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RESUMEN

Par medio de TYaxgnomia Numérica se determinaron las
diferencias existentes entre miembraos de uwuna misma especie gdel

géenerc Brucella.

Se emplearon 110 cepas identificadas como 5. melitoncis
biovariedad 1 pertenecientes al cepario del Laboratorio de
Brucelosis del INDRE (Imstitute Nacional de Diagnostico v

Referencia £pidemiclegicos) a las gque se les realizaren 50 pruebas

que incluian sensibilidad a sustancias gquimicas v antimicrobianos.

tiempo de ureasa y lisis por fagos. Los resultados expresadus como
+ o0 ~ fueron integrados a una Matriz de Similitud no Agrupada y &e
analizaron por medio del pagquete de <computacidn TAXON usando el
Coeficiente de Similitua Simple-Hatching obteniendo ast los
porcentajes oe similitud (Sam} con los QqQue se realizoe una
Matriz de Similitud Agrupada y un Dendrograma.

En la Matriz de Similitud Agrupada se determinaron cuatro
clusters (agrupaciones de organismos con alto grado de similitud)
observandose 1mportantes asociaciones de la cepas, mientras que en
el Dendrograma aungque s& observan agrupaciones de cepas con
determinadas caracteristicas. solo se definieron dos clusters. El
valor de corte al 84 % para determinar -especile- permiti® conocer
que todas las cepas. a excepcisn ge cinco pertenecen a la especie
B, melitensis,

El anal:isis de los clusters oe ambas graficas permiti1d
afirmar gue e:isten diferencias en esta especie. Ssin embargo es
necesario un mayor numerc de pruebas para proponer una nueva
metpdologia gque contribuya a una buena clasificgcien,

De+inir las or1rerenclas gque presentan las cepas de esta
especie. permite situar a cada wuna de ellas por sus caracteristicas
particulares. observandose heterogeneidad a nivel de -biavariedad-,
mostrando de esta manera la gran mportancia de la Taxonomta

Numérica en la clasificacidn de estos microorganismos,



. INTRODUCCION

Uno de los problemas 1mportantes de salud en nuestro pals. es
sin duda la brucelosis, y los microorganismos causantes de esta
enfermedag son los miembros del geéenero Bruceila. 21 cual esta
dividido a su vez en cinco especies: B, malitensts, 8. abortus. B,
suts, F. cants y F. neotomae (1},

Esta enfermedad afecta principalmente al ganado bovino.
caprine, ovino y porcino, pera otros animales pueden ser
1nfectados; existe cierta preferencia ge las diferentes especies de
Brucella por determipados huéspedes. La 1nfeccidn en el hombre se
debe al contacto con animales i1nfectados y sus productos O muestras
contaminadas (24!,

La brucelosis presenta un problema grave en el pats. vya qgue
existe poca difusion sobre la toma y procesamiento de las muyestras,
lo gue trae dificultades para poder aislar adecuadamente al
microorganismo, dando como resultado un diagndstico errénec o la
pérdida del microorganismo en el tratamiento 1nadecuado de la
muestra (27).

Dada esta situacidn, la informac:on que se tiene de los casos
de brucelasis en los diferentes estados de la Republica no es del
todo completa vy sobre todo es escasa con respecto a las especies vy
biovariedades caracteristicas de Ccada regiin.

Estudios bacteriolégicos han jugado un papel importante como
marcadores epidemioldgicos contribuyendo a ubicar tentativamente a
las diferentes especies de Brucella (7.32).

Actualmente e tionen clasificanas 4 una Qran parte de las
cepas atsladas en MONICO Como 8. mel:itensis biovariedad 1 .y 1las
determinaciones se han realizado por metodos estandarizados y de
uso international. Sin embargo. diferentes estudios han reportado
las posibles sub-~clasificaciones de varics microorganismos basados

en un mayogr numero de pruebas (S53).



Al observar que las cepas de Prucalla aisladas en el pals

. provienen de diferentes z20nas geograAficas y fuentes. v en base a

reportes sobre los diferentes comportamientos gque pueden presentar

las especies de este genera., surgid el interes de poder definir de
una manera mas acertada la similitud entre éstas (27).

Resulta entonces conveniente para este fin, hacer uso Ge una

herramienta tan importante como lo es la Taxonomta Numarica, la
cual permite defimr ta similitug existente entre organismos
basandose en un buen numero ae caractertsticas {pruebas)

contribuyendo a una mejor clasificacion de ellos.

Este traba)o, por lo tanto, propone realizar un estudio sobre
la clasificaciédn (subclasificacion) de cepas aidentificadas hasta
este momento como F. melitensis biovariedad 1. que ofrezca mayor
claridad sobre las d:feremncias existentes, na sclzs en especie, sinoc

también en biovariedad.



I.GENERALIDADES

La brucelosis es una anfermedad de animales dosesticos vy
silvestres que puede ser transmitica al hombre vy s tausada por
microorganismos pertenecilentes al génerao denominado Srucella,  en
honor & su descubridor David Sruce en 1887. Esta enfermedad es
conocida con diferentes nombres tales como Fiebre de Malta,  Fiebre
del Mediterraneo, Fiebre Fecurrente, entre otros (32),

11.1.AGENTES Y FUENTES DE INFECCION

Se considera Gué el genere Srucellac consta de sei1s especies:

Brucetlla melitsasis, Prurella abor: fSrucelle suvs, PBrucella

nectomae., Brucella ovis y 8rucella czals t.a brucelosis en el
hombre es causada por B. abaortus, B. melltensis, E. suts o B.
canis. pero la especie mis importante sor el numero de casas y por
la severidad de la enfermedad es B nelilensis. Las tres
biovariedades de que consta esta especie no presentan diferencia en
su patogenicidad hacia el hombre, y la 1infeccidn puede ser
relacionada directa o indirectamente con la exposicidn a cabras vy
ovejas infectadas y sus productos (1,23).

Con respecto a &8 asortus, esta especie tiene siete
biovariedades reconocidas y No eviste evidencia de variaciohes en
su  varulenc:ia: la tipvariegad 1 es la mAs frecuentemente
involucrada en 1a enfermedad humana, seguida por las birovariegades
3 y & mientras las otras son mucho m2nos coeunes. La fuente de
infeccidn mas importante es el ganado vacuno; 1pos cerdos NO san una
fuente significativa de infeccisn por #. abortus y la importancia
de los caballos y perros en la tranmsmisisn no 25  del todoe clara.
Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en el pats, pero
es mepos patdgena gque £, melitensis (2,76

Las 1nfecciones Dor B s5uLs estan mas limitadas

geograficamente vy las biovariedades gue existen para esta especie



son cinco. Las biovariedades 1 y 3 son las causantes de la
infeccion en el tumano derivada de cerdos y esta oCurre como
resultado del contacto con animales infectados o materiales
contaminados por sus descargas (26).

En el caso de B. cenis, la infeccion se presenta con amas
frecuencia en areas donde la enfermedad canina es prevalente v

tieng baja virulencia para el hombre.

I11.2.HICROBIDLOGIA DEL GENERD BRUCELLA.

tos microcrganismos comprendidos en el genero Brucella son
cocos © cocobacilos Gram pegativos de 0.6 a 1.5 um. ge largo por
0.5 a 0.8 um. de ancho y su asociacidn puede ser en pares, cadenas
o racimos cortos. Con la coloracion de Ziehl-Neelsen moaificada se
tifien de color raojo observandose la misma morfologia (8,33).

La morfologia colonial se cbserva de manera diferente
dependiendo del tipo de cepas lisa, rugosa o nmAucoide. Las cepas
lisas (8) produzen colonias circulares, con bordes regulares,
transparentes y de color ambar © gris azulado a la luz. ademas son
brillantes; zonr suaves y forman suspensiones facilmente. Las cepas
rugaosas (R) prodgucen colonias semejantes pero varian en color
{blanco, amarillao o cafo), consistencia v textura; dificilmente se
desprenden del agar vy no forman suspensiones homogéneas,
produciendo agregados granulares o fi1lamentosos. Las cepas mucoides
(M) son similares a éstas perdo Su textura es mucoide (25).

