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GLOSARIO DE TERMINOS Y ABREVIATURAS
AN: Acido nalidixico

CPX: Ciprofloxacino

LVX: Levofloxacino

MFX: Moxifloxacino

NFX: Norfloxacino

OFX: Ofloxacino

RIF: Rifampicina

MIC: Concentracion Minima Inhibitoria (del inglés: Minimum Inhibitory

Concentration)

MBC: Concentracion Minima Bactericida (del inglés: Minimum Bactericidal

Concentration)

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (de inglés: Polymerase Chain

Reaction)

QRDR: Regién que determina la resistencia a quinolonas ( del inglés: Quinolone

Resistance Determining Region)

DNA: Acido desoxirribonucleico (del inglés: Desoxirribonucleic acid)



RNA: Acido ribonucleico (del inglés: Ribonucleic acid)
A: Cepa de Brucella de origen animal

H: Cepa de Brucella de origen humano

RIF®: Sensible a rifampicina

RIF": Resistente a rifampicina

MHB: Caldo Mueller-Hinton (del inglés: Mueller-Hinton Broth)



RESUMEN

La brucelosis es una infeccion causada por bacterias intracelulares del género
Brucella, que requiere de un tratamiento de quimioterapéuticos combinado y
prolongado. Esta enfermedad es la zoonosis mas comun, se presentan alrededor
de 500, 000 nuevos casos anualmente. México aun permanece como uno de los
principales reservorios de brucelosis humana. La infeccion en humanos suele ser
severa con fiebres altas y recurrentes, con un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, caracterizadas por complicaciones focales, de curso cronico, asi como
recaidas y fallas en la terapia, lo cual provoca condiciones incapacitantes en
quienes la padecen. Se ha encontrado evidencia de mutaciones en genes de
Brucella que pueden modificar la susceptibilidad de la bacteria a los

antimicrobianos como la rifampicina y las quinolonas.

El objetivo de este estudio fue determinar en 38 aislamientos mexicanos de
Brucella melitensis y B. abortus tanto de origen animal como humano, mutaciones
en los genes rpoB, gyrA, gyrB, parC y parE y evaluar su relacion con resistencia a
quinolonas y rifampicina; utilizados frecuentemente en el tratamiento de la

enfermedad en humanos.

En las QRDRs (Quinolone Resistance-Determining Regions) del gen gyrA de las
22 muestras de origen animal no se observaron sustituciones de aminoacidos; en
las muestras de origen humano hubo variacion de aminoacidos; en donde la
muestra 1H hubo cambios en la posicion Ala103Ser, las muestras 6H y 8H

presentaron sustituciones en las posiciones GIn90Leu y GIn90His, las muestras



7H y 14H en las posiciones Ser81Thr, en la muestra 9H hubo variacién en la
posicion Ser81Ala, en la muestra 14H se presentaron cambios en Met104lle y
Thr107Ser, la muestra 15H mostré variaciones en las posiciones Tyr47Leu,
Arg48Pro, Lys49GiIn, Val54Leu, Gly55Val, Arg56Glu, Val57Phe, Met58Trp; dentro
de las QRDRs de los genes gyrB, parC y parE no se encontraron mutaciones.
Dentro del gen rpoBl se presentaron sustituciones en la secuencias de origen
animal 19A en las posicion Met132Leu y en la muestra 22A en Thr139Ala; para el
gen rpoB2 la muestra 2A mostré varios cambios en las posiciones: GIn523Ala,
Pheb524Val, Asp526Gly, GIn527pro y Thr528Asp. Los aislamientos 15H y16H
mostraron MICs de 64-128 mg/L para rifampicina (RIF), 15H mostré MICs de 8-16
mg/L para moxifloxacino (MFX) y ofloxacino (OFX). Los aislamientos 1A, 4A y 6A
mostraron MICs de 8-16 mg/L, 5A, 7A y 8A16-32 mg/L con rifampicina, 3A mostro
una MIC de 8-16 mg/L, 22A de 32-64 mg/L para norfloxacino, para
moxifloxacino11A y 14A tuvieron MICs de 8-16 mg/L, levofloxacino seguido de
ciprofloxacino mostraron las MICs mas bajas, y ofloxacino mostr6 MICs de 4-8
mg/L en las muestras: 11A, 12A, 13A, 14A 'y 15A.

Con los resultados obtenidos no se pudo asociar mutaciones en los genes
descritos, con la resistencia a los antimicrobianos en aislamientos de Brucella,
esto quiza debido a que varios factores pueden estar implicados en el proceso de
resistencia a quinolonas y rifampicina como es la generacion de bombas de eflujo

y mutaciones en otras areas del genoma bacteriano no analizadas es este trabajo.



ABSTRACT

Brucellosis is an infection caused by intracellular bacteria and requires combined,
antimicrobial treatment. The disease is the commonest worldwide bacterial
zoonosis with more than 500 000 new cases annually. Mexico remains as an
important reservoir of human Brucellosis. Human illness is severe, febrile, with a
broad spectrum of clinical manifestations and is characterized by focal
complications, chronic courses, relapses and therapeutic failures which cause
disability conditions in patients. There is some evidence about certain mutations in
Brucella genes that confer antimicrobial resistance like rifampicin and
fluoroquinolones.

The aim of this study is to determine, using molecular methods and antimicrobial
tests, whether mutations in rpoB, gyrA, gyrB, parC, and parE genes are present in
Brucella spp. isolates from Mexico and if there is antimicrobial resistance to
rifampicin and quinolones, which are frequently used for treatment of the disease.
38 Brucella spp. isolates from humans and farm animals were prepared for
Polimerase Chain Reaction (PCR) test, Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
assay and sequencing.

There were not amino acid substitution in the QRDRs (Quinolone Resistance-
Determining Regions) of gyrA in 22 samples of animal origin, there were variation
in samples of human origin:1H in Ala103Ser, 6H and 8H GIn90His GIn90Leu and
position the 7H and 14H Ser81Thr sequences, and the Ser81Ala 9H, 14H
Met104lle in and Thr107Ser, 15H Tyr47Leu, Arg48Pro, Lys49GIn, Val54Leu,

Gly55Val, Arg56Glu, Val57Phe, Met58Trp, in gyrB, parC and parE mutations were



not found. Within rpoB1 there were no change in the sequences Met132Leu 19A
and 22A Thr139Ala; rpoB2 2A sequence for ranged in GIn523Ala, Phe524Val,
Asp526Gly, and Thr528Asp GIn527pro. The isolates showed MICs of y16H 15H
64-128 mg/L for rifampicin (RIF), 15H showed MICs 8-16 mg/L for moxifloxacin
(MFX) and ofloxacin (OFX). Isolates 1A, 4A and 6A showed MICs of 8 to 16 mg/L,
5A, 7A and 8A 16-32 mg/L to rifampicin; 3A showed a MIC of 8 to 16 mg/L and
22A of 32-64 mg/L to norfloxacin; 14A and 11A samples showed MICs of 8-16
mg/L. levofloxacin followed by ciprofloxacin showed the lowest MICs in this study;
samples 11A, 12A, 13A, 14A and 15A showed the highest MICs of 4-8 mg/L to
ofloxacin.

The results antimicrobial resistance in some samples, although not all are
associated with mutations, several factors may be involved in the development of
resistance to quinolones and rifampicin, as generating pumps efflux and mutations

in other areas of the bacterial genome that were not analyzed in this work.



INTRODUCCION

Definicion y etiologia

La brucelosis también conocida como fiebre de Malta, fiebre ondulante, fiebre
recurrente o fiebre del mediterraneo, es una infeccidn zoondtica granulomatosa
cronica provocada por bacterias intracelulares facultativas del género Brucella (1,
2). Afecta a varias especies de animales domésticos y silvestres, donde produce el
aborto epizodtico y una enfermedad febril septicémica o infecciones focalizadas en
el humano, se ha mantenido como una de las zoonosis de mayor distribucion e
importancia a nivel mundial y existen pocos paises libres de la enfermedad (1, 2,
3).

La brucelosis humana es considerada la zoonosis de mayor prevalencia en el
mundo, con mas de 500, 000 casos nuevos reportados cada afo, principalmente
en paises del Mediterraneo, Asia Central, Peninsula Arabiga, India y América
Latina; los paises con mayor incidencia son Argentina, México y Peru. México
permanece como uno de los principales reservorios de brucelosis. Desde 1905 se
acepta su existencia en México, aunque el primer aislamiento de una cepa de
Brucella melitensis se realiz6 afios después por Placeres en Puebla (1, 2, 3, 4).
Hoy en dia provoca grandes pérdidas economicas a la ganaderia del pais y
constituye uno de los principales problemas de salud publica (1, 2, 5). Actualmente
se reconocen 10 especies dentro del género, las cuales son: B. abortus, que
infecta normalmente al ganado bovino, B. melitensis afecta a borregos y cabras, B.
suis a cerdos, B. canis infecta perros, B. ovis afecta especificamente a borregos,

B. neotomae a roedores, B. pinnipedialis a focas, B. ceti a cetaceos, B. microti



topillo comun y zorro rojo y B. inopinata recientemente aislada de un implante
mamario en una mujer; sin embargo algunas especies de Brucella pueden infectar
a otras especies de animales. El humano puede ser infectado por B. melitensis, B.
abortus, B. suis y B. canis; donde puede afectar varios érganos y tejidos
provocando artritis, endocarditis, meningitis, nefritis, etc. El lipopolisacarido liso o
rugoso esta correlacionado con el tipo de presentacion de la enfermedad en
humanos, siendo las cepas lisas las mas virulentas; es considerada también como
una enfermedad ocupacional, de laboratorio y adquirida por viajar; una baja
incidencia de brucelosis en humanos se relaciona directamente con una baja

incidencia en animales (1, 2,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12).

Taxonomia

El género Brucella pertenece a la familia Brucellaceae (familia Ill) junto con
Mycoplana y Ochrobactrum, en el orden Rizobiales y en la clase a-2 de las
proteobacterias junto con Ochrobactrum, Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium,
Bartonella y Ricketsia, los miembros de ésta clase incluyen familias de
microorganismos que pueden ser patégenos o simbiontes de mamiferos o plantas.
Brucella spp. es una bacteria en forma de bacilo pequefio (0,5-0,7 por 0.6-1.5 uym),
Gram negativo, inmdévil, no capsulado, aerobio estricto, de crecimiento lento, no
forma esporas, intracelular facultativo capaz de replicarse en células fagociticas y
no fagociticas estableciendo una infeccién crénica tanto en humanos como en

animales. (1,2,7, 8, 9, 10, 12).



Genoma de Brucella abortus y B. melitensis

Con base en los estudios de hibridacion ADN-ADN, los miembros del género
Brucella presentan una similitud del 95% entre sus especies. Brucella melitensis y
B. abortus poseen dos cromosomas circulares de 2.1 y 1.5 Mb, con un 58-59% de
GC y no contienen plasmidos. No se ha reportado la evidencia de sistemas de
intercambio genético natural entre los miembros de este género. En ambos
replicones estan codificadas las funciones metabdlicas y replicativas. Dentro del
cromosoma | de Brucella se encuentran los genes gyrA, gyrB, parC, ParE, y rpoB
los cuales se han asociado con la resistencia a quinolonas y rifampicina en
diversas bacterias, estos genes son el tema central de estudio en el presente
trabajo; cabe mencionar que las quinolonas y rifampicina son utilizadas para el

tratamiento de la brucelosis en humanos. (1, 2, 7, 12).

