B. abortus a las 7 horas de
crecimiento, en donde se observa la conclusién de la fase de adaptacion.

Tabla 10: Tiempo de generacién de B. microti en comparacion con el tiempo de generacion

formulas B. melitensis = B. abortus B. suis B. microti
n=33(logY-logx) N 9.717 10.212 17.154 18.774
t = hr* min T 900 900 900 900
G=t/n G 92.620 min 88.131 min 52.466 min 47.938 min

Donde:
n= (ndmero de generaciones)
t= (tiempo en crecimiento exponencial)

G = (tiempo de generacidn)

El tiempo de generacién de B. microti es de 47.93 minutos mientras que el de B. abortus es de
88.131 minutos, el de B. melitensis es de 92.620 y el de B. suis es de 52,466 minutos, esto indica
claramente que el crecimiento de B. microti mayor al de B. melitensis y al de B abortus ya que el
tiempo de replicacion de B. microti es menor, mientras que comparando con el tiempo de

replicacion de B. suis demuestra ser similar pero menor al de al de B. microti.
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Una de las caracteristicas del género Brucella es su crecimiento en medios de cultivo con
colorantes a diferentes concentraciones. En la tabla 10 se muestra que B. microti comparte
caracteristicas similares a las de B. melitensis que es capaz de crecer en todos los medios con
colorantes y en todas las concentraciones, a diferencia de B. suis que solo crece en colorantes como
Tionina en ambas concentraciones (1:25,000 y 1:50,000) y se inhibe en medios como Fucsina y
Safranina. Mientras que B. abortus es capaz de crecer en Fucsina y Safranina y se inhibe en ambas

concentraciones de Tionina. (Figura 18)

Tabla 11: Tipificacién por sensibilidad a colorantes de varias especies del género Brucella.

Tionina 1:25000 ©) (+) (+) (+)
Tionina 1:50000 ) (+) (+) (+)
Fucsina +) (+) ©) (+)
Safranina (+) (+) ) (+)

Figura 18: Crecimiento de Brucella con diferentes colorantes en Agar Brucella-BUAP. 1. B. abortus, B. suis, B. melitensis y
B. microti se crecieron en agar BRUCELLABUAP con los colorantes Tionina, safranina y fucsina en las concentraciones
recomendadas para la tipificacion. 1.- Crecimiento de las 4 especies de Brucella en el agar con safranina, 2.- Crecimiento de
las 4 especies de Brucella en el agar con Fucsina, 3.- Crecimiento de las 4 especies de Brucella en el agar con tionina [1,
50,000], 4.- Crecimiento de las 4 especies de Brucella en el agar con Tionina [1, 25,000].
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En la tabla 11 se muestra el resultado del perfil de crecimiento de B. abortus, B. melitensis, B. suis
y B. microti en presencia de antibiéticos, que se usaron como un criterio mas en la diferenciacion
y tipificacion de las especies del género Brucella. La penicilina se usa como una prueba diferencial
de especie. B. suis y B. abortus son sensibles, mientras que B. melitensis y B. microti presentan
resistencia a la Penicilina. Todas las especies del género Brucella fueron sensibles en presencia de
Cefotaxima, Ceftriaxona y Gentamicina que son antibi6ticos de amplio espectro, en el caso de la
Cefotaxima y Ceftriaxona son bactericidas de bacterias gramnegativos, Gentamicina es inhibidor
de bacterias gramnegativas. De igual forma todas las especies son resistentes en presencia de
Ciprofloxacino a pesar de ser un inhibidor de bacterias gramnegativo y grampositivas. Sin
embargo podemos observar diferencias en presencia de Fosfomicina que es una acetilglucosamida
en donde B. abortus, B. suis y B. melitensis tienen una sensibilidad intermedia, mientras que B.

microti es resistente este antibiotico (figura 19)

Tabla 12: Sensibilidad a antimicrobianos de 4 cepas de Brucella.

Cefotaxima S S S S
Ceftriaxona S S S S
Gentamicina S S S S
Ciprofloxacino R R R R
Fosfomicina | I | R

Figura 19: Sensibilidad de B. microti a antimicrobianos. 1) Sensibilidad a Cefotaxima, 2) Sensibilidad a
Ceftriaxona, 3) Sensibilidad a Gentamicina, 4) Resistencia a Ciprofloxacino, 5) Resistencia a Fosmomicina.
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Conclusiones

B. microti fue capaz de fenotipificarse y diferenciarse de las demas especies del género: B.
abortus, B. melitensis y B. suis por medio de los métodos microbioldgicos clasicos y

pruebas especiales del género Brucella.

B. microti y las demas cepas de referencia de Brucella amplificaron el gen bp26, en la
reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR), pero no lo hizo E. coli, indicando que las
especies de Brucella se encontraron puras.

Brucella microti presenté una mayor velocidad de crecimiento en comparacion con las

demas especies del género Brucella (B. abortus, B. melitensis y B. suis).

el tiempo de generacion de B. microti es menor que el de las demas especies de Brucella-

En la prueba de ureasa B. microti presentd actividad en un menor tiempo con respecto a B.

abortus, B. melitensis y B. suis.

En la prueba de produccion de acido sulfhidrico se observé que B. microti produjo mayor

cantidad en comparacion con las otras especies.

B. microti no presento aglutinacion con acriflavina mientras que las demas especies de

Brucella si presentaron aglutinacion.

Brucella microti es capaz de diferenciarse de las demas especies del género Brucella

cuando crece en medios con diferentes colorantes.

El perfil de sensibilidad a los antimicrobianos encontrado en B. microti difiere de las cepas

de referencia de Brucella.
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