Ademis de estas caracieristicas las brucelas oo presentan en
su estructura flagelos, endosporas y capsulas (53).

Con respecto a sus propiedades biogquimicas no require
obligatoriamente oe carbohidratos como fuente de energia, su
metabolisme es oxidativo y las cepas son  aerdbias  aungue  algunas
requieren COz2 para su crecimento, especialmente en el
primoaislamiento. La actividad de la catalasa es positiva pero la

oxidasz pe variable; la reduccidn de nitratos la produccién de

-t



thS tambien varia mientras que el indol es negativo. La actividad
ureigsica puede ser diferente dependienda de la especie 'y las
pruebas de citratos, MR v VP son negativos (8,235,32). ‘Como fuente
de energia algunas especies utilizan eritritol (2,200,

IT.3.AISLAMIENTD v CULTIVC

La sangre ec la muestra mis Ccomunmente examinada para el
aiwlamiento de Brucella, el cual es el diagndstico mas confiable de
la enfermedad. El aislamiento tiende a ser dificil en algunos de
los casos en que las concentraclones en sangre son bajas por  su
presencia intermitente Yy la propiedad de poder estar
intracelularmente, ast como por sus  reguerimientos nutricionales
(23,27). Otra muestra empleada es }la médula osea y permite obtener
mayor numero de cultivos positivos (15).

El medio que se recomienda en lops casos de hemocultive es el
medio bifasico de Ruiz-Castafieda y es aconselable que la muestra se
tome antes del tratamiento con antibidticos ya que puede interferir
en el aislamiento; el hemocultive es de  mayor utilidad st se
realiza en la fase aguda de la enfermedad. FPara el primoaislamiento
y por 105 requerimientos nutricionales de las brucelas se emplean
medios tales como Agar Chocolate, Bordet-Gengou y Geleosa Sangre. £1
citrato es el anticwagulante mis apropiado y es reemplarado por
polianetol sulfonato en el medio de Ruir—-Castafeda teniendo de esta
manera, capacidad de inactivar algunos antibidticos (1),

Los medios selectivos no son  del todo necesarios para el
cultivo de sangre, medula u otros tejidos, pero si viene
contaminada (en e! caso de que la muestra sea por ejemplo heces u
orinal pueden ser empleados medios de este tipo como el de
Farell ().

Debe tomarse en cuenta gue para aumentar la posibilidad de
tener cultivos positivos €5 necesarlo Qque se tomen muestras

serilddas por vdarios dias. Despuds de sasbrar la muestra en medio de

(&



Ruirz—Castalkega y observar el crezimiento, s& debe resembrar  en
medi1os enriquecidos como Agar Brucella, Agar Eugor, Agar Sangre y
Agar Chocolate y la incubacicn es por varios dias; como se trabaja
por gdupl:icado. entonces la 1ncubacion dgebe reali1zarss en
aerpbiosis y tambien en atmssfers parcaal de COa. Los
hemocultivos se descartan como negativos despues ge Sels  semapas
{26). El crecimiento que se presenta es observado microscépicamente
por tincion de Gram, ademas se realizan pruebas de aglutinacidon con
sueros monoespecl fi1cos y crecimiento en colorantes comg tionina,
fucsina basica y safranina sobre un medio base (24,25). Algunas de
estas caracteristicas se listan en el Cuacro I.

Es importante seffalar que ademds de los problemas arriba
sefialados para e! aislamiento, otro problema que se presenta es la
poca difusion de esta enfermedad y la manera de tomar vy procesar
una muestra; esto ha llevado a que el numero de casos no sea bien

establecido y menos aun el contrgl e la enfermedad,
11.4. IDENTIFICACION DE CEPAS

Partiendo del aislamiento en medios enriquecidos, se procede
& identificar especie y biovariedad en base a pruebas bioquimicas
de la siguiente manera (33):

a) Requerimientos de CO:.- La c¢epa se siembra por duplicado
en tubos con medioc inclinado de TSA (Agar Soya Tripticasa) o Agar
Brucella y se incuba un tubo en CO: y otro en atmdsfera normal, a
37+ C por 48 horas.

Posteriormente sembrar un tubo con TSA con la cepa e incubar
37+ €C por 48 horas, para despueés resuspender en Caldo Soya
Tripticasa estéril y obtener una Suspensién de aproximadamente 10
bacterias/ml (tubo No. 4 del neofelametro de hcFarland) (29). De estia
suspension se siembran los siguientes medios (13,25):

b) Hedio de Kligler.— #Para explorar la capacdad de

fermentacion de azucares.



c) Medic de Urea de Christensen.- FProduccidn de ureasa.

d) Medic de SIM.- Observar 1la i1nmovilidad de brucelas y la no

produccion de i1ndol.

@) Tiras de acetato de plomo.- Observar la produccion de H.S.

£) Citratoc ce Simons.- Observar la no utilizacisn de este

sustrato como fuente de carbono.

g} Crecimiento en colarantes.- Esta prueba es de caracter
diferencial erntre las especies de Srwucella y los colorantes
empleados son cuando manas dos: tiomina y fucsina basica, aunque
tambien e emplea safranmnina, los cuales a diferantes
concentraciones soOn preparades sebre un m2dic base. Se toma una
asada de la suspensién y se hacen por lo menpos Cinco wstrias sobre
el media con colorante. Biempre se emolean tres cepas de
referencila, sobre todo cada ve: Que Se prepare un lote ope
colorantes; &sto nos dara seguridad sobre los resultados. En cada
cara pueden ser sesbradas cuatro cepas.

Incubar a 37+C con y sin CO1 durante 4 a % dtas y observar si
existe © no crecimiento. La prueba es positiva si el crecimiento
aparece en 3 0 mic estrias, va gue si e5l0 aparece en la primsera
eso indicaria Que en ese lugar estaba m&s cargado el imeculao,
entonces la prueba es negativa (23).

h)  Sueros monoespeci ficos: se realiza la prueba de
aglutinacien con los sueros A y M porporcionados por centros de
referencia 1nternacional vy en ios casos en que se dude de la
existencia de una cepa rugosa natural se emplea el suero R 25,
Ver Cuadro I.

1) Bacterisfagosy en este caso la prueba esta basada en la
lisis que pueden llevar a cabo sobre cepas de Erucella Yy su
utilidad radica en la diferenciacisn proporcionada entre 5. abortus
¥y 8. melitensis gue pueden llegar a confundirse, s1 sS0lo se
realizan algunas pruebas. Los fagos usados son €1 Tbilisi iTHy,
Firenze (F1y, Weybridge (Wbh), Berieley (Bk) entre otres. Tambien en



este caso deben usarse cepas de referencia’ (10,12,35). "Ver . Cuadro

II.
IT.S5.ESTUDIDOS DE SENSIBILIDAD

El numero de estudios de susceptibilidad de Brucella s=p. en
la literatura es limitago, y la mayaria fueron pobremente
estandarizados; aungue se ha estudiado la sensibilidad de este
género a antimicrobianos, los reportes estan relacionados a Sus
efectos tn vive y con fin terapeutico. Algunos estudios revelan que
ciertas drogas tienen actividad contra Brucella i1n wvitro pero no
siempre tienen relacién con su utilidad clinica (3).

La sensibilidad gque presentan wn wvitro estas bacterias
depende de varios factores tomo son la especie y biovariedad, la
fase en que se encuentre, las condiciones de incubacién, el medio
que se emplee, la concentraciédn y antibidtico a usar, etc. 29 .
Entre los antibi1oticos estudiados a usarse contra las brucelas se
encuentran las tetraciclinas y sulfas, ademas de la rifampicina 1la
cyal tiene buena actividad in vuvitro y en combinacian con
doxiciclina, wn vivo,promete ser una buena alternativa (4,28).

Algunos antibidticos y sus concentraciones usados en estudios
in vitro para 5. melitensis se presentan en el Cuadro III.