Patogenia y factores de virulencia

La capacidad de Brucella spp. para causar enfermedad requiere de algunos pasos
criticos durante la infeccion. Brucella spp. puede invadir células epiteliales del
hospedero, permitiendo la infeccion a través de las mucosas: las células M de
intestino son la principal via de entrada del patégeno. Una vez que ha invadido
puede sobrevivir dentro de células fagociticas y no fagociticas y posee la
capacidad de interferir en el transito intracelular, previniendo la fusién de la
vacuola que contiene a Brucella BCV (Brucella-Containing Vacuola) con el
lisosoma; lo realiza mediante marcadores lisosomales, redirigiendo la vacuola

hacia el reticulo endoplasmico rugoso (RER), en el cual la bacteria se puede



replicar facilmente (1, 2, 3, 13). Los mecanismos que permiten la invasion del
microrganismo a la célula aun no son claros; sin embargo, aunque no se han
identificado receptores especificos del hospedero que interactuen con Brucella, la
internalizacién de la bacteria dentro de las células requiere de cambios en el
citoesqueleto (13, 14). La invasion de Brucella a través del tracto digestivo no
provoca respuesta inflamatoria del hospedero, por lo que el sistema inmune innato
no puede detectar al patéogeno, de hecho Brucella posee mecanismos que
previenen la activaciéon del sistema inmune innato, como el receptor Toll-1 de
interleucina (TIR) que contiene un dominio proteico que previene la sefalizacion
del receptor tipo Toll-2 (TLR) hacia MyD88, también se inhibe la maduracion de
células dendriticas (DC), secrecion de citocinas y presentacion de antigenos (13,
14, 15). Brucella abortus induce la supresioén de la transcripcion de mediadores
pro-inflamatorios en células trofoblasticas en etapas tempranas de la infeccion.
Los trofoblastos son células de la placenta que son objeto de infeccion durante la
prefiez en vacas. Brucella abortus induce la secrecién de quimiocinas pro-
inflamatorias en cultivos de células trofoblasticas, lo que se correlaciona con el
perfil de expresion observado in vivo en la placenta de vacas infectadas. Brucella
spp. no posee los factores de virulencia clasicos, tales como exotoxinas,
citolisinas, no tiene capsula, fimbrias, flagelos, fagos lisogénicos, lipopolisacarido
endotéxico (LPS) e induce apoptosis en las células del hospedero. Sin embargo, el
LPS liso juega un papel importante en la virulencia de Brucella ya que previene la
activacién del complemento y previene su destruccion, protege a la bacteria de
péptidos antimicrobianos como defensinas y lactoferrina, altera la capacidad de

células infectadas de presentar antigenos ante el sistema MHC Il (complejo mayor
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de histocompatibilidad) lo cual impide la destruccién de éstas células por el
sistema inmune. Las cepas de Brucella que tienen un LPS rugoso que ha perdido
parte de la cadena O son poco virulentas y no inhiben la apoptosis. Después que
Brucella invade la mucosa, es fagocitada y activa otro importante mecanismo de
virulencia: el sistema de dos componentes BvrS/BvrR, necesario para la invasion
celular mediante la regulacion del citoesqueleto de la célula del hospedero y para
la regulaciéon de proteinas de la membrana externa bacteriana, algunas de las
cuales son necesarias para la completa virulencia del patégeno. Los glucanos
ciclicos B-1, 2, que son parte de la membrana externa, también son requeridos por
la bacteria para sobrevivir intracelularmente. Brucella spp. posee un sistema de
secrecion tipo IV (T4SS) codificado en el operdon virB; a diferencia de otros
sistemas tipo IV que se expresan extracelularmente, el operén virB es inducido
especificamente dentro de macréfagos y la acidificacién del fagosoma es clave
para la expresion de virB que es crucial para la supervivencia intracelular y
virulencia in vivo de Brucella. La proteina de choque térmico 60 (Hsp60), la cual es
miembro de la familia de chaperoninas GroEL, se expresa en la superficie de
Brucella spp. parece tener un papel en la adherencia a la molécula celular pridnica
llamada PrPr, y como su exportacion es virB-dependiente, puede ser un factor de
virulencia mas. La mayoria de las bacterias son eliminadas por la fusién fago-
lisosoma, sobreviviendo unicamente del 15 al 30% dentro de compartimientos que
contienen a la bacteria, los cuales comienzan a acidificarse, limitando la actividad
de los antibidticos, posteriormente, su replicacion se lleva a cabo en el reticulo
endoplasmico donde se libera con la ayuda de hemolisinas, induciendo necrosis

celular (1, 2, 9, 10, 13, 14).
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Respuestainmune

La respuesta inmune en humanos refleja caracteristicas unicas de Brucella. El
LPS liso no activa la via alterna del complemento. Brucella es resistente al dafio
por células polimorfonucleares debido a que suprime los sistemas
mieloperoxidasa-hidrogeno-peroxido-haluro y superoxido dismutasa cobre-zinc y
la produccién de adenilato monofosfato y guanin monofosfato. Afecta la actividad
de las células asesinas naturales NK y la generacion de reactivos intermediarios
de oxigeno y factores de regulacion de interferon por parte del macréfago. Los
linfocitos CD4 tienen un papel limitado; ya sea facilitando la expansion clonal de
otras células citoliticas, tales como CD8 o funcionando como efectores citoliticos.
El incremento de linfocitos y/& es caracteristico en la infeccion por Brucella, como
es la importancia del receptor de células T Vy9d (2). Estudios realizados con
humanos voluntarios que fueron vacunados con la cepa Rev-1 de B. melitensis,
han mostrado la produccion de anticuerpos especificos contra el microbio. Las
inmunoglobulinas de clase M contra el LPS aparecen en la primer semana de
infeccion, seguidas por las IgG en el comienzo de la segunda semana, ambas
duran 4 semanas, el uso de antibidticos disminuye los titulos de las dos
inmunoglobulinas. Las IgM persisten a niveles séricos mas elevados que las IgG
mas de 6 meses, aunque ambas estan presentes casi un aio. La aparicion de IgA
e IgG juntas por mas de 6 meses es consistente con la enfermedad cronica.
Aunque la respuesta humoral es muy util en el diagndstico de brucelosis, juega un
papel limitado en la respuesta del hospedero (2). El interferon y es crucial en la

patogenia de la infeccién: debido a la activacion de macrofagos, que producen
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especies reactivas de oxigeno e intermediarios de nitrogeno; mediante la
induccion de apoptosis, mejora la diferenciacion celular y la produccion de
citocinas; convirtiendo 1gG a 1gG2a e incrementando la expresion de moléculas
presentadoras de antigeno. El interferon gamma juega un papel central en la
evolucion de la brucelosis por el efecto de un polimorfismo genético en el alelo
+8742 (2). Los pacientes que son homocigotos en este alelo son mas susceptibles
a la brucelosis y tuberculosis (2). Los niveles séricos de interferon y en pacientes
infectados con Brucella estan elevados. La importancia del factor de necrosis
tumoral alfa en humanos (TNF-a) es cuestion de debate, ya que en modelos
murinos se induce la produccion deTNF-qa, sin embargo, en humanos se suprime,
en las etapas tempranas cruciales de la infeccion. Esta inhibicion quiza esté dada
por la pobre respuesta de las células asesinas naturales (NK: natural killers)
debido a mecanismos que involucran a la proteina de membrana externa 25
(OMP 25), la cual se ha identificado como represora de TNF-a. El papel de la
interleucina 12 (IL-12), es principalmente como reguladora de la produccion de
IFy. La respuesta inmune celular de tipo Th1, es la que controla la infeccion y la

eliminacion completa de las bacterias (1, 2, 3, 9, 10, 16, 17).

Epidemiologia de la enfermedad

Al ser la brucelosis una zoonosis, la principal fuente de infeccién la constituyen los
animales infectados, que en su mayoria son aquellas especies productoras de
alimento, las cuales excretan gran cantidad de bacterias junto con los tejidos y
productos de abortos, en la leche, y en menor medida en las secreciones

genitales, contaminando de esta forma el suelo, los corrales, la paja de las camas
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y el agua entre otros, provocando su diseminacion. Recientemente se ha
identificado la infeccion en mamiferos marinos como focas, delfines y marsopas;
esto podria ser un riesgo ocupacional emergente en personas expuestas a las
especies mencionadas. El riesgo y la severidad de la enfermedad esta
determinado por la especie de Brucella que infecte al individuo, a menudo la
enfermedad es subclinica cuando es provocada por B. abortus; el cuadro es mas
severo si la infeccion es causada por B. suis o B. melitensis, esta ultima es la
especie que con mas frecuencia se reporta y se aisla de humanos. Las vacas y
sus productos son la fuente de infeccion mas comun, aunque los perros que
cohabitan en los corrales pudieran tener un papel importante en la epizootiologia
de la enfermedad (1). En base a los estudios bacterioldgicos realizados en México,
se conoce la existencia de los biovares 1, 4, 5 y 6 de B. abortus, siendo el 1 el
mas comun y el 4 el mas virulento para el humano. B. melitensis es la especie que
mas se notifica en nuestro pais y se aisla de los casos humanos en un 90%,
afecta principalmente a cabras y borregos, aunque la infeccion por esta especie en
vacas es un problema importante en México (1). Brucella es capaz de sobrevivir y
persistir en el medio ambiente por periodos relativamente largos de tiempo. El
consumo de carne cruda o mal cocida representa un riesgo menor por la baja
cantidad de bacterias en estos tejidos, en cambio el consumo de visceras, ubres y
testiculos mal cocinados representan un riesgo mayor. El contagio de persona a
persona es muy raro, solo se tiene evidencia circunstancial que sugiere que la
transmision se produjo por via sexual. De mayor importancia es la infeccidn como
resultado de una transfusién sanguinea o de un trasplante de tejido, siendo la

meédula dsea la de mayor riesgo. En nuestro pais la infeccidn se presenta tanto en
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la poblacidn rural como urbana, de ambos sexos, econdmicamente activa, entre
los 20 y 45 afios de edad con mayor numero de casos en mujeres. La mortalidad

reportada es de alrededor de 30 casos anuales (1, 2, 3, 18).

Trasmision

Las posibles vias de infeccion en humanos son: persona a persona (no esta
comprobado que suceda), o de forma mas significativa en las donaciones de
tejidos y trasplantes, sobre todo de médula 6sea; la infeccion por el medio
ambiente debido al transito de animales en areas pobladas, donde éstos
contaminan el suelo, el agua, especialmente si se producen abortos, la inhalacidn
de polvo contaminado, el contacto directo con las mucosas de los animales; la
exposicion ocupacional en las personas que trabajan en explotaciones, fabrican
derivados carnicos o lacteos, veterinarios, personal de laboratorios y todo aquel
que esté involucrado en el proceso; la transmision por alimentos la cual es usual
en las poblaciones urbanas, debido al consumo de leche y derivados frescos, no
pasteurizados, menos comun por el consumo de visceras mal cocidas y vegetales

que tuvieron contacto con animales infectados (1, 2, 3, 4, 18, 19).