Por otra parte, la resistencia a sales 1inorganicas ha sido
determinada €n migroorganismos tales coma Escherichia colyr  y
Staphylococcus aureus principalmente vy entre las sustancias
reportadas se encuentran el Be, Mg, Al, Cr, Mn, Fe, As, Co, Ni, Cu,
Zn, Ag, Sn, BRa. Cd, Hg, Pk, Azriflavina y Bromuro de etidio pero no
se tiene conocimiento de gque se haya estudiadoe la resistencia de
los membros del genero Srucellz a estas sustancias (17,18.19,46).
Un estudio sdlo ha revelado el efecto taxico del azufre scbre
ciertas cepas de este género a concentraciones tan bajas comn 0.06

#g9 por ml., de medio (41).



11.&4.DISTRIBUCION GEOGRAFICA

t.a brucelosis Liene una oistribucisn geagrafica mundial muy
diferente dgependiengn ce la especie y de la biovariedad ce que Sse
trate. La distribucidn en Norteamsrica indica Que en Canada, B.
ebortus todavia persiste y 8. canis nNo parece ser un problema. 8.

melitens:is 3y 8. suirs va no &stan presentes en el pals (5.

En Estados Unidos., ® abortus biovariecsd 1. 2 v 4, han

dismimu 0o su prevalencla en algunos estados, mientras que en otros
persistes 2. melitensts fue erradicada de los animales
contrariamente a la i1nfeccidn en perros por 8. cznis la cual es muy
extensa. & g¢wuig Ziovariedad 1 v 3 anteriormente  fue prevalente
pero actualmente la enfermedac  por esta especie ha sido
controlada (33).

Por otra parte, la var:eo2ad de ganawoer.a existente en Mexico
ha contribul do enormesente al nueero de casos de brucelosis humana
existente. La brucelosis baovina en 1?87 tuvo una incidencia alta en
los Estados oe Sormora, Sinaloa y Navarit, ¥ la positividaa fue
en aumento Comparada conh la gque se presentabs en 1981, De gran
importacia por el numero Ge casos humahas Que genera, s la
brucelosic caprina, vya que este tipa de ganado esta ampliamente
diseminado en Bl pals vy lps Estados de mayor frecuencia son
Chihuahua, Tamaulipas. Sar Luis Potost, Zacatecas v Michoacan
153,27,

Es 1mportante seftalar la forma oscilatoria gue pressntan  las
tasas promedic en lops o ferentes a%os, va que de 1960 a 1978 se
observaba descenso de los casos de esta enfermedad, perc a partir

de 1979 la tendencia fué wmarcadamente ascendente, pues la tasa

llege a 7,87100,000 hah. en 1997, + taabien algumes E£stacos  gue
anteriormente no ocupaban un lugar preponderante en los casos  de
brucelosis, se vieron situados e=n 10S Drimeros lugares, come es el
€aso de Sonora, Durango, Puebla, Sinaloa v Tamaulipas (287,

Un estug:o por grupos de edad revela gque la poblacién mas



afectada es la comprendida entre los 15 y 44 aRos, Y en segundo

lugar el Qrupoc de 5 a 14 afos (26).
I1.7.MARCADORES EPIDEMIDLOSICOS

La fuente de i1nfeccison en casos de brucelosis en  humanos,
puede conocerse gratiaz a la identaficacian de la especie de
Brurella aislada. Ast, B abortus indica origen bovino, B,
melitens{s capring U ovinog y ¥ canis, origen canino. En el zaso de
P. suis, Bs mic compleyc  detarminar  su origen, [1-14 io que es
1ndispensadble la 1dentifFicasien de biovariedadss Que agemas
permitan conocer su pasible distribucien Qeografica, por ejemplo,
8. suis biovariedad & es encontrada en Dpeguefos roedores en la

URSS, &. suir bilovariegad 45 se logcaliza en  lazs  regiones

afectanoc a los renos. mientras gue P, euis bievar isdad 1y
encuentran en Norte y Sudamerica y en Zurops, respectivamente (26).

La 1dentificaricen de biovariegadse tambien &s usada pars &

abortus y F. melitensis yva que su dis thuCisn pugdge  variar entre
airferentes lotalizazicones gepgraficas (She.

El pregominio I8 DOLEs Diovariedst o C sOlo ow u
regiones 1moone limtaciones sobre el valoe ge ls icentificacian de
birovariedades par: propasitos epidesiclegicez. Debicy a esto, se has

intentags estendger la identificacicrn o= riedages en otres

Ll

subtipos Que tEndan Ci18rta preferentia

Coms ejempio oce estc, ios patrones de resistencis a
antibidticos hz sido usado en U.k. parae sub-tipificar a 5. absrtus
biovariedad 1 vy todas las cepas fusreon recuperadas de ganado vactuno
durante la fase fipal del Esquema de Erradicacidn de Brucelosis vy
se identifitaran contrse un umerao de perfiles los cuales

demostraron una preferencia geografica particular (ST,

El usp de resistotipos es. entonres, g matods
seguitr, perao tambien es necesaric =i desarrollc de nusvas técnicas

que cumplan el papel de marcadores epidemiclcgicos logrando - asi

iQ



un mejor conocimiento del comportamiento. deligénerc Brucella.
11.8. TAXONOMIA NUMERICA
I1I.8.1.Historia.

La 1dea ae cuantificar las relaciones entre las especies
surgi¢ en varios taxanomistas desde principios de siglo.pero
ninguno de los métodos propuestos fueron adoptaaos debido a que no
estaban disefados para contemplar la importancia e los
coeficientes, los metodos de agrupacidn  ni la +“construccisan- de
alguna clasificaci1sn; se empleaban los caracteres sin explicar et
papel que tentan en la taxonoml a.

La necesidad de usar algunos caracteres y el tegio del
anklisis de Jos resultados hacla 1mpractica a la Taxonamt a
Num@rica. la cual yva era usada en la mitad sel siglo XVII1 por el

tanico frances Francois Adanson de donde se le conocia como
Clasificacien Adansoniana (5).

Sneath vy Sokal definmieron a la Tasonomia Numerica en 1975
comp -la agrupacid¢n por metodos numericos de unidades taxondmicas
dentro de ur taxa sobre las bases de sus caracteristicas- y su auge
se debisd principalmenta al advenimianto de las computadoras y a las
controversias sobre las nuevas tecmecas con fines de clasificacion
(35),

Este i1nteres di¢ origen a la Taxonomia Numérica moderna en
siti10s diferentes -en Inglaterra y Estados Unidos— de manera
independiente. F. Sneath. por ejemplo, trapajs coan el género
Chromobacterium v mostraba desacuerdo con la situacion taxonémica
para este microdrganisma gor lo Que usandd tablas de datos binarios
para diferentes cepas y especies. ODbservs la necesidad de
Coeficientes de Similitud redescubriendo as: el coeficiente de
Jaccard. Fue el primer bizlogoe gque wusd la computadora para

Prop2sitos taxonomicos (43).

11



For otra parte, Sokal trabajys con un grupo epcabezadc por
Michener, uno de los principales entomdlogos, teniendo como
objyetivos crear un método para cuantificar relaciones tsxondmicas y
establecer clasificacipnes mis valiosas Que los métadts
tradicionales. Les problemas de codificaci¢n y peso de los
caracteres fueron considerados por estos investigadores (T1).

Otro grupco comprendido por Cain y Harrison esclarecice los
principios taxondmilcos: la relacisn entre los coeficientes vy la
importancia de las agrupaciones fu® estudiado por Rogers y
Tanimoto (31,39).

11.8.2.Principios de la Clasificacion.

Clasifiracien Natural.

Los taxonomistas han aceptado que lartlisiFica:X6nv debe  ser
natural mas gue artificial y gque el teraino- ~naturals 'en ‘algin
sentido implica una verdadera reflexion del orden ﬁErlos‘drganismds

en la naturaleza (14),
Numero v tipo de caracteres.

Un problema al gue se enfrentaron los taxonomistas numériéns
fue el oeterminar el! peso de los caracteres (pruepas). Se
consideraba que los caracteres pesaban por si mismos en terminos de
amero oe estados diferenciables gue pudieran ser tomados en cuenta
para un estudio, v Qque &) peso 2staba en proporcicen a su contenido
de :nformacisn, perc se ha establecido que <tada prueba tiene e:
misamo pesc., vya Que S demostrd que un peso 1000 veces mas para 16
de 135 carscteres tiens un eFeCto 1Nsi1gomMmficante en un esiucic  de
17 organismos (131,

£l numerc de caracieres a probar AO Bsts deFinido y aunque se

trabasan entre 40 y 100 pruebas, un nateroc mavor (150-200) permite



mostrar una fraccisn raronable de i1nformacisn genetica (7).