Signos y sintomas clinicos

La brucelosis es esencialmente una enfermedad de animales donde los humanos
son hospederos accidentales por lo tanto es una zoonosis. Usualmente se
presenta un cuadro febril agudo o subagudo persistente acompanado de malestar,
anorexia y postracion, el cual sin tratamiento especifico puede durar semanas o

meses y puede derivar en una enfermedad cronica incapacitante con varias
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complicaciones tales como pérdida de peso, hepatomegalia y esplenomegalia,
otros sintomas comunmente descritos son la artritis, espondilitis, osteomielitis,
epididimitis 'y orquitis, asi como complicaciones severas tales como
neurobrucelosis, abscesos hepaticos, y endocarditis. La enfermedad es aguda en
alrededor de la mitad de los casos, con un periodo de incubacion de dos o tres
semanas. En la otra mitad la infeccidén es insidiosa, con signos y sintomas que se
desarrollan a lo largo de semanas o meses y las manifestaciones clinicas son
variadas e inespecificas, tales como fiebre, sudoracién, fatiga, malestar, anorexia,
pérdida de peso, dolor de cabeza, artralgia y dolor de espalda. Comunmente las
personas se sienten bien en la mafana y los sintomas empeoran en el transcurso
del dia, el deseo de descansar es alto y la depresion es generalizada. Si no hay
tratamiento se presenta un patrén denominado “fiebre ondulante” en el que hay
periodos febriles que luego menguan durante varios dias. La inflamacién esta
presente en todas las etapas de la enfermedad lo cual es evidente en todos los
tejidos afectados. La infeccion focal se presenta en aproximadamente el 30% de
los pacientes, siendo las complicaciones osteoarticulares las mas frecuentes
(hasta el 70% de los casos), lo que puede afectar las articulaciones periféricas, las
sacro iliacas o la espina dorsal, donde la sacroileitis es muy comun,
frecuentemente descrito por el paciente como un dolor de espalda que llega hasta
las piernas (ciatica). Los nifios evitan caminar y apoyar peso en la extremidad
afectada. En los examenes radioldgicos y gammagrafias 6seas tempranas no se
observan alteraciones, pero en las tomografias computarizadas y resonancias
magnéticas se observa un estrechamiento de los espacios intervertebrales. En los

examenes de perfusion con radionucleidos se observa osteomielitis o destruccion
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de los cuerpos vertebrales. Las vértebras lumbares son mas frecuentemente
afectadas que las toracicas. Los abscesos paravertebrales son poco comunes. Se
ha descrito espondilo artropatia post infeccion que involucra varias articulaciones
por la circulacion de complejos inmunes circulantes. Aunque el higado es afectado
(un tercio de los pacientes presentan hepatomegalia) durante la infeccién, las
pruebas de funcion hepatica resultan normales o poco alteradas. Los cambios
histolégicos son variables, en la infeccion por B. abortus se pueden ver
granulomas epitelioides como los causados por sarcoidosis; en cuanto a B.
melitensis puede haber pequenos focos de inflamacién dispersos como los que se
observan en la hepatitis viral. Ocasionalmente hay grandes agregados de células
inflamatorias y necrosis hepatocelular en el parénquima del érgano. Se pueden
encontrar pequenas areas con granulomas epitelioides y células gigantes. La
cirrosis post necrotica es muy rara después de la infeccién, se han descrito
abscesos hepaticos y lesiones cronico-supurativas en casos por B. suis. Se ha
reportado colecistitis cronica y aguda en asociacién con la brucelosis. En hombres
las complicaciones genitourinarias mas comunes son la epididimitis y la orquitis,
usualmente unilateral, aunque en el semen se ha recuperado el patégeno hay
poca evidencia de transmision sexual. En mujeres se han reportado casos raros
de abscesos pélvicos y salpingitis. Las lesiones renales son raras y se parecen a
las causadas por la tuberculosis renal. Durante el transcurso de la prefiez y la
lactancia hay riesgo de aborto espontaneo o infeccién intrauterina al producto.
Aunque en la mujer al aborto no se asocia a la placentitis que se genera en
animales debido al eritritol (factor de crecimiento para B. abortus), sino mas bien a

la bacteriemia, especialmente en el primer trimestre de la gestacion. Es muy rara
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la trasmisidn por la lactancia y se han reportado pocos casos. La infeccion
mediante aerosoles puede traer consigo complicaciones respiratorias tales como:
linfadenopatia traqueal e hiliar, neumonitis intersticial, bronconeumonia, nédulos
pulmonares, efusiones pleurales y empiema, sin embargo, es raro el aislamiento
de la bacteria del esputo. Las complicaciones cardiovasculares se presentan en el
2% de los casos y representan la principal causa de muerte donde la endocarditis
infecciosa afecta principalmente a las valvulas del corazon principalmente la aorta.
La neurobrucelosis ocurre en aproximadamente el 5% de los casos por B.
melitensis donde se presenta la invasion directa del sistema nervioso central
provocando meningitis 0 meningoencefalitis. La meningitis puede ser aguda o
cronica. Otras manifestaciones incluyen la vasculitis cerebral, abscesos cerebrales
y epidurales, infartos, hemorragia y ataxia cerebelar. El aislamiento de Brucella del
liquido cerebro-espinal es raro. Los problemas cutaneos se manifiestan como
erupciones, nédulos, papulas, eritema nodoso, petequias y purpura. Puede haber
afeccion oftalmica, la uveitis es el signo mas comun, también puede haber
iridociclitis crénica, queratitis numular, coroiditis multifocal y neuritis optica (1, 2, 4,

9, 18, 20).

En animales la brucelosis se presenta como una enfermedad subaguda o crénica
generalmente focalizada en el sistema reproductor tanto de machos provocando
epididimitis y orquitis, como de hembras, donde causa placentitis seguida de
abortos en ultimo tercio de la gestacidén, no se presentan signos patognomonicos
de la enfermedad por lo que se requiere de las pruebas serologicas y/o

aislamiento del agente etiolégico para el diagnéstico. Puede haber retencion
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placentaria, partos prematuros, higromas, abscesos, baja produccion lactea,
infertilidad temporal debido a que el aborto se presenta comunmente sélo una vez,
las ubres quedan permanentemente infectadas en cabras y vacas, la bacteriemia

persistente es mas comun en perros y cerdos que en rumiantes (1, 2, 18).

Brucelosis créonica

Los pacientes que presentan infeccion cronica pueden ser divididos en tres
grupos: aquellos con una infeccion focalizada, como la espondilitis, aquellos que
sin tener la enfermedad focalizada, presentan una salud muy pobre y tienen
sintomas de fatiga crénica, dolor musculo-esquelético, depresion y ansiedad y los
que presentan recaidas post tratamiento. Es aceptado que un paciente es cronico
después de presentar sintomas clinicos durante doce o mas meses posteriores a
la fecha en que fue diagnosticada la enfermedad. Los pacientes con infeccion
cronica focal presentan osteomielitis o abscesos en tejidos profundos, manifiestan
la signologia en forma intermitente y tienen titulos elevados de IgG en el suero, el
foco de infeccibn debe ser removido con cirugia y debe darse terapia
antimicrobiana. Los pacientes que no responden al tratamiento presentan
sintomas inespecificos como fiebre, los titulos de IgG declinan, pueden presentar
desordenes de personalidad y la terapia antimicrobiana no les favorece, se
desconoce la causa de ello. Las personas que sufren recaidas, usualmente
después de 6 meses de terapia, pueden ser positivas o no al cultivo bacteriano,
presentan titulos elevados de IgG, es rara la presentacion de resistencia

antimicrobiana a menos que en el tratamiento se haya utilizado monoterapia sélo
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con rifampicina o estreptomicina. Estos pacientes pueden ser tratados

nuevamente con los mismos antibiéticos pero en combinacion (1, 2, 4, 18).
Situacion actual de la brucelosis en México

La brucelosis es una enfermedad de distribucion mundial principalmente en los
paises mediterraneos de Europa y Africa, el Oriente Medio, América Central y
América del Sur, Asia Central, India y México donde es endémica. Las fuentes de
infeccion y el microorganismo causal varian con la zona geografica. La brucelosis
se considera una enfermedad ocupacional de personas que trabajan con animales
infectados o sus tejidos, en particular granjeros, veterinarios y trabajadores de
mataderos, por lo cual es mas frecuente en los hombres. Se presentan casos
esporadicos y brotes epidémicos en consumidores de leche cruda y productos
lacteos de vaca, oveja y cabra (especialmente de productos no pasteurizados). En
nuestro pais tiene un impacto significativo en la salud publica y en la industria
animal, en cuanto al sexo el 64.5% de los casos que se registraron en 2011 fue
en mujeres y el 35.5% en hombres. El grupo de edad mas afectado en 2011 fue el
de 45-49 anos con una tasa de incidencia de 4.7 por 100 000 habitantes del grupo
de edad, seguido por el de 50-59 afos con una incidencia de 4.23. (1, 2, 3, 4, 5,

11, 21, 22).

La brucelosis esta actualmente en la lista unica de, “Enfermedades, infecciones e
infestaciones de la Organizacion Internacional de Sanidad Animal (OIE) en vigor
en 2015”. Pertenece al grupo de enfermedades de declaracion obligatoria ante la

OIE, El manual de bioseguridad para laboratorios elaborado por la Organizacion

20



Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los microorganismos del género Brucella en

el Grupo de Riesgo Il (23).

B. abortus es la especie mas extendida en el mundo y probablemente en México,
sin embargo, se aisla poco de casos humanos. La infeccion en el hombre es a
menudo subclinica, y cuando se presenta alguna sintomatologia es, en general,
menos severa que la causada por B. melitensis o B. suis. Con base en los
estudios bacteriologicos realizados en México, se conoce la existencia de los
siguientes biovares de B. abortus: 1, 4, 5y 6, siendo el biovar 1 el mas frecuente y
el biovar 4, el mas virulento para el hombre. B. melitensis es la que mas se notifica
como causa de enfermedad, se aisla con mayor frecuencia de los casos humanos,
casi en un 90%. Es la especie mas virulenta y esta asociada a una enfermedad
aguda severa, la bacteria infecta principalmente a cabras y borregos, pero otras
especies no quedan exentas. La infeccion en vacas, se ha visto como un problema
de gran trascendencia epizootioldgica en algunos paises del sur de Europa, del
Medio Oriente y en México, su presencia en bovinos es un problema
potencialmente grave, por el gran volumen de leche infectada que se produciria
por animal y por la contaminacion que se verteria al medio ambiente con un solo
aborto (de 10%-10" bacterias / ml). En el territorio nacional B. melitensis biovar 1
es mas frecuente, aunque en algunos casos se han aislado el biovar 2 y el 3. B.
suis, se presenta como una infeccion mas restringida a las areas rurales. En forma
local es una fuente importante de casos humanos, que pueden ser tan severos
como los producidos por B. melitensis. En México solo se ha aislado B. suis

biovar 1, tanto de casos humanos como de cerdos (1, 2).
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En el periodo de 2007 a 2011 se han registrado 12,214 casos de brucelosis con un
promedio anual de 2,443 casos en este periodo; en el aiio 2007 se registraron
1,874 casos, con una incidencia de 1.7 por 100, 000 habitantes y en el afio 2011
se registraron 3,436 casos, con una incidencia de 3.1, lo anterior representa un
incremento en la incidencia del 77% para el 2011 con respecto a 2007. Los
estados que presentan la mayor incidencia de casos en 2011 son: Sinaloa con una
incidencia de 21.0 casos por 100,000 habitantes, seguido por Tlaxcala con 14.3,
San Luis Potosi 12.6, Guanajuato 8.2, Zacatecas 7.0, Nuevo Ledn 5.5, Michoacan

5.1, Puebla 4.6, Chihuahua 4.5 y Coahuila 4.4 casos por 100, 000 habitantes (21).