Algunas de la oruebas gQue se usan son los anticuerpos
monoclonales. sondas de DNA, amalisis electroforetico vy zimogramas,
1N embargo, las pruebas de mayor uso SON las pruebas biogquimizas ¥

los patranes de resistencia (34,53).
Med:igas oge Similitud.

tLa noci1én de semejlanra entre dos oOrQan:ssos e la base de los
matoros de Taxenoma Numerica v por ello los taxonomistas
consideraron la necesidad de desarrallar medidas de semejanza
satisfactorias creando as! los Coeficientes de Similitud Yy
Disimilitud, E€ntre ios Coeficientes de Similitec se encuentran el
Coeficiente de Jaccard wusado por Sneath y el Coeficiente
Simple-Matching propuesto por Sckal v Michener; estes coeficientes
son los de mayor usc en la taxonomia (6,820,

Otros coeficientes son el dge Dice, Czakanowsky. Sorensen,

Iulczinsky, Kussel, Rao y Roger (5,6).
Expresisn ue Resultadas.

Los resultados pueden ser e presades como (+) o (~). © como
(0) o 1) de acuerdo con la ausencla o presencia. de un atributo.

Con los Organismnos u OTu’s {(Unicdades Taxornemicas
Operacionales) a clasificar » los caracteres se forma una Matriz oo
S:imilitud no Agrupada 1ncluyendo los resultacos como arriba  se
indica. A esta wmatriz tambien se le ha llamado Tabla de
Continmgencias (7).

Estos resultades son analizados por algun coeficiente
obteniendo valores de similitud ten porcentajes) entre 0OTU's. Los
valores de sim:litud se emplean para la realizacien de Matrices de
Similatug Agrupaca y DPencrogramas (&),

La Matriz de Similitud Agrupada presenta en ambos ejes todos



los OTU's usados con el mismo orden- y sus valores de similitud
estan Eomprendidos dentro de rangos que establezca el investigador.,
Tsukamura definid rangos para Mycobactertum (47,50} v para Nocardre
{48) los cuales eran pequefios (100-%94, 95-91, %0-86, B5-81, <BO %)
o mas grandes (100-91, 90-81,<B0%L).

En el caso del! Dendrograma. éste se realiza empleanct una
escala de intervalos cortos en el cual se grafican los porcentajes
de similitud gque presenta cada par de cepas y relacionandolas cuﬁ
otros pares hasta formar grupos compactos. En la - construccisn  de
Dendrogramas se usa! a) una misma escala de samilitud o b))
diferente escala de s:militud, para dar origen a los diferentes
tipos de elios (idl,

La interpretacisn de un Dendrograma debe hacerse de manera
vertical tomando en cuenta siempre la -distancia Euclidiana: y no
el orden en gue sSi havan colocaco los QTU's (14),

Por otra parte. la realizacidn de ambas figurac (Matr:> de
Similitud Agrupada y Dendrograma ) es indispensable para el
-anpalisis por Taxonomia Numérica va gue tiene como fin simplificar
la informacisn reemplarando la proximidad entre pares de QTU's por
la proximidad entre grupos de OTU's creando de esta manera
mclusters- (agrupaciones ce OTU’s con alto grado de similitud) (S).

En resumen, el analisis taxondmico incluve 19e siguientes
pasps: a) comparar varias configuraciones de O0OTU' s, b) realizar
Matrices de Similitud., c! coomparar grupes de OTUW = v dY definir
+eluster’'s- jerarquicos en foraa de Dendrogramas.

Es necesario seffalar que el uso de la Taxonomia Numérica como
matodo para fines de clasificacian presenta wvarios incanvenientes
entre los que destaca su use retringidod en este sentido. esta
Tanonoala ssia desbtinaua a trabajos o 1nvestigacion de mayor pesd
que i1Avolucrer: un numero de pruebas y orgamsmes conside: acics VI et~1
a trabajos ode laboratorio de rutipa. £s importante considerar
tambien que su aplicazion conlleva un presupuesto  elevado, ademis

del poce acceso a los paquetes computacionales y el tedioso



andlisis de los resultados. Este analisis requiere de. personal

capacitado.
I1.9.TAXONOMIA DEL GENERQ BRULCELLA,

La evolucidn de 1los prancipios taxondmicos gel genero
Brucella i1ntenta plantear una clas:ificacién adecuada, ya que. desde
su descubrimiento el genera fue denaminaco Mraroscoccus v
posteriorpente SBactertun. y NO es sina hasta 1920 que proponen la
creacién del geénero Srucella (32).

De la misma manera, para poder definir las especies de este
@enero tuvieron gue pasar muchos afos antes de que 21 Subcomite de
Taxonomia de Sru-=l!z presentara  solo sers especies con sus
respectivas biovat iedades.

Actualmente el sistema de identificacion de las especies vy
biovariedades se basa en cierto oumprs ge pruebas  en  las  que
destacan 1a lisis por fagos y €] metabolismo oxidativa as! como la
aglutinacisn con sueros monoespec: F1Cos y crecimiento en colorantes
spbre un medio base, perc son raros los estudios que se refieren a
una investigacicn sistematica Je este generc v a la consideracisn
del uso de la Taxononia como heérramienta ecidemicicgica (2,:3,51).

Debido a los escasos estudics de Taxonom:a Numerica para el
género Brucella_ se hace aas dificil gesarrollar ests tipo de
metodos, S1N enbargQo, esistei: tratalos real:zades en francia  en
los cuales se hace enfasis de su usa por la canticad de informacion
que se puede obtenher Yy de la importancia que tiene una

clasificacien correcta (5,7).



CUADRG 1

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE MIEMBROS DEL. GENERD BRUCELLA

1 SRNPSRY. I LN
ESPECIE BIDVAR, REQG. FROD. UREASA TIONINA FUCSINA SAFRANINA A MR-
Loz Hag A 8 B Gl

B, 1 - var + + s
melitensis 2 - - var + + + + 5 -
3 - - var + + - “* +ia
B. abortus 1 b4 + 1-2 h -~ - I L
2 + + 1-2 h - - - 24
3 + 12 R = - S +
4 E3 + B SR R
.5 ~ - 1-2: h. > +" + i
& = =2 R R AN -¥.
? - £ 122 he A B
9 * LR o= ) IR + e
B. suis 1 - +70-30 m. 41+ v -=
T 2 - moo~ el -
3 - o e * ==
] - ImonE - K + -
B. cants - n o+ + - e
&, nectomas -~ . - - Sing
B. cvuis S R + + i
1. Dagarralls an © colorantes »abre T un medio base. (A /SC000, )
B:ts25000, C1/50001. : : i K PRI o
2. Aglutinacion con susros moroespecificos. (Astero i monceapscifics
abories, Eiguare marceapecilico melitenais, * - Risuere pare antigend
rugoscs. - o N
mmitwiion. hihoras, varivarioble, hegmegativa.
Fpositive, —negative, Zivariable.

Fuente: 9, 26,
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CURDRO. 11 . ..

éSPECTRD LITICO DE FABOS ‘PF\R:A: ESPECIES Y. BIOVARIEDADES DE BRUCELLA

Mambre Biovar. .’

B. abortus -4 S
2 o
= RS
B. melitensts 1 8
2. s
3 -
R
B. suts - 3B | i B
2 s
3 k-
1 S
3 .8
. K R
B.. nectomae -]
. R
B. ocvis R -
B. canis R -
Th: Tohitrier, } 2% Firenze, whbs weybridge,
1zatnagar, RiRugosa.S: Lisa.
~limw complata, 2Miera parciat, —ro lisim,

tieadas, i+algunas cepas lisadaa.
RTD:Routire Test Dilution.