En el afio 2012 se reportaron 2,179 casos en todo el pais, siendo los estados con
mas reportes: Guanajuato con 548, Puebla 165, Michoacan 158, Nuevo ledn 145,
Zacatecas 102, Sinaloa 93 y Sonora con 92 casos; en el afno 2013 hubo 2670
casos reportados en el pais donde los estados con mas numero de reportes
fueron: Guanajuato con 424, Michoacan 286, Sinaloa 251, Puebla 308, Jalisco 167
y Sonora 109, en el ano 2014 se reportaron 2579 casos, siendo los estados con
mas reportes: Guanajuato con 307, Sinaloa con 219, Michoacan con 191, Puebla
170 y Jalisco 108 casos reportados, hasta la semana 8 del presente afo se

reportan 245 casos (22).
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Diagnostico de la brucelosis

El diagndstico de la brucelosis en humanos debe contemplar tres factores
principales, la historia clinica del paciente, las pruebas serologicas y el aislamiento
del microorganismo. Los métodos de diagnostico para la enfermedad estan
basados principalmente en estudios serologicos donde la prueba presuntiva,
cualitativa de Rosa de Bengala, en la cual se utiliza una suspension celular
bacteriana al 9-10%, ofrece un monitoreo rapido, sensible y sencillo que determina
anticuerpos totales anti-Brucella, aunque para confirmar la infeccion se requieren
de otros meétodos serologicos complementarios que determinen el tipo de
anticuerpo y el titulo del mismo. Las pruebas de aglutinacién estandar SAT y de
aglutinacion con 2-mercaptoetanol ofrecen un diagndéstico confirmatorio indirecto
cuantitativo. La prueba de SAT utiliza bacterias inactivadas y diluciones del suero
problema y permite determinar la cantidad de aglutininas totales (IgM, 1gG e IgA)
anti-Brucella en suero, liquido cefalorraquideo y otros fluidos, se considera positiva
con titulos iguales o mayores a 1:80. La prueba de 2-mercaptoetanol, como su
nombre lo indica, utiliza como diluyente 2-mercaptoetanol que rompe la molécula
de IgM, detectando principalmente IgG, se considera positiva cuando el titulo es
igual o mayor a 1:20. De manera complementaria se puede detectar al anticuerpo
especifico de IgM, frente al antigeno de Brucella mediante la prueba de ELISA, la
cual es sensible y especifica para la deteccion de éstos anticuerpos. La presencia
de un nivel importante o creciente de IgM sugiere una infeccion activa, para la
prueba se pueden emplear como antigeno de captura células enteras o

lipopolisacarido (LPS). Los métodos moleculares como la reacciéon en cadena de
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la polimerasa (PCR) ofrecen la ventaja de ser rapidos, sensibles y especificos ya
que permiten identificar el ADN libre o procedente de bacterias muertas. El
diagnostico definitivo se establece aislando el microorganismo a partir de cultivos
bacteriologicos de sangre que es el fluido utilizado con mayor frecuencia, aunque
se estima que la proporcion de cultivos positivos es del 20-25%,en médula ésea la
proporcion de cultivos positivos se estima en 92% u otros tejidos; debe tenerse en
cuenta que el paciente no esté bajo terapia antibiotica y de preferencia debe
tomarse la muestra en la fase aguda de la enfermedad, por la tarde, antes del pico
febril. Para el diagnostico de la brucelosis en animales se utilizan principalmente
pruebas serolégicas como la de Rosa de Bengala, SAT, aglutinacién con 2-

mercaptoetanol y fijacion del complemento (1, 2, 3, 4, 5, 18, 24).

Tratamiento de la infeccién en humanos

Brucella aunque es susceptible a la mayoria de los antimicrobianos in vitro, no
siempre hay una correlacion con la efectividad in vivo. Se recomienda seleccionar
aquellos que penetren dentro de las células blanco y el tiempo de administracion
sea el adecuado. Las sulfonamidas, los aminoglucésidos, las tetraciclinas, la
rifampicina y las quinolonas; todos ellos son activos contra Brucella in vitro a
concentraciones minimas inhibitorias bajas. Los antibioticos beta lactamicos como
la penicilina, las cefalosporinas y los macrélidos son los menos eficaces ya que se
asocian con una elevada tasa de recaidas. En algunos casos de brucelosis
cronica se ha reportado el aislamiento de colonias en forma L que estan formadas,
por bacterias con pared celular modificada inducida entre otros factores por

antibidticos como la penicilina. La enfermedad en animales con excepcion del
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perro, no se trata debido al tiempo, los costos, el riesgo y la baja efectividad de un

tratamiento a largo plazo. (1, 2, 4, 18).

Los esquemas para el tratamiento de la enfermedad sugeridos por la Organizacion

Mundial de la Salud son los siguientes:

Tratamiento para adultos y nifios mayores de 8 afios en brucelosis no complicada

A)

B)

Tetraciclinas: 500 mg tabletas cada 6 horas via oral por 6 semanas,
doxiciclina es una mejor alternativa ya que tiene menos efectos
gastrointestinales que la tetraciclina; se utiliza a razon de 100mg dos veces
al dia 0 200 mg via oral cada 24 horas por 6 semanas.

Aminoglucésidos: debido a que la monoterapia con tetraciclinas presenta un
indice de recaidas del 10-20%, se recomienda el uso conjunto de
tetraciclinas mas aminoglucdsidos durante las dos o tres primeras semanas
de tratamiento. La estreptomicina 1g/dia intramuscular con tetraciclinas es
sinérgica y funciona mejor que la monoterapia. Otra alternativa es el uso de
gentamicina 5mg/kg/dia via intramuscular o intravenosa durante 7 a 10 dias
en combinacion con doxiciclina por seis semanas.

Rifampicina la cual es altamente liposoluble y se acumula dentro de las
células eucariotas, se utiliza a razén de 600/900mg/dia en combinacién con
doxiciclina 200mg/dia durante 6 semanas es una alternativa eficaz al

tratamiento de estreptomicina y doxiciclina.
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Terapia secundaria alternativa

D)

E)

Fluoroquinolonas: presentan una gran actividad in vitro, se absorben bien
via oral y penetran dentro de las células fagociticas; aunque la
concentracion minima bactericida es cuatro veces mayor que la
concentracion minima inhibitoria, pierden actividad bactericida en niveles de
pH bajos comparables a los que hay dentro de las células. No deben usarse
en monoterapia ya que se presenta un alto indice de recaidas, pueden
combinarse con doxiciclina o rifampicina.

Trimetoprim (TMP) con sulfametoxazol (SMZ) o cotrimoxazol: se usa la
combinacion de estos dos quimioterapéuticos con una relacion fija de 1:5
(80mgTMP/400mg SMZ), aunque in vitro posee una actividad superior a los
demas antibidticos solos, se presentan recaidas, por lo tanto debe usarse

en combinacién con doxiciclina, rifampicina o estreptomicina.

Tratamiento de brucelosis complicada

F)

Espondilitis: la cual es la principal complicacién de brucelosis, se requiere
de una terapia prolongada de 8 semanas o0 mas con doxiciclina. El drenaje

quirurgico de abscesos se realiza de forma esporadica.

G) Neurobrucelosis: debido a que se requieren concentraciones antibiodticas

elevadas en el liquido cerebro-espinal, y antimicrobianos que atraviesen la
barrera hemato-encefalica, se recomienda el uso de rifampicina o
cotrimoxazol en conjunto con la terapia estandar de doxiciclina y

estreptomicina por un periodo superior a las 6-8 semanas.
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Endocarditis: se presenta en 1% de los casos puede resultar fatal, por lo
que aparte del uso de quimioterapéuticos donde se puede utilizar
doxiciclina mas estreptomicina o cotrimoxazol mas rifampicina, por un
tiempo minimo de 8 semanas, quiza sea necesario el remplazo de las
valvulas cardiacas quirurgicamente.

Tratamiento durante la gestacion

Durante esta etapa existen varios factores que impiden el uso de la terapia
convencional contra Brucella; la capacidad del antimicrobiano de penetrar la
barrera placentaria en concentraciones adecuadas, la toxicidad hacia al feto
o la posible teratogénesis de algunos medicamentos. La gentamicina es
una opcion al igual que el cotrimoxazol y la rifampicina al menos 45 dias.
Tratamiento en nifios menores a 8 afios

El uso de tetraciclinas esta contraindicado debido a que lesionan el esmalte
dental y afectan el crecimiento 6seo. Se puede utilizar gentamicina,
cotrimoxazol y rifampicina, sin embargo los fabricantes no recomiendan el
uso de estos dos ultimos en nifios y en monoterapia se presentan recaidas.
El trimetoprim con sulfametoxazol 8/40 mg/kg/dia dos veces al dia via oral
durante 6 semanas mas estreptomicina 30mg/kg/dia una vez al dia via
intramuscular por tres semanas o gentamicina 5mg/kg/dia intramuscular o
intravenosa 7-10 dias, rifampicina 20mg/kg/dia via oral por 6 semanas (1, 2,

4,18, 25, 26, 27).
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Esquemas de tratamiento de brucelosis aprobados por la Norma Oficial
Mexicana 022 con excepcion de los esquemas alternos que no incluye la

Norma.

Tetraciclina, tabletas o Tetraciclina 500 mg cada &

comprimidos horas por 21 dias

A Estreptomicina, frasco Estreptomicina 1 g.
ampula de 1 g. Solucién  intramuscular cada 24
inyectable. horas por 21 dias

Adultos: 300 mg cada 8
horas, por 21 dias. Mifios:
20 mg kg dia dividido en

Rifampicina tabletas,
comprimidos o capsulas

300 mg. tres dosis, por 21 dias.
B Trimetoprim con Adultos: 160,800 mg
Sulfametoxazol, tabletas cada 12 horas por 21 dias.
o comprimidos de Mifios: 8,/40 mg/ kg /dia
80,400 mg. Suspensién dividido en dos dosis por
40,80 mg en 5 ml. 21 dias.
Adultos: Doxiciclina 200
mg, cada 24 horas por seis
Doxiciclina, tabletas o semanas. Nifios:
capsulas de 100 mg. Doxiciclina 4-5 mg/ke/dia,
por seis semanas dividido
C en tres dosis
Adultos: GO0 - 900 mg
Rifampicina tabletas, cada 24 horas, por 6
comprimidos o capsulas  semanas. Nifios: 20
300 mg. meg/kg/dia dividido en tres

dosis, por & semanas.

Ciprofloxacino 1500 mg
Ciprofloxacino, capsulas  por dia, dividido en dos
o tabletas 250 mg dosis, 750 mg cada 12

Primer
horas por 45 dias

esquema
alterno Rifampicina tabletas,

L . Rifampicina 300 mg cada 8
comprimidos o capsulas

horas, por 45 dias.

300 mg.
Levofloxacino, tabletas Levofloxacino 1500 mag,
de 500y 750 mg. cada 24 horas por 45 dias

Segundo

esquema Rifampicina tabletas,

alterna comprimidos o capsulas
300 mg.

Rifampicina 300 mg cada 8
horas, por 45 dias.

Fig. 1. Tratamientos recomendados por la Secretaria de Salud en México (28).



Susceptibilidad antimicrobiana y asociacién con mutaciones en Brucella

SpPP.

Los ensayos in vitro muestran que Brucella es susceptible a los aminoglucdsidos,
las tetraciclinas, la rifampicina y las quinolonas, a concentraciones minimas
inhibitorias bajas, las cepas muestran variacion en la susceptibilidad segun su
origen geografico, sin embargo, existe un indice de recaidas con los
quimioterapéuticos convencionales como la tetraciclina, aminoglucosidos, o
sulfonamidas. También existe una desventaja que comparten la rifampicina y las
fluoroquinolonas y es el rapido surgimiento de bacterias resistentes a estos
farmacos. Recientemente, se ha reportado el incremento de la resistencia de
Brucella spp. al cotrimoxazol (1, 28, 29) y a las quinolonas(30, 31, 32, 33). Existe
una clara asociacion entre la resistencia a rifampicina y la modificacion del objetivo
o blanco del antibiético que involucra mutaciones especificas dentro del gen rpoB,
donde esta codificada la subunidad f de la ARN polimerasa (ARNP) ADN-
dependiente. Esta relacién se ha observado in vitro en cepas de Brucella spp.
mutantes, donde se ha notado la correlacion entre mutaciones especificas en gen
rpoB y susceptibilidad reducida a rifampicina que al ser uno de los antibi6ticos de
amplio espectro mas potentes, es uno de los componentes efectivos en las
terapias multifarmacos para el tratamiento de la brucelosis humana. Se ha
reportado que la adicion de rifampicina a medios de cultivo de B. abortus tiende a
generar cepas rugosas menos virulentas y resistentes al farmaco, por lo tanto se
utilizd este antimicrobiano para desarrollar una cepa vacunal rugosa, estable y

poco virulenta de B. abortus, a partir de la cepa lisa virulenta 2308, denominada
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RB51 (34). Esta vacuna induce una adecuada respuesta inmune mediada por
células y no interfiere con las pruebas seroldgicas estandar utilizadas para el
diagnostico de la enfermedad. La rifampicina tiene como blanco a la subunidad 3
de la ARN polimerasa ADN-dependiente (ARNP) en procariotas. La actividad
bactericida de la rifampicina se deriva de su alta afinidad e inhibicion de la ARNP
bloqueando la via de elongacion del ARN transcrito al final de 5’. Las sustituciones
de aminoacidos en el complejo de union de rifampicina del patégeno le confieren
resistencia al antibidtico, a través de pequenas distorsiones estructurales de la
proteina (35). Se han caracterizado varias mutaciones dentro de la subunidad 3 de
bacterias patégenas como Escherichia coli, y Mycobacterium tuberculosis
resistentes a rifampicina (Rif") (36, 37). En un trabajo previo se identificaron
mutaciones en rpoB asociadas al fenotipo resistente Rif' en la cepa vacunal rugosa
RB51 y en 20 clonas estables Rif derivadas de dos aislamientos de B. melitensis
sensibles a rifampicina Rif° (35). La region de codificacion de rpoB comprende 4,
134 pares de bases (bp) y dentro de ésta hay dos regiones denominadas zonas o
puntos calientes (hot regions) donde se ha identificado que se presentan las
mutaciones denominadas; region 5’ final localizada entre los codones118-240 vy

regidon central entre los codones 473 a 606 de rpoB (31, 35).

Las quinolonas poseen la capacidad de penetrar en las células eucariotas,
presentan alta biodisponibilidad por via oral, en general son, bien toleradas,
aunque estan contraindicadas en mujeres embarazadas y nifios pequefios, in vitro
muestran concentraciones minimas inhibitorias bajas (MICs); se consideraron

como una alternativa promisoria en el tratamiento de la brucelosis humana, sin
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embargo, el uso de estos farmacos como terapia unica en pacientes con
brucelosis lleva con frecuencia a recaidas y fallas terapéuticas, no solo debidas a
los quimioterapéuticos sino también a las personas que no llevan a cabo el
tratamiento de forma puntual. La combinacion de fluoroquinolonas con otro
antibidtico (especialmente rifampicina) no es mas eficiente que los regimenes
antibidticos actualmente disponibles, se ha observado un alto niumero de recaidas
en la terapia con ciprofloxacino y puede haber desarrollo de resistencia, con la
consecuente resistencia cruzada hacia otros miembros de la familia, asi que no
estan recomendadas como primera opcion en el tratamiento de la enfermedad (32,
33). Se han propuesto varias hipotesis para explicar las discrepancias en la
actividad in vitro en in vivo de las quinolonas. Las fluoroquinolonas no tienen
actividad bactericida contra Brucella spp. ya sea in vitro o in vivo, o en modelos
animales, por otra parte, Brucella spp. se multiplica en fagosomas que se
acidifican, tanto en células fagociticas profesionales como no profesionales, lo cual
reduce la accion de éstos farmacos, que aunque penetran a la célula, su actividad
decrece considerablemente en pH acido, finalmente, in vivo se han mencionado
posibles cepas de Brucella spp. resistentes a las quinolonas (31, 32, 33). In vitro,
solo se han reportado pequefias variaciones entre varias cepas de Brucella en
MICs utilizando fluoroquinolonas. Estos farmacos actian como inhibidores de la
las ADN topoisomerasas bacterianas, la ADN girasa y la topoisomerasa |V, son
dos enzimas que catalizan los cambios topolégicos necesarios para la replicacion
del ADN vy la transcripcion. Se han descrito dos mecanismos principales de
resistencia a las fluoroquinolonas: a) Mutaciones en los genes de la

topoisomerasa |l que codifican para la ADN girasa y la topoisomerasa tipo IV,
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blancos principales para la accion de las fluoroquinolonas y, b) Sobreexpresiéon de
bombas de eflujo que reducen la acumulacion del farmaco dentro de la bacteria.
Usualmente el blanco primario para las fluoroquinolonas en las bacterias Gram
negativas es la ADN girasa, mientras que en las Gram positivas es la
topoisomerasa V. La resistencia a las fluoroquinolonas en las Gram negativas
surge frecuentemente a través de mutaciones en la ADN girasa codificada en el
gen gyrA, especialmente en una region caliente correspondiente a los nucledétidos
199-318 de la secuencia de gyrA de Escherichia coli (codificando los aminoacidos
67-106 de la secuencia proteica GyrA de E. coli). Esta region especifica de 41
aminoacidos dentro de una porcidon N-terminal, es referida como la region
determinante de resistencia a quinolonas, por sus siglas en inglés (QRDR), la cual
esta cerca del supuesto sitio activo y al parecer es el sitio de interaccion entre la
subunidad A de la ADN girasa y las quinolonas. Se ha determinado una estructura
de alta resolucion para esta region. El gen parC es el gen homologo que codifica
para la topoisomerasa |V. Las mutaciones en la region QRDR de este gen pueden
ocurrir aunque de forma menos frecuente y quiza expliquen la resistencia a
quinolonas. En trabajos recientes se ha tratado de determinar cuales son los
genes y las moléculas involucradas en la resistencia antimicrobiana de B.
melitensis y B. abortus tales como: gyrA/gyrB/parC/parE, mediante la generacién
in vitro de mutaciones y una deteccion molecular posterior de los genes o
moléculas involucrados en esta resistencia a fluoroquinolonas, en estos estudios
se han encontrado las zonas calientes de los genes (QRDRs): quinolone

resistance-determining regions) que le confieren resistencia a este patdgeno,
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principalmente mutaciones en gyrA y quiza en bombas de eflujo NorMI y NorMil.

(31, 32, 33, 34, 38, 39, 40).
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JUSTIFICACION

La brucelosis es un problema de salud publica que ocasiona pérdidas econdémicas
en la industria pecuaria y afecciones en quienes la padecen. Se han observado
altos indices de recidivas en pacientes brucelosos aun cuando el tratamiento es el
indicado; una de las posibles explicaciones de este fendmeno seria la presencia
de resistencia a quimioterapéuticos generada por mutaciones en los genes gyrA,
gyrB, parC, parE y rpoB que modifican la susceptibilidad del patégeno a los
antimicrobianos como las quinolonas, las cuales se utilizan como terapia
alternativa y a la rifampicina que se emplea comunmente en el tratamiento de la
enfermedad en humanos, ya que en animales de produccion no se da tratamiento;
por lo cual es necesario determinar si hay mutaciones presentes que afectan la
susceptibilidad de Brucella spp. a éstos quimioterapéuticos, en aislamientos
obtenidos en nuestro pais, en diferentes épocas, tanto de origen humano como

animal.
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HIPOTESIS

Las mutaciones dentro de las zonas QRDRs de los genes gyrA, gyrB, parC, parE y

rpoB de Brucella spp. permiten asociar al patdégeno a resistencia hacia quinolonas

y rifampicina.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de mutaciones en las regiones denominadas QRDRs
(Quinolone Resistance-Determining Regions) de los genes gyrA, gyrB, parC, parE
y en la region central y terminal del gen rpoB en los aislamientos mexicanos de

Brucella melitensis y Brucella abortus.
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Objetivos especificos

Amplificar las regiones QRDRs de los genes gyrA, gyrB, parC, parE y rpoB

de Brucella spp. mediante la PCR punto final.

Secuenciar los productos de PCR obtenidos para evidenciar mutaciones en

estas regiones genéticas.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria de los antimicrobianos
rifampicina y fluoroquinolonas, utilizados en el tratamiento de la enfermedad

en humanos, para las diferentes cepas de Brucella spp.

Discutir la relacion de la susceptibilidad a quimioterapéuticos con la
presencia o ausencia de mutaciones puntuales en los diferentes genes

seleccionados.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas y aislamientos utilizados

Se obtuvieron las cepas de referencia de B. abortus 2308, B. melitensis 16M y B.
abortus RB51, del cepario de la FMVZ-UNAM y 38 aislamientos de Brucella spp.
identificados mediante serologia, pruebas bioquimicas y PCR, de éstos 16 eran B.
abortus de origen bovino, 2 cepas B. melitensis de caprinos, 2 B. abortus aisladas
de cabras y 16 de B. melitensis aislados de humanos. Los aislamientos con los
que se trabajé fueron acumulados a lo largo del tiempo en el laboratorio de

brucelosis de la FMVZ-UNAM por lo cual no se tienen datos clinicos precisos.

Cultivo de las cepas

Las cepas de referencia y los 38 aislamientos fueron crecidos por duplicado en
agar Brucella por 48 horas a 37°C con 5% de CO; en el laboratorio de
bioseguridad de la FMVZ-UNAM. Todas las cepas bacterianas fueron
almacenadas en crio-tubos con medio de mantenimiento hecho a base de caldo
nutritivo y glicerol al 10% como crioprotector, y congeladas a -80°C para su uso

posterior.

Extracciéon de ADN

Se realizé la extraccion de ADN de todas las cepas y aislamientos mediante el uso
de un kit comercial Insta Gene Matrix (BIORAD): se tomaron 12 colonias
bacterianas de cada aislamiento las cuales se diluyeron en 200 yl de agua

destilada estéril, posteriormente se centrifugaron las muestras a 8050 X g/1min, se
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desecharon los sobrenadantes y a los pellets se les afiadid 100 ul del producto
comercial, los tubos se incubaron a 56°C durante 30 min, después se
homogeneizaron la muestras durante 10 segundos en el vortex, los tubos se
incubaron nuevamente a 100°C durante 8 min, se homogeneizaron durante 10
seg. en el vortex, finalmente los tubos se centrifugaron 3 min a 8050 X g, se
colectaron los sobrenadantes que contenian el ADN de cada aislamiento para la

posterior realizacion de la PCR.