Fuente: 53.
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CUADRD I11

SUSCEFTXBILIDAD IN'VITRO DE BRUCELLA MELITENSIS ‘A: ALGUNDS

ANTIHICROBIANDOS
N RANGO

ANTIBIOTICO . MIC Cpgsmld
Ceftizorime 0.5 - 1
Ceftriaxone .25 - 1
Cefotaxime 0.5 - 2
Moxalactam 4 L e
Cefoperazone 4 - b4
Ceftazidime 1&6 - el
Cefurgxime 8 - at
N-F-thienamycina. 0.1 - 2

Tetraciclina ot ;-:;iﬂ.s

0.001 = 0.6

Rifampina . 0. 046 - ;‘IE
L 77 e.e1E <10

0,02 < 25

Cefoxitim  * - : “lg i —iizen

Co-trimoxazole "Q.3¢ e 6,25

Ofloxacim
Difloxacim
Cxprofloxac1m~
Estreptnmx:xna

Doxxc)cllna

Fuente: 3,451, 21,30.37,52.
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itl. OBJETIVOS
qaas;rwo ’BEQERAL

Clasificar cepas que se tienen .identificadas como Brucella
melitensis biovariedad 1 haciendo uso de la Taxonomta Numerica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el comportamiento general de cepas de Brucellae

.melitensis  ‘al ' efectuar pruebas de sensibilidad .a’ sustancias

qummitgs y'antim{ckobianc;; asi como pruebas con ‘sustratos y: fagos.

Analizar los resultados obtenidos por Taxonémia, Numarica iy

proponer una Mueva clasificacion de las cepas.

Concluir sobre la importancia de esta clasificaciéh 9 s uso
en el genero Brucella. :

15



IV.MATERIAL Y METODOS.
1v. 1.CEPAS

Un total de 110 cepas de Brucslla melitensis biavariedad 1 en

fase lisa fueron emplieadas en este estudio, v todas pertenecen ai

cepario oel laboratorio de Bruceloesis del Instituto Nacionsl de

Diagosstaico v Feferencia Epidemioicsgicos (INDRE). Las cepas v | sus

fuentes son listacdas en el Cuagro IV.
. Las cepas control wusadas Fuertn: Mib&  (Fruzella mel.tensis

biovariedad 1>, 534 (Frucelilc aborius brovariedasd 1), 13

(8rusellc suis bilovariedad 1), Sigphvlotorcve gureus ATCC 25933 'y

Ischerichiz col: ATCD 25522,

-t

cdas las cepas rtuercn mantenidas en Medio MLnimo para
Antibidtico No. 2 €17.5 g/it) adicionade con Clorure de Sodio (1.5
grsirr,  Dextrosa (7 gsled. Feolipeptena (%< g/lt} y Agar

Facteriolaegico (TH).
IV.2.FRUERAS

Las pruebas se realitsron por duplicado y el incculo usado en
-las pruebas oep sensibilidac fue preparacso resesbrando cada cepa en

isosensitest Broth (D 371k adicionancole  Agar.  Noble

2% tDifco). Se derarcn T¢onrs & 37C vy s@  hicieron
1

suspensiones con Calno Bistriptaszs D& gflt (Bipuon! pHs6  ajustanca
1a turdide: con ! tube Na. 31 del Nefelom o de McFarland., Despues
u

de sjustadas las suspensicnes, se  d:luversn [:20¢ con el mismo
calao. Las cepas control Staphylocorsus cureus v Escherichia ool
a8 d2)an 1ncubar 24 hrs. en lugar de 20 fes. & diferencia ds lac

we POr su Crecimi@nto rapagdo 1090

=} Densibilidad & Sustancias QBuimicas.-



La sensibilidad a diferentes sustancias fue determinada en el
medio Isosensitest Broth v Agar Noble con un pH. final de 7.4. El
medio fueé esterilizado por autoclave a 1210 por: 1% @inutos  en
tubos gue conternd an 18 ml. de este: se gejt enfriar y Cuanoo se
encontraba aproximadamente & J0*C, se agreg® 2 ml. ae cada solucién
esterilizada por filtracidn. de esta manera la sustancia gquedd
diluida 1:1u, Se agitaren para mesclarag bilen y S8 vaclaron a cajas
petr: desechables. lLas sustancias Siama N Bater b v
concentraciones empleadas gque se determinaron por = ensavos
consecutivos as! como las condiciones de solubilidad para algunas
ge €llas se listan en el Cuadre V.

Las cCajas S8 pusieron a prueba de aesterilidad v es necesario
sefialar que no deben usarse después de 23 hr. de hanerse preparado.

Estas piacas fuercon inotulagas con las cepas ajustadas v
dilui das 1:20 por medio cde un replicador de Steers; iaas lecturas
fueron reali-adas despuas de 72 hrs. de incubacisn a 37+C en

atmasfera normal.

b) Senmsibilidad a Antibisticos.-

Los anti1baticos (Sigma?) v concentraciones ussdas asl coma los
sclventes v diluventes se enlistan en el Cuadgroe VI {(11). E}
procedimiento fue 2l mismp que se llev> a cabo con  las sustancias
Quimicas. Las concentraciones Que se emplearon son  las  coaunmente
utilizadas en 105 s2nsi01sSCOS Rara cada antibistico, perc como  en
este caso se trabajd con soluciones., Se tuvo que hacer uso de  la
siguiente formula, tomancdo en cuenta siempre la potencia oel
producto (22.480%:

- N Lo (ml) x
Mg Antididtico = vel tml ggseado X
patencia {(ugseg) qu

onc _tugs/mi} Zeseara
@marca el proguctor

Las lecturas se realicaron despues de i1ncubacien por 72 hrs.



a 37°C.

Tanto los antibisticns como las sustancias  quimicas  fueron
protegruns ae la lur y cada semana eran nuevamente preparadas las
soluciones: los resultados se reportaron  como + . g o~ [OF La

presencia O ausencia de crecimiento bacteriano.

ey Lisotipia.-

El medio que se utillird para esta ptueba Ffue ol de Agar
Brucella (Bioxon. 43 g/1t), con Dextrosa 2 % (Bioxon! 'y Glicgrnl
(Sigma} teniende un pH = 6.7. Las  suspensiones Qque se emalearon
fupraon las ajustadas con el tubo No. 1 del Nefelometra pere sin
dgiluir (1),

Con hisopas estodriles se tomaron ctada una de las sugspensiones
bacterianas y e spabraron en placas ge agar Dien secasy; se colocw
una cepa diferente en cada place v agemas P marced el numero de
tepa vy la posicidn de las gotas.

Con jetingas de insulina se depositaroh en las placas dos
gotas de cada uno de los siquientes fagos: Bk {Berteley), Iz
(lzatnagar) y Wb (Weybhridge) los cuales fueron preparadgns a un  RYD
(Routine Test Dalution) y culdanoo siempre gug€ ho S8 tocara  ia
superficie del agar para evitar contaminaciones (I0).

Se dejarbn reposar las platas hasta que las gotas de fago  se
secaron y en segulda 5€ incubaron. Las jecturas se realizaron
después de 48 hrs. de tncubacion a

€. onhservandose s1 existia o
aa lisis en las cepas. Taabien se incluyeron las cepas control (13,

d) Ureas.-

Se propavracon tubos con Medio Base Urea 2% g/lt (Bigxon

esterili:ado por filtracion v Agar Parteriolagicp (Biowon) 2 g/idd
@l esterilizados par autoclave a 1Z21-C par 1S minutos.
Cada cepa fue sembrada por triplicado a partiv de - tubos

resesbrados v sin hacer suspensionss (1),

n
»



Se i1ncubaron los tubos a 37¢C' 'y lés lgcturas‘se realizaraon a
1as-12, 24 y 48 hrs. abservandgose el caabio de col@r en ‘los . tubos
51 fueron positivos: se reportaron como -+ o, — ‘para: cada -uno- . de

estos tiempos.
IV.3.VALORES DE SIMILITUD

Los resultados obtenidos en la pruebas_expresados como + a_-.
fueron integrados a una Matriz de Similitud no Agrupada (cepa vs.
caracter) y se analizaron por mecic del paguete  TAXON, usando el
Coeficiente ge Similitud Simple-Matching por-ser el - mas sencillo.
De esta manera el paquete proporcion todos los posibles  pares.. de
cepas con sus respectives valores S5s= los cuales tambien Dbeden ser

calculados por la ecuacien (47,48,49.50):
Sem (%) = fna/ins + Dd)] x 100

gonde:
na = mpamero de caracteres que muestran el aismo signo (++ o --)

nd = ramero de. caracteres que suestran diferente signo. (+-)

Con estos valores se realiz2a una Matriz de Similitud Agrupada
vy . Sombreada, la cual fué creada. tomando la primer cepa .que se
trabaje y colocandc las restantes ge mayor a menst . similitud con
respecto a esta cepa: es i1ndistinto la cepa con la que se inicie la
elaboracis¢n de esta grafica.