Estandarizacion de la PCR y purificacién de los productos

Los iniciadores para los genes gyrA, gyrB, parC, parE y rpoB fueron obtenidos de
reportes previos, y se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (32,

35).

El tamafo de cada amplicon para cada par de iniciadores utilizados fue obtenido
de la base de datos del GenBank para corroborar los datos con los de la literatura
citada, utilizando las secuencias de cada iniciador y buscandolas con el programa
BLAST alignment; asi que para la region caliente del gen gyrA se encontr6 que se
amplificaba un producto de 293 bp, en gyrB un producto de 349 bp, en parC un
producto de 429 bp, en parE un producto de 473 bp, en rpoB1l region caliente un

producto de 366 bp y en rpoB2 region central un producto de 401 bp (32, 33, 35).

Las PCR fueron estandarizadas para cada QRDR de los genes gyrA, gyrB, parC,
parE y region central y terminal de rpoB en reacciones de 50pl con las siguientes

concentraciones de cada reactivo por reaccion: mezcla de dNTPs 10mM (marca),
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magnesio 1.5mM, iniciador forward 10pmol/ul, iniciador reverse 10pmol/ul, Taq

Platinum (Invitrogen) polimerasa 1U, buffer 1x, ADN 500ng/ul, agua 20.8pl.

Después de haber sido estandarizadas las condiciones 6ptimas de amplificacion,

se utilizé la polimerasa PFX la cual tiene una mayor fidelidad (10-100x).

Las constantes de la PCR fueron las siguientes 94°C por 5 min, 94°C por 1 min,
63°C para gyrA, 65°C para gyrB, 60°C para parC, 67°C para parE, 60°C para
rpoB1l region caliente, 62°C para rpoB2 region central, 72°C durante 1:30 min y

finalmente 72°C por 7 min, todas las PCRs fueron sometidas a 35 ciclos.

Se amplificaron las regiones QRDRs de los genes gyrA, gyrB, parC, parE y las
regiones central y terminal de rpoB mediante el uso de la PCR de punto final con
el equipo PCR Express Thermo hybaid con los siguientes iniciadores: gyrA
(forward 5 ACGGCCTGAAGCCTGTGCAT 3y reverse 5
CGACAGGAGGGATTCCGTGA 37, parC (forward 5
TCGGCTCTTGAGGAACGTTA 3’y reverse 5°CGATGGGTTCTTCGTCTTCC 3"),

gyrB (forward 5 GTTGTCGAGAAGGTCATTCAGG 3"y reverse 5

GCGTTGAAGCCGTGCGTTTC 37, parkE (forward 5
AGGTGCGGAATTGTTCATCGTGG 3y reverse 5
CCAAGCCCCTTGAAACGTCC 37 (16) vy rpoB (forward 5

TGCGAAGTCCATCAAGGACAT 3" y reverse 5’ACGGGTATAGGTGACAGTCTTG
3°), rpoB region central (forward 5 AGTATCGCGTCGGTCTGCTCCGC 3%y
reverse 5’ATCGACAACCTTGCGATACG 3°); Posteriormente se realizaron 4

repeticiones de la PCR para cada cepa y aislamiento utilizando polimerasa PFU,
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para obtener una gran cantidad de producto de PCR (200ul), el cual se sometié a
electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio a un voltaje
de 40 mv, las bandas fueron seccionadas del gel con un bisturi para su posterior
purificacion por un método de columna (QIAquick PCR Purification Kit). Los
productos de PCR de todas las cepas de referencia y aislamientos, se

almacenaron a -20°C para su posterior secuenciacion.

Secuenciacion

Los productos de la PCR de las muestras de origen animal y humano fueron
enviadas al Instituto de Biotecnologia IBT-UNAM para su secuenciacion, la cual

se realiza mediante el método de Sanger utilizando didesoxiterminadores

fluorescentes con un secuenciador automatico de DNA (Applied Biosystems,

modelo 3130xl) de 16 capilares en los cuales se realizan las separaciones

electroforéticas.

Analisis bioinformatico de las secuencias

Después de la secuenciacién se realizdé la comparacién entre las secuencias
obtenidas de nuestros aislamientos y las ATCC de Brucella spp. reportadas en la
base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information), mediante
el uso del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), para verificar si
nuestras secuencias coincidian con las de Brucella melitensis y B. abortus ATCC
ya reportadas, y si correspondian con las zonas de los genes que amplificamos;

posteriormente se realizé la traduccion de las secuencias a aminoacidos y se
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realizé el alineamiento a este nivel mediante el programa Vector NTI en el Hospital

General Manuel Gea Gonzalez (41).

Pruebas de Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima

Bactericida

Para determinar la cantidad de bacterias presentes en el cultivo original y realizar
la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y la Concentracion Minima Bactericida
(MBC) mediante el método de microdilucién en caldo, se realizé el conteo de
colonias bacterianas donde las cepas y aislamientos de Brucella fueron crecidas
en 50ml de caldo tripticasa-soya (TSA) durante 48 horas a 37°C, se realizaron
diluciones seriadas en una placa de 96 pozos con un amortiguador de fosfatos
(PBS), posteriormente cada dilucion de cada cepa ATCC fue sembrada en agar
TSA por triplicado, a 37°C durante 48 horas y se determiné la cantidad de
bacterias presentes, posteriormente se obtuvieron alicuotas de 1ml las cuales se
ajustaron a una concentracion de 5x10° que es el estandar para realizar los MICs,
también se utilizdé el estandar de Mc Farland 0.5 para la preparacion de la
concentracion bacteriana. Los antimicrobianos fueron disueltos segun las
recomendaciones del fabricante y tomando en cuenta factores como solubilidad,
potencia, fecha de expiracién, estabilidad en solucion y condiciones de almacenaje
(referencia). Para la preparacion de la solucion base de cada antimicrobiano se
utilizé la siguiente férmula: 1000/P x V x C = W, donde P= Potencia dada por el
fabricante (ug/mg), V= volumen requerido (mL), C= concentracion final de la
solucién (en multiplos de 1000) (mg/L), y W= peso del antimicrobiano a ser

disuelto en volumen V (mL). La concentracion base de todos los antibiéticos fue de

42



10,000 mg/L. La rifampicina fue disuelta en dimetil sulféxido (DMSO) y agua
destilada estéril, para la disolucion de las quinolonas se utilizd agua destilada
estéril e hidréxido de sodio a una concentracidon base de 10,000mg/L para
posteriormente poder diluirse con agua estéril en concentraciones requeridas para
los MICs. Las diluciones utilizadas para los MICs fueron dobles (128, 64, 32, 16, 8,
4,2,1,0.5.0.25, 0.125 Y 0.06 mg/L) segun lo marca el protocolo y se colocaron
50ul de cada dilucion (al doble 256, 128, 64, sucesivamente para obtener una
concentracion de 128, 64, 32, etc. Al diluir con el MHB con la cepa) de rifampicina
(RIF), acido nalidixico (AN), norfloxacino (NFX), ofloxacino (OFX), ciprofloxacino
(CPX), levofloxavino (LVX) y moxifloxacino (MFX) en una placa de 96 pozos,
después se agregaron 50ul de cada cepa ATCC y aislamiento humano y animal
diluidos en caldo Mueller-Hinton (MHB) a 5x10°, se realizd la observacion de la
placa para determinar visualmente la concentracion del antibiético a la que ya no
habia turbidez después de 48 horas de incubacién a 37°C y poder obtener la MIC
de cada aislamiento. Posteriormente se tomaron 20upl de cada diluciéon de
bacterias y antibiéticos de las placas de 96 pozos, se sembraron en agar TSA para
determinar la MBC de cada cepa y aislamiento de Brucella y se observé a que
concentracion del antimicrobiano habia ausencia de crecimiento bacteriano (42,
43). Se utilizaron las cepas ATCC de Escherichia coli 25922, Pseudomonas
aeruginosa 27853, Staphylococcus aureus 29213 para estandarizar las pruebas
de microdilucion en caldo y sus respectivos puntos de corte reportados en
EUCAST,; se incluyeron también los puntos de corte de Haemophilus influenzae
por ser una bacteria de crecimiento lento como Brucella spp. para poder realizar

las comparaciones, ya que no existen oficialmente datos para Brucella spp. (44).
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RESULTADOS

Amplificacién de las regiones QRDRs de gyrA, gyrB, parC, parE y region

central y terminal de rpoB.

Para el gen gyrA se obtuvo un producto de 293pb, en gyrB se amplificé un
producto de 350pb, en parC se obtuvo un producto de 429pb, del gen parE se
amplificaron 473pb, en la region central de rpoB se amplificaron 366pb y para la
region terminal de rpoB se obtuvo un producto de 401 pb, como se observa en las

figuras 2 a 7.

6H 7H 8H 9H 10H
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Figura.2. Amplificacion de gyrA de B. melitensis, 1H-11H: aislamientos de origen humano. Gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Figura.3. Amplificacion de gyrB de B. melitensis, 1H-7H: aislamientos de origen humano. Gel de agarosa al 2%
tefiildo con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura. 4. Amplificacién de parC de B. abortus, 1A- 12A: aislamientos de origen animal. Gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular 100 pb.
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Figura. 5. Amplificacién de parE de B. abortus, 1A-9A: aislamientos de origen animal. Gel de agarosa al 2% tefiido
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Figura. 6. Amplificacion de rpoB1 regién caliente de B. melitensis 1H-9H: aislamientos de origen humano (imagen
de laizquierda) y de B. abortus, 1A-3A: aislamientos de origen animal (imagen derecha). Gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura. 7. Amplificaciéon de rpoB2 region central de B. abortus, 1A-9A: aislamientos de origen animal. Gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Purificacién de los productos de PCR

Los productos de PCR de gyrA, gyrB, parC, parE, rpoBl y rpoB2 de los
aislamientos de origen humano y animal fueron purificados a partir de gel, el cual
se sometio a electroforesis y posteriormente se secciono la banda por el tamafio
correspondiente a cada gen, la muestra se colocé en columnas de la marca
comercial Qiagen (QlAquick PCR Purification Kit) para el proceso de purificacion.
Todas las muestras se sometieron a electroforesis nuevamente para comprobar la

existencia del producto purificado, ver ejemplo en las figuras 8 y 9.

400
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Figura. 8. 200 pl de Producto de PCR sin purificar de rpoB regién terminal de B. abortus 1A: aislamiento de origen
animal, para posterior purificacion. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular
de 100 pb.