El orden en que se hayan colocado gcebe ser £l mismo en ambos
ejes por lo que gueds entonces una mairi: de cepa vs. cepa. Donde
hicieron i1nterseccisn dos cepas. se sombres segun  logs siguientes
intervales: 100-91, S0-85, 84-80 vy <80 L ya establecidas. en
trabajos anteriores ©on otros MICroorganismos (48,4%,50).

Los mismos valores de Serm =1 usaron para construlr un



Dendrograma por el metodo simple representando primero la similitud
de cada par de cepas con otrps pares de cepas. Ast, todas las cepas
se relacionaron a determinado porcentajye de similtitud v no se
usaron 1ntervalos como en la Matsiz de Simiiitud Agrupada si1no  gque
se emplearon los parcentajes reales Que se obtuvieron de su
amalisis por el saquete TAXON (100, 98, o6, 94, .... %I,

ta existentia de cluster’'s se observe al terminc de la
realicacidn de la Matriz ode Similitud Agrupada y €&l Dendrograma. La

delimitacicn oe los cluster’s se hi:zo por asesoramiento.



CUADRO IV
L15TA DE CEPAS DE BRIXELLA MHELITENSIS.

CEPA PROCEDENCI A ORI GEN
LBM 80 RICMR HUMANG
LBM 81 HICHMR HUMAND
LBM B2 HICMR HUMAND
LBM B3 HICMR HUMAND
LBn 85 HICHMK HUMAND
LBr B& HICHK HUMAND
i.Bm 87 HiCHMF HUMANG
LBM 88 HICMA HUMAND
LBM 104 HICHR HUMAND
LBM 103 HICHMR HUMANG
LBM 105 GUADALAJARA HUMAND
LEHM 108 INDRE HUMAND
LBM 110 INDRE HUMAND
LB il INDRE HUMAND
LEM 112 INDRE HUMANG
LM 113 CL-25 Inss HUMAND
LBmM 114 CL-25 HUMAND
LeM 113 CL-25 HUMANG
LBbM 11e HUMAND
LBM 117 HUMAND
LBM 118 HUMAND
LBM 120 HUMAND
LBM 123 HUMAND
LBM tTa HUMAND
LBM 125 HUMAND
LBM 126 HUMAND
LB (28 HUMAND
LB 134 INDRE HUNAND
LEM 125 TECAMAL ANIMAL (LECHE DE VACRA)
LBM 137 LESP-FUEBLA HUMANG
LBM 1738 LESF-FPUEBLA HUMSESNO
LBM 139 CL-25 IM8S HUMANY
LBM 141 HIN HUMAND
LEM 147 Hin HUMAND
LBM jaT CHMN HUMAND
LBH 144 INP HUMAND
LEM 148 HICHMR HUMAND
LBH 150 INDRE HUMAND
LBM 151 HN HUMAND
LER 152 INDRE

LBM 153 CL-25 InMSS

LBM 154 HICHMR b

LBM 158 CHN HUMAND

LBM 157 H1CME HUMAND



CEPA

LB
LBrt
Lem
LEM
LBM
LEM
LEM
LEM
LEM
LbrM
LEM
LBr
LEM
LEM
LBM
Len
LBM
LBM
LBM

LEm o

LBM
LBM

LBM 2
LeH 2

LEM

LeM 2

LBM

158
to6l
163
164
165
168
16%
170
175
176
177
178
180

189

LEM 2

LBM

LBM 2

LBM

Lah Z

LBn

LBM 2
LEM I

Lem
LBM
LEM

Lem 2

LEM

LEM 2

[R-T,)
L
LB

LEM 2

CUADRD IV (Cunt.i

PROCEDENCIA

CL-25 Inss
INDRE
CL-25 1mMss
€L-35 1mss
CL=-25 IMSS
INDRE
GUADRALAJARA
INF

HIH

INDRE
CL~2% IMGS
Ci-25 ImMSS
INDRE
HICMR
HICMR
HICMR
HICHR

INF
TLAJOMULCO
[aia]

CL-25 Inss
INDRE
HEZ-5 IMSS
TLAJOMA.CO
CHIHUAHUS
CL-25 IMss
HICHR
CL-25 Im5s
INP

HICHR
HICHR

HM
CHIHUAHUA
CL-25 ImM55
HG MDRELIA
CL-25 INSs
INDRE
LESP-ZAC
LESF-2AC
LESF-ZAC
LESF-2ZAC
LESF-2AC
LESP-ZAC
LESP-IAC
LESF~-ZAC

ORI GEN

HUMAND
HUMAND
HUMAND
HUMANO
HUMAND
HUMAND
HUMANG
HUMAND
HUMANG
HUMAND
HUMAND
HUMANO
HUMAND
HUMANO
HUMAND
HUMAND
HUMAND
HUMAND
ANTHAL.
HUMAND
HUMAND
ANIMAL
HUMAND
ANIMAL
ANIMAL
HUMAND
HUMAND
HUMANG
HUMAND
MHUMAND
HUMARD
HUMANC
13 Sat 19
HUMAND
HUMARD
HRUMAND
HUMANO
ANIMAL
HUMANO
HUMAND
HUMANG
HUMANG

HUMARD

HUMARD .

HUMANT

CLECHE

(LECHE

(LECHE
(LECHE

(LECHE

(LECHE

bE

DE

DE
DE

DE

DE

CABRA)

CABRA)

CABRA)
CABRA)

CABRAY .

VACA)



CUADRO 1V (Cont.)

CEPA PROCEDENCI A ORIGEN
LBM 261 LESP-ZAC HUMAND
LBM 263 NETZAHUALCO rOTL ANIMAL {(LECHE
LBM 276 NETZAHUALCOYOTL ANIMAL (LECHE
LBM 278 LESP-2AL HUMANG
LBM 279 LESP-FUEBLA ANIMAL (LECHE
LBM 280 LESF -FUEBLA ANIMAL (LECHE
LBM ZB84 LESF-PUEBRLRA ANIMAL (LECHE
LBM 28BS LESP-PULBLA ANLIMAL (LECHE
LBM 287 HGZ1-53 IMSS HUMAND
LBM 288 LESP-GUERRERD HUMAND
LB 290 LESP-FUEBLA HUMARD
LBH 291 LESP-FPUEBLA ANIMAL (LECHE
LEM 294 LESP-ZAC HUMAND
LBH 295 LESF-GUERRERD HUMANT
LEBM 296 ISSSTE IARAGDIA HUMANG
LBr 298 LESF-IAC HUFMAND
LBM 317 HCT HUMARND
LBM 318 HiH HUHMAND
LBM 320 LESP-2ZAC HUMAND
LBr 321 LESF~ZAC HUMANG
LBM 322 LESP~ZAC HUMAND

HICHME - HOSPITAL DK INFECTOLOOIA CENTRO MEDICO LA RAZA

DE
DE

DE
DE
DE
DE

DE

VACAY
VACA)

CABRA)
CABRA)
CABRA)
CABRA)

CABRA)

INDRE - INSTITUTO NAL. DE DIAGNOSTICO Y REFEMAENCIA EPIDEMIOLOCICOS

CL-25 IMSSE - CLINICA 23 INSTITUTO MENICANO DEL SEQURC SOCIAL

CMN - CENTRO WEDICC NMACIONAL

MIM - HOSPITAL INFANTIL DE MENXICO

HN - HOSPITAL DE NEUROLOGIA

INP - INSTITUTO NACIONAL DI PEDIATRIA

HOE-53 IMSS - HOSPITAL OENERAL DE ZONA

LESP - LABORATORIO ESTATAL DE SALUD PUBLICA DE LOS ESTADOS
FUEBLA., ZACATECAN, GUERRERO

Hi - HOSPFITAL MILITAR

HO MOARELIA - HOSPITAL OLNERAL DL MORELIA
HCT = HOSPITAL CENTRAL TICOMAN



CUADRO V

SUSTANCIAS GQUIMICAS Y CONCENTRACIONES.