6H 7H 8H 9H 10H 11H12H 13H 14H 15

Figura. 9. Productos de PCR purificados correspondientes a los genes rpoB1 regién caliente de B. melitensis 1H-
5H: aislamientos de origen humano y gyrA de Brucella melitensis 1H-15H: aislamientos de origen humano. Gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de GyrA, GyrB, ParC, ParE,
RpoB1y RpoB2

Una vez purificados los productos de la PCR y con las secuencias reportadas de
todas las muestras de los genes gyrA, gyrB, parC, parE, rpoBl y rpoB2; se
realizaron los alineamientos a nivel de nucledétidos, con las secuencias obtenidas
en el National Center for Biotechnology Information (NCBI), mediante el programa
bioinformatico BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para confirmar que
pertenecen al género Brucella, y después con las regiones QRDRs reportadas de
los genes gyrA, gyrB, parC, parE, y regiones central y terminal de rpoB1l y rpoB2
de Brucella. Una vez que se comprobd que todas las secuencias correspondian
con el género Brucella se tradujeron en aminoacidos utilizando el mismo
programa, para su posterior analisis con el programa Vector NTI, donde se
compararon con la secuencias de Escherichia coli ATCC 25922, Brucella
melitensis 16M, Brucella abortus, clonas mutantes de B. abortus reportadas en
trabajos previos (32, 33) y demostrar la presencia o ausencia de variaciones en la
secuencias de aminoacidos correspondientes a una mutacién. En las tablas
posteriores se observan los resultados de los alineamientos obtenidos con el
programa Vector NTI de las secuencias de aminoacidos de GyrA, GyrB, ParC,
ParE, RpoB1 region final y RpoB2 region central; se observan polimorfismos
silenciosos y también no silenciosos o no sindénimos en los resultados mostrados

en las siguientes tablas.
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E. coli 25922

GNDWNEAYKKSARVVG

GyrA

818387106

bVIGKYHPHGDSAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGSIDGDSAAAMRYTEIRLAKIAHEL

B. melitensis 16M NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
B. abortus 1A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
2 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
3 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
4 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
5 Al NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
6 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
7 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
8 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
9 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
10 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
11 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
12 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
13 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
14 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
15 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
16 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
17 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
18 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
18 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
20 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
21 A NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
B. melitensis NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQOGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
1 H NLAYNRPYRKSAGVVGEV GKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAIMHDLE.LEKVTESL
2 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
3 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
4 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
5 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
6 H NLAYNRPYRKSAGVVGEV GKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGIGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
7 H NLAYNRPYRKSAGVVGEV GKYHPHGDASIYDALVRMAQDFIMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
8 H NLAYNRPYRKSAGVVGEV GKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGIGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
9 H NLAYNRPYRKSAGVVGEV GKYHPHGDASIYDALVRMAQDFIMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
10 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
11 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
12 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
13 H NLAYNRPYRKSAGVVGEVMGKYHPHGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRY TECRLEKVTESL
14 H NLAYNRPYRKSAGVVGEV! GKYHPHGDASIYDALVRMAQDFIMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAA.RYIECRLEKVTESL
15 H NLAYNRP-SAGG GKYHPHGDASIYDALVRMAQDEFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL
16 H NLAYNRPYRKSAGVVGEV! GKYHPIGDASIYDALVRMAQDFSMRDPLIDGQGNFGSIDGDPPAAMRYTECRLEKVTESL

Fig. 10. Variacion de aminoéacidos en el gen gyrA; el sombreado rojo indica la variacién de aminoéacidos que se
presentaron en los aislamientos de origen humano

De acuerdo al andlisis de las secuencias del gen gyrA de las cepas de origen
animal se observd que éstas son idénticas a la secuencia de Brucella melitensis
16M, por lo que en las regiones QRDRs que se amplificaron para el gen gyrA no

se encontraron sustituciones de aminoacidos.

En las secuencias de origen humano se encontraron mutaciones; el aislamiento
1H presentd sustitucion de aminoacidos en la posicion Ala103Ser correspondiente
a la posicion 119 del sistema de numeracion de E. coli y en las posiciones
Cys109Ser y Arg110Gly correspondientes a 125 y 126 de E. coli, en la secuencia

6H y 8H hubo un cambio en GIn90Leu y GIn90His respectivamente,
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correspondiente a 106 de E. coli en el cual se han reportado sustituciones de

GIn106Arg en aves, en las secuencias 7H y 14H hubo un cambio en Ser81Thr, y

en la 9H cambié Ser81Ala correspondientes a 97 de E.coli, en 14H hubo dos

cambios mas en Met104lle y Thr107Ser correspondientes a 120 y 123 de E.coli,

en la secuencia 15H hubo sustituciones en Tyr47Leu, Arg48Pro, Lys49Gin,

Val54Leu, Gly55Val, Arg56Glu, Val57Phe, Met58Trp correspondientes a 63, 64,

65, 70, 71, 72, 73 y 74 respectivamente, del sistema numérico de E. coli; ver figura

10.

E.
B.

coli 25922
abortus

ot e i i

oDomoDnDnIDIDDDD DT DT m

GyrB

391 426 447483
MTRRKGALDEAGLPGKLADCQERDPALSEEYEVEGDSAGGSAKQGRNRKNQATLPLKGKILNVEKARFDEMES SQEVATLITALGCGIGRDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDOVGTLITALGTSIGKDE
DITRKSNLSVTSLPGKLADCQERDPAKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLRGKILNVERVRFDRMISSDQVGTLITALGTSIGKDE

Fig. 11. Variacion de aminoéacidos en el gen gyrB, se observa que las secuencias son idénticas por lo que no se

encontraron mutaciones en este gen.

Dentro de las regiones QRDR del gen gyrB no se encontraron sustituciones de

aminoacidos en las posiciones 426 y 447 de E. coli donde se han reportado
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cambios (45), ni en ningun otro sitio de las secuencias, tanto de animales como de

humanos, figura 11.

56 57

E.coli 25922 IMDRALPFEGDGLKPV!
B.abortus 13334 IMHRAL .DGLKP'
B.melitensis IMHRAL DGLKP'
B.abortus 1A IMHRAL .DGLKP'
2 A IMHRALPDVRDGLKP
3 A IMHRALPDVRDGLKP
4 B IMHRALPDVRDGLKP
5 A  IMHRALPDVRDGLKP
6 A IMHRALPDVRDGLKP'
7 A IMHRALPDVRDGLKP
8 A IMHRALPDVRDGLKP
9 A IMHRALPDVRDGLKPVE
10 A  IMHRALPDVRDGLKPVHRI
11 A IMHRALPDVRDGLKP'
12 A IMHRALPDVRDGLKP'
13 A IMHRALPDVRDGLKP
14 A IMHRALPDVRDGLKP
15 A IMHRALPDVRDGLKP'
16 A IMHRALPDVRDGLKP
17 A IMHRALPDVRDGLKP'
18 A IMHRALPDVRDGLKP
19 A IMHRALPDVRDGLKP
20 A IMHRALPDVRDGLKP
21 A IMHRALPDVRDGLKP
22 A IMHRAL DGLKP!
B. melitenis 1 H IMHRAL DGLKP
2 H  IMHRALPDVRDGLKP
3 H  IMHRALPDVRDGLKP
4 H  IMHRALPDVRDGLKP
5 H  IMHRALPDVRDGLKP
6 H  IMHRALPDVRDGLKP
7 H  IMHRALPDVRDGLKP
8 H  IMHRALPDVRDGLKP
9 H  IMHRALPDVRDGLKP
10 H  IMHRALPDVRDGLKP'
11 H  IMHRALPDVRDGLKP
12 H  IMHRALPDVRDGLKP
13 H  IMHRALPDVRDGLKP'
14 H  IMHRALPDVRDGLKP
15 H  IMHRALPDVRDGLKP'
16 H  IMHRALPDVRDGLKP
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Fig. 12. Variacion de aminoacidos en el gen parC; no se observan diferencias entre las secuencias.

En las secuencias de ParC no se encontré variacidon de aminoacidos, como se

observa en la figura 12 donde las secuencias son idénticas a las de referencia

tanto en las muestras de humanos como en las de animales.
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E. coli 25922
444 458 475 529

[ GGSAKOARDREYQAIMPLEGKILNTWEVSSPEWLASQENMHDESVAEGIDPDSDDLS-QLRYGRECHEEADADSDGLEIABLLCALFVKHFRALVRHGHYWABPPLYREDLG

L6M  GGSAKOARNRANQAILPLRGKILNVASAGREKLTANQOTADLVQALGCGTRKNYREDDLRYDRVIVMTDADVDGAHIASLLITEFYQEMPELIRNGHLYLAVPPLYRLSQG

E GHLYLAVPPLYRLSQG

GHLYLAVPPLYRLSQG

GHLYLAVPPLYRLSQG

GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG

GHLYLAVPPLYRLSQG
12 A (GGSAKQARNRANQATLPLRGKILNVASAGREKLTANQQTADLVOALGCGTRKNYREDDLRYDRVIVMIDADYDGAH T ASLLITEFYQEMPELIRNGHLYLAVPPLYRLSOG
13 A GGSAKQARNRANQA

GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
17 A GGSAKOARNRANOATLPLRGKILNVASAGREKLTANQOTADLVQALGCGTRRNYREDDL.RYDRVIVMTDADYDGAHTASLLITEF YOEMPEL TRNGHLYLAVPPLYRLSQG
18 A GGSAKOARNRANQATL NVASAGREKLT. GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
21 A —IIPLIGKIL_A-D-AIG_LRY_DADIDGIHIAILL-F-L-GHIYIAIPPLYR-G
22 A GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG

GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG

GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
GHLYLAVPPLYRLSQG
H GGSAKQOARNRANOAILPLRGKILNVASAGREKLTANQOTADLVOALGCGTRKNYREDDLRY DRVIVMTDADYDGAH I ASLLITEFYOEMPELIRNGHLY EAVPPLYRESQG

Fig. 13. Variacion de aminoéacidos en el gen parE; en estas secuencias tampoco hubo sustitucion de aminoéacidos.

Segun el analisis de las secuencias de ParE no hubo sustitucién de aminoacidos
tanto en las muestras humanas como animales en las regiones QRDRs que se

amplificaron, ya que son idénticas a la de B. melitensis 16M, figura 13.
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RpoBl regién final 5’

132 139 154
B. melitensis MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
B. melitensis clona 14 MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVI.SQMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT

B.abortus 1 MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTEFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTEFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTEFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
IGDMPLMTDNGTFIV'NGTERVIVSQMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVI PYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTEFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLNIDNGTFIVNGTERVIVSQMHRSFGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVI PYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTEFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTEFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
MGDMPLMTDNGTFIVNGTERVIVSOMHRSPGVEFFDHDKGKTHSSGKLLFAARVIPYRGSWLDIEFDSKDIVYARIDRRRKLPATTLLMALGMDGEEILSTFYKTVT
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Fig. 14. Variacion de aminoacidos en RpoB1 region terminal donde se observan sustituciones en la secuencia 19A
en la posicion 132y en la 22A en la posicion 139, aunque no corresponden con la mutacién reportada en Vall54Phe

de B. melitensis clona 14 (35).