SUSTANCIA

Acido Borico

Acriflavina
Metabisulfito de Fotasio
Metabisulfitoc de Potasio
Nitrato de Plomo

Sulfato de Cobre
Nitrato de Flata

Witrats de Flata

Bromurc de Etidiod
Sulfatoc de Cobaltos
Arsenito de Sodio
Cloruroc de Mercurio
Verde de Malaguita

CTAB

Sulfato de Cadmio
Arsenato de Sodio
Carbonato de tLitio
Sulfato de Iinc
Eritratol

Eritritol

Benzal

s Solubles en bafo Mar{a.

SOLN. MADRE

1.5 %
G. 002 %
1.0 %
1.1 %
2.6 %

0.8 %
0.2 % i

0.135 %
o.04 %
0.2 4

0.035 % .

0.0075 %
0.0025 %
C.02 %
0.013 %
4.0 %
11.0- %
0.7 %
1.0°%
2.0 %
12100

COMC." FINAL

015 %
0.0002 %
0. 1%
0.11%
0iz6 %
0.08 %

e 0L02:

0.015 %
004 %
6;02‘1
0.0035 %",
0.00075 %
0.00025 %
0.002 7%
0.0015
0.47%
o110 %
0.07.%
Toutix
0.2 %
“1r1000




CUADRO V1
LISTA DE ANTIMICROBLANDOS.

ANTIMICROBI ANO CONC. FINAL SOLVENTE DILUYENTE
{ug/mid

Ampicilina 10 : (284 Agua
Cefoxitin 3o 1 Agua
Cefarolin 30 K - Agua
Cefragina I Vi Agua
Cinoxacin 100 II1. Agua
Eritromicina 10 11 Agua
Furazolidona 30 VII] fAgua
Lipcomicaina 5 1 R Hgua
Nepaicina ) P BRI | Agua
Nar flgxacin 10 111 Agua
Novotincina S v Agua
O»acitina S 1 Agua
Ac. Oxolinico S 111 . Agua
Estreptomicina 2 I Agua
Tobramicina t - ) 1 Agua
Moxalactam 30 v Agua
Espectinomicina 10 P § Agua
Ac. Nalidix:ico 30 It Agua
Kanamicina 5 1 Agua
Oleandomicina 30 v Agua
Meticilina 5 1 Agua
Trimetroprim/ . .

Sul fametozazol 1.25423.75 TE/111 Agua
Ciprofloxacin 5 g ) 1 . Agua

1 - Agua
I1 - Metancl
111 - NSOM O.t M
IV - HCL O0.0e M
Vv - Elanol absolutla

Parat 1t
VI - Fosioica § N FHTS . Fesfalo -Pipotdeico 2 gr
- - .l S -~ .. Fosfalc soncpoldsico. ® or

R - pars 500 mi:
VIT - Fosfolos 0.4 M pHz#®. E Fosfale Dipotdsice 16,73 gr
. R e _Feslateo Monopotidaico. 0. 323 gr
VIIT. - Disetil . Formamida -

Fuentes 11022.40.



V. RESULTADOS
V.1. MATRIZ DE SIMILITUD AGRUPADA.

Los clusters gue se definieron en la HMatriz de Similitud
Agrupada (Fig. 1) mostraron cada una diferentes caracteristicas. E}
cluster Y incluye gran parte de las cepas, lo que indica una
relacion estrecha entre un buen numero ae los miewbros de esta
especie, y en &1 se pueden observar 3 sub-clusters gdefinidos como
1R, 1B y 1C. El1 suncluster 1A incluye de la cepa 227 a 276, si1ando
esta ultima de arigen humano ce Cd. Netzahualcoyotl., mienwras las
cepas restantes son, a excepoidn de la cepa 227, del estado de
lacatecas. =as cepas cue forman el supcluster 1B son de la 101 a
158, si1enda tres de la Clinica 25 IMEG(114, lle y 158! y todss s&n
de origen humano: 21 subcluster 1C el cual intluye cuatro cepas
1252 a 278) presentan como caracteristica que ftodas provienen  de
Zacatecas y son de origen humano. Ademis oe estas sudc lusters. se
observan agrupacionss de cepas importantes como la que presentan
las cepas 208, 214 y 219 siendo las dos ultimas del Hospital de
Infectolegia del Centro tedice La Rarca de or:igen humana.

For otra parte, g) cluster I esti farmado por las cepas 188,
189, 212 y 218 las cuales provienen del HICMR de numanos, (a
excepcion de la cepa 212 que es del estado de Chihuabua vy fue
aisladas oge leche de cabral, mostrando ast la posibitidad de gue la
fuente de infeccisn sea la misma.

El cluster 3 presenta upa caracteristica importante pues las
cepas qué 1o forcan (290 a  mld) son e  laboratorios estatales
(Puebla, Guerrere y Zacatecas! y solo la 296 es oel IS557E o=z
laragoza., agemas, este cluster incluye la cepa tipo mib., Por la
localizacitn de esta clinica puepge suponerse 1a relacién da ias
infecciones en esta *cna con el consumo o contacto con  productos

contaminados procedentes de alqunos =stados.



En o] ultimo cluster s observan Ons AQrupacioOnNes: unha de
cuatro cepas (168 a 213} de diferente procedencia y la atra formada
por las cepas 263, 280. 84 y 283, siendo tcdas de origen animal vy
de laboratorios estatales de Fuebla de leche cabra, & excepcitéh de
la cepa 263 que fue aislada de leche de vaca en Cd.
Netzahualcayoll, mostrando una ve2 mas la relacisn de cepas de esta
Tona con las estatales.

Estos resultadas permitieran 1gentificar la posible
asociacisn de cepas estatales definsendose -~brotes: como 1los de
Zacatecas y Puebla., ast como la agrupacidn de cepas £ON las mismas
caracteristicas,

« DENDROBRAMA.

Parr gtra parte. ia interpretacion de 1os resultados obtenidos
par medio del Dendrograma (Fig. 23 sianpre debe hacerse
consaderando 2l parcentaze de similitug entre las cepas, y no el
erden en que se encuentren. De esta manera, 3 un porcentaje menor,
un mayor namero de cepas pstarin inclul das.

En el caso de Dendrograma construldos en este trabajo, se
cansigerd un valor de corte del 84 % para determinar -~especier, Y
se observe que £asi todas las Cepas S€ enTuentran a  un  porcentase
mayor, lo que dencestra Que cBrienesen 2 la especie 8. melilenyis,
A extepcldn de ©I1nco cepas (as cuales deoen considerarse  fuera  de
ella.

A aiferentes porcentajes se puedan cbeervar agrupaciones  can
diversas caracteri:sticas. /i Be % por ejemplo, se encuentran siete
cepas (153, 120, 244, 11i. 149, 10T y 121} y tadas provienen de
Siferentes lugsres. ast tambien, al 83 % se observan dos grupos a
ambos extremos. Une 92 estos incluye de la cepa 298 a 83
siendo todas mends una, de HICMR y oe (ESP-Jaratecas, mientras -gue

el otro, formaoo o8 la cepa 115 a 15%. AQrups ©n su Mmayoria a cepas



de HICHMR y se observa la asociacion de la 115 y 296 que son de la
Clinica 25 del IMSS y del ISSSTE Zaragoza, respectivamente. Las
cepas agrupadas al 20 % (321 a 189 y 85 a 294 san de diferente
procedencia y origen. resaltando los estados de Puebla y Zacatecas.

£l porcentaje que sin duda presenta grupos mas definioos es
el 92 % y en ¢l se establecieron principalmente dos clusters. E)
primer cluster (1) 1ncluye diescisiete cepas {165 a 212y, gque son
de difsrente procedencia, mientras que el segundo cluster (2 esti
formado potr varies subclusters.

£l subcluster 2A esta coeprendido de la cepa mlé a 218,
mostrando la prevalencia de cepas de la Clinica 25 a3l ImMss.
mientras que el subcluster 2B involucra algunas cepas de los
estados de Fuebla vy Zacatecas. al 1gual que el subcluster 2C. VEl
subcluster ZD es la mas 1mportante ascciacisn de cepas, ¥ Que esta
formado en gran parte por cepas que son Jdg! HICHR.

Las cepas restantes (139 a 128) agrupadas en el subcluster ZE
son de diferentes lugares.

Si consideramos que al 92 % se localiza la cepa mié, todas
las cepas que se sitvan a este nmivel deben ser B.melitensis
biovariedad 1. esto i1ndicar:a que todas debertan farmar un. solo
cluster, sin embargo. se definen hasta subclusters. 1o que
contribuye a tomar en cuenta gue aun dentro de una misma

biovariedad enisten diferercias significativas.,

%)
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VIDISCUSION

£1 anmalisis taxondmico de las cepas de Erucella., permitio
definir de una manera mas precisa la relacion entre ellas
presentiandolas en cluster’s (grupos) y sugiriendo que existen
diferencias i1mportantes dentro de una misma biavariedad que deben
ser consideradas. La asociracien constante de cepas de HICMR, CL-25
y algunos Estados confirman esto.

La 1dea de reclasificar las biovariedades de  las diferentes
especies no ha sido vaga ya que, por ejemplo, el esquema de
clasificacién reconoce s51o E biovariecades de B. abortus siendo
Qque por lo menos 22 han sido repcrtadas y en B. slus se reconocen 4
v unas 5 han si1do reportadas. Se ha sugerido tambien que 8. abortus
biovariedages T vy 6 sean consideradas una sola biovariedad por que
solo presentan diferencia en ia sensibilidad a Tionina (13},

Las diferencias a nivel  especie- tamgien se han reportado
planteando que las especies provienen de un solo progenitor el cual
es B. abortus biovariedad I (Fig. 3) y ademis se ha propusste que
todas las especies y biovariedades del géenerc Srucella pueden ser
agrupadas en una sola especie, B melilens:s, @5t0 es. B. abortus
serta B. molitensis biovariedad abecrtus. B. suits podria ser B,
melitensis biovariedad surs. etc, (3.

Aungue estos estugios toman en cuenta la necesidad  de
sub-clasificar o re-clasificar a 105 miembros del generao Brucella,
todos han si1do  reportes aislados gque no usan a la Taxonomia
Numérica como método de analisis

Los resultados obteniaces en este trabaje llevé  a caonfirmar
que la Taxonomia Numerica s aplicable aun Con un numerno pequefio de
Pruebas que en este caso fue 50. El coeficiente de Similitud usade
(Simple~-Matching) proporciond porcentajes satisfactorios, 1o que
descarts la posibilidad del analisis por medio de otro coeficienkte
(6,42, i

“
a



Si bien es muy tediocsa la realizacién de 1a Matriz  de
Similitud Agrupada y el Dendrograma con los porcentajes obtenidos,
no puede hacerse un analisis por Taxonomia Numerica sin ellos. La
Matriz de Similitud Agrupada por su parte, muestra de una manera
mas general si existe o no la asoclacien entre OTWs en cigrto
rango de similitud mientras que el Dendrograma es una
representacién mds axacta {ya gue@ se gracica el valor real de
similitug de caca OTW y -estili~ada de estas aspriaciongs: por
esta rafén ambas no Presentan necesarlamnente el mismo Orden Of
OT s, ni los mismos cluster’s (grupos?.

£l uso del paguete de computacidn TaxON, contribuye ¢2 manera
importante a simplificar el analisis procorcionando los paorcentajes
de similitud entre pares de OTU's, Dere sin duda el tiempo para la
realizacidn de las garaficas antes mentionadas v la biblicgrafia tan
escasa hace gue los trabajes al respacic sean muy pocos.  Aigunos

ectudios repcrtan el de Demdrogramas comc mdicdo importante

para la diferenciacicon ae las especies de AHaetephilus influenzae
aislados de diferentes L{ipos de muestra (3&6,78).

Can respecto a &§. rmelitensis se han reslizado pruebas con
fagaos para sub—tipificar a 5. =elitensis biovariedad 2 Enécntrando
& sub-biovariedades designadas A& a F Y en base a las
caracteristicas oxidativas ge S amingacidos la espegie se ha
subdividido en S Baizvariegaoses (7,13,53y: ningunho de estos estudios
emplea en su analisz:is a i2 Ta:prom:a Nuswrica, v los pocos  Que la
han empleado no har s100 tasados en cercas oel pais, de esta manera
los resultados que agqul s€ presentan contripuyen a tomar en  cuenta
que avun a nivel bigvariedad no todas las cepas presentan el mismo
compartamiento {27,

Entre las aplicaciones importantes de estos resultados. se
encuentra el pogder identificar --brotes permitiendo el conocimients
de la naturalecza y reparto de las biovariedsdes caracteristicas de

-

cada regison 122). La informacien aportada por esta clasificacién es



indispensable para conocer y trazar las fuentes Jde infeccién
usandose tomo marcadores epldemiolegicos: por medio de un sistema
extenso de pruebas va se ha estudiado & & mel{itensis logrando
distinguir 5 biovariedades mostrando cada una, preferencia
geografica particular (53).

Son necesarios muchos afos antes de poder establecer un mapa
epigemioldégico g8 la distribucltn v de la frecuenti1a de los tipos
de cepas de Frucwlla responsables age la 1nfeccion en 1os amimales y
por consecuencia en el hombre (IT).

£¢ i1mportante también conocer las pruebas gQue sirven como
caracteres marcadores, tal es 1 caso de la cepa 544 cuye caracter
ureasa negativo, la diferencia ge la cas: total:idad de la cepas de
8. agrortuws (i}, En el caso del goresente trabajo la prueba de
Eritrito! ayuda a definir mejor a las cepas que fueran S aborius ¥y
no 5. meliiensis (1,20,

Determinando la naturaleta v frecuencia de las bilovariedades
del género Srucellas en uha regidn dada, otra aplicaci®en de estos
resultados €s la de crear vacunas de acuerdo con  las neces:dades
reales del pats. En este sent:ido. este trabajo va mis allid de una
s1mple clasificacion, involucra una realldsd biolegica 1mportante
va gue N es segqurp SJue una fraccién vacunal determinada  tenga la
misma eficacia frente a todas las bDiovariedades., 1ncluso en e seno
98 una m1sma especie (32

En el laboratorio del Imstitute los resultadeos pueden  ser
aplicables para crear un cepario madernt Que facilite el manejo Oe
las cepas por grupos con caracteristicas simllares. formandose ode
esta manera Resistotipos y ODuimiotipos bien establecidos que
definan un sistema de pocas pruebas que lleve a un diagrostico
raside v confiable.

Coms se muestra. los resultados obtenicoes auor:anranarma:ICH
valinsa, pero no puede proponerse (como los objetivos plantean) una

neeva clasificac:on. sino &4s bien una metodologia gue contribuya &

o
N



esta clasificaciony aungque se pueds analizar su  importancia para
@ste género. es todavia dificil concluir sobre su  Taxonomta, pues
reguiere de estudias complementarios.

38
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V1. CONCLUSIONES

‘El comportamientco general de las cgﬁas marce agrupaciones - entre

ellas,

Permiti® conocer sus caracteristicas comunes y'en algunos casDs
de+inisd <brotes-, por lo gque estos resultados -podrian empieafae

para establecer marcadores epidemiolégicos.

Los clusters establecidos indicaron gque dentro de upa  misma
biovariedad y especie existen diferencias significativas, lo 'gque

hace pemnsar en la necesidad de creaar sub-biovariedades.

Los resultados pueden tambien ser utiles en la creacicn de
resistotipos v Quimiotipos gque definan las pruebas necesarias

para un diagmndstico rapido y confiable.

Es necesario inclulr un sistema de prusbas. mas extensoc para
poder proponer una clas:ficacion basada en la Taxonomia Numérica
para el geénerc Brucella, pues aunque este metodo es aplicable aun
can pocas caracteristicas, un mayor numere de ellas permite
conscer uma  Fraccite considerable de informacisn  del genoma

bacteriano.
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