Dentro de RpoB1 region terminal se observaron variaciones de aminoacidos en la
secuencia 19A en la posicion Met132Leu y en la secuencia 22A se observo otra
sustitucién en la posicién Thr139Ala. En Brucella se ha descrito una mutacion que
afectan la sensibilidad a la rifampicina en la posicion Val154Phe, como se observa
en la figura 14, donde la clona 14 de B. melitensis que ha sido reportada, es

resistente (35).
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526 536 539 541 574
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMEOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSOLSQFMEOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRI CPIETIEGPNIGL INSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMEOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQF! QTNPLSEITHKRILSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKFAAAAVREFFGSSQLSQFMDQTNPLSEITHKRRI.ALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKFAAAAVREFFGSSQLSQFMDQTNPLSEITIKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAV'REFFGSSQLSQFM'QTNPLSE ITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRI CPIETIEGPNIGL INSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDQTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKFAAAAV'REFFGSSQLS.M-NPLSE ITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEI THKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQOLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP
DLINAKPAAAAVREFFGSSQLSQFMDOTNPLSEITHKRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFIESP

Fig. 15. Variaciéon de aminoéacidos en el gen rpoB2 regién central

encontré que el

aislamiento 2A presentd varios cambios en diversas posiciones, el primer cambio

fue en la posicién GIn523Ala, después en Phe524Val, se observaron otros en

Asp526Gly, GIn527pro y Thr528Asp. La mutacion en la posicion 526 ya ha sido

reportada y descrita en cepas resistentes a rifampicina en trabajos anteriores,

figura 15 (35).
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Concentracion Minima Inhibitoriay Concentracion Minima Bactericida

Se realizaron

las pruebas de Concentracion Minima

Inhibitoria (MIC)

y

Concentracion Minima Bactericida (MBC), de los aislamientos de origen humano y

animal con el fin de asociar el fenotipo resistente a quinolonas y rifampicina con

mutaciones en los genes previamente descritos. Se utilizaron las cepas ATCC de

Escherichia coli 25922, Pseudomonas aeruginosa 27853, Staphylococcus aureus

29213 para estandarizar las MICs mediante el método de microdilucion en caldo

con sus respectivos puntos de corte y los datos de EUCAST sobre Haemophilus

influenzae también con sus puntos de corte para comparar los valores obtenidos

con nuestros datos de Brucella, como punto de referencia para nuestro ensayo,

debido a que no hay datos sobre sensibilidad o resistencia descritos oficialmente

para Brucella spp. (42, 43, 44).

Tabla 1. Puntos de corte obtenidos de la base de datos de EUCAST de las cepas de referencia.

Antimicrobianos Rifampicina Norfloxacino Aci,d_o Levofloxacino Ofloxacino Moxifloxacino Ciprofloxacino
Punto de corte de la MIC Ss R> Ss R> SnsalldIXIC;> Ss R> Ss R> Ss R> Ss R>
(mg/L)
Escherichia coli ATCC 0.5 1 NA NA 1 2 0.5 1 0.5 1 0.5 1
25922
Pseudomonas NA NA 1 2 0.5 1
aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus 0.06 0.5 NA NA NA NA 1 2 1 1 0.5 1 1 1
ATCC 29213
Haemophilus influenzae 1 1 NA NA 1 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Donde S <: sensible si el valor es menor o igual, R >: resistente si el valor es mayor al mostrado, NA= no aplicay -
significa que no se recomienda utilizar el antimicrobiano para el ensayo.
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En la tabla 1 se muestran los puntos de corte en mg/L obtenidos de la European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (EUCAST) donde se
observan los valores de sensibilidad S y resistencia R de las cepas ATCC
utilizadas como punto de referencia para este trabajo, un valor intermedio |, seria
si se encuentra entre el rango de sensiblidad y resistencia, por ejemplo : | 0.125

0.5;sielrangovade: S<0.06a R >0.5mg/L.

Tabla 2. Concentraciéon Minima Inhibitoria (mg/L) de las cepas de referencia donde observamos los valores
obtenidos al realizar la MIC por el método de microdilucién en caldo.

Antimicrobianos | Rifampicina | Norfloxacino Acido Levofloxacino | Ofloxacino | Moxifloxacino | Ciprofloxacino
nalidixico
Escherichia coli 1-2 - 8-16 - 1-2 - 1-2
ATCC 25922
Pseudomonas 64-128 2-8 128 - 2-4 - 2-4
aeruginosa
ATCC 27853
Staphylococcus - 2-4 2-4 0.5-1 0.5-1 0.5-1 2-4
aureus ATCC
29213

En la tabla 2 se observan los valores en mg/L obtenidos al realizar la MIC de las
cepas ATCC, E. coli 25922 mostré valores de 1-2 mg/L para CPX y OFX, para
NFX, MFX y LVX no se encontré crecimiento en ninguna dilucién, RIF y AN
mostraron valores de MIC resistentes, que sin embargo no son utilizados
regularmente para pruebas de sensibilidad en E. coli, P. aeruginosa 27853 mostré
para CPX una MIC de 2-4 mg/L, LVX y MFX no hubo datos, las MICs de RIF y AN
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se observan en la tabla 2, para S. aureus 29213 se observan MICs de 0.5-1 mg/L
en OFX, MFX y LVX, para CPX, AN y NFX de 2-4 mg/L, y en RIF no hubo datos,
algunos los valores obtenidos en nuestro ensayo son ligeramente superiores a los

reportados en EUCAST como se puede observaren las tablas 1y 2.

Tabla 3. Concentraciéon Minima Inhibitoria (mg/L) de cepas de Brucella de referencia.

Antimicrobianos | Rifampicina | Norfloxacino Acido Levofloxacino | Ciprofloxacino | Ofloxacino | Moxifloxacino
nalidixico
B. abortus 2308 1-2 0.5-1 64-128 0.5-1 0.5-1 0.5-1 0.5-1
B. abortus S19 1-2 0.5-1 64-128 0.5-1 0.5-1 0.5-1 0.5-1
B. abortus RB51 128 0.5-1 64-128 0.5-1 0.5-1 0.5-1 0.5-1
B. melitensis 16M 2-4 0.5-1 64-128 1-2 1-2 1-2 1-2
B. melitensis 0.5-1 0.5-1 64-128 1-2 1-2 1-2 1-2
Rev-1

B. melitensis 133 16-32 0.5-1 64-128 2-4 2-4 2-4 2-4
B. canis 666 4-8 0.5-1 128 1-2 1-2 1-2 1-2
B. suis 1330 (-) 0.5-1 64-128 0.5-1 0.5-1 0.5-1 0.5-1

Las MICs obtenidas para las cepas de referencia de Brucella muestran valores
ligeramente superiores al compararlos con los datos obtenidos de EUCAST. Al
comparar con las MICs de las cepas de referencia de E. coli 25922, P. aeruginosa
27853 y S. aureus 29213, los valores son muy similares aunque la especie

bacteriana no sea la misma.
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Tabla 4. Concentracién Minima Inhibitoria (mg/L) de los aislamientos de origen humano.

Antimicrobianos Rifampicina | Norfloxacino Acido Levofloxacino | Ciprofloxacino Moxifloxacino Ofloxacino
nalidixico
B. melitensis
1H 4-8 4-8 64-128 0.5-2 0.5-1 1-2 1-2
2H 4-8 4-8 64-128 0.5-4 0.5-1 1-2 1-2
3H 4-8 8-16 64-128 0.25-4 0.5-1 1-2 1-2
4H 4-16 4-8 64-128 0.25-4 0.5-1 2-4 1-2
5H 4-8 4-8 64-128 0.25-4 1-2 1-2 1-2
6H 4-16 4-8 64-128 0.25-4 0.5-1 1-2 1-2
7H 4-16 4-8 64-128 0.25-4 1-2 2-4 0.5-1
8H 4-16 4-8 64-128 0.25-4 1-2 2-4 2-4
9H 4-8 4-8 64-128 0.25-4 0.5-1 2-4 1-2
10H 4-8 0.5-4 64-128 0.25-4 2-4 0.5-1 2-4
11H 2-4 4-8 64-128 0.25-4 1-2 0.5-1 2-4
12H 2-8 4-8 64-128 0.25-4 2-4 1-2 2-4
13H 4-8 4-8 64-128 0.5-4 2-4 0.5-1 1-2
14H 2-8 4-8 64-128 0.5-4 0.12-0.25 1-2 1-2
15H 64-128 4-8 64-128 0.5-4 2-4 8-16 8-16
16H 64-128 4-8 16-64 0.25-4 2-4 2-4 1-2

Debido a que no existen puntos de corte reportados oficialmente para Brucella
spp. se compararon los resultados obtenidos con los valores de las cepas de
referencia de Brucella y con los datos de las cepas ATCC de E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus y Haemophilus Influenzae. En la tabla 3 se observan las
MICs para los aislamientos de origen humano en mg/L; los valores de MIC
resistentes se observan en AN (Brucella spp. es resistente a este antibiotico)
donde las muestras 1H a 15H presentan una MIC de 64-128mg/L, con excepcidn
de 16H con 16-64mg/L. Los aislamientos 1H a 14H mostraron MICs en un rango
de 2-16 mg/L, 15H y 16H mostraron MICs de 64-128 mg/L para RIF, por lo cual
estas dos ultimas se consideraron resistentes al antibidtico, para NFX las MICs de

todos los aislamientos estuvo en el rango de 4-8 mg/L con excepcién de 3H que
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fue de 8-16 mg/L y 10H de 0.5-4 mg/L. Todos los aislamientos humanos mostraron
MICs superiores a las observadas en la tabla 2 de las cepas ATCC de Brucella
con excepcion de 10H 0.5-4 mg/L, los aislamientos presentaron las MICs mas
bajas en CPX 0.12 a4 mg/L y LVX 0.25 a 4 mg/L, seguido del MFX 0.5 a 4 mg/L,
al comparar los valores con los de la tabla 2 observamos MICs ligeramente
superiores, el aislamiento 15H se consider¢ resistente a OFX y MFX con MICs de

8 a 16 mg/L para ambos antimicrobianos.

Tabla 5. Concentracion Minima Bactericida (mg/L) de aislamientos humanos.

Antimicrobianos Rifampicina | Norfloxacino Acido Levofloxacino | Ciprofloxacino | Moxifloxacino | Ofloxacino
nalidixico
B. melitensis
1H 8 8 128 2 1 2 2
2H 8 8 128 4 1 2 2
3H 8 16 128 4 1 2 2
4H 16 8 128 4 1 4 2
5H 8 8 128 4 2 2 2
6H 16 8 128 4 1 2 2
7H 16 8 128 4 2 4 1
8H 16 8 128 4 2 4 4
9H 8 8 128 4 1 4 2
10H 8 4 128 4 4 1 4
11H 4 8 128 4 2 1 4
12H 8 8 128 4 4 2 4
13H 8 8 128 4 4 1 2
14H 8 8 128 4 0.25 2 2
15H 128 8 128 (-) 4 16 16
16H 128 8 64 4 4 4 2

La concentracién minima bactericida (MBC) mas elevada fue observada en RIF y
NFX, donde los aislamientos 15H y 16H fueron resistentes a rifampicina, 15H
presentdé MBC mas alta para MFX y OFX respecto a los demas aislamientos
humanos. El AN solo se utilizd para evidenciar la resistencia de Brucella spp. a

este quimioterapéutico, del cual se derivan las quinolonas.
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Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria (mg/L) de aislamientos de origen animal, en esta tabla se observa baja
sensibilidad a rifampicina en 1A, 4A, 5A, 6A, 7A, 8A principalmente.

Antimicrobianos | Rifampicina | Norfloxacino Acido Levofloxacino | Ciprofloxacino | Moxifloxacino | Ofloxacino
nalidixico
B. abortus

1A 8-16 4-8 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 2-4
2A 4-8 4-8 16-32 0.06-0.12 2-4 1-2 2-4
3A 4-8 8-16 16-32 0.06-0.12 1-2 0.5-1 1-2
4A 8-16 4-8 16-32 0.06-0.12 2-4 2-4 2-4
5A 16-32 4-8 16-32 0.06-0.12 2-4 2-4 2-4
6A 8-16 4-8 16-32 0.06-0.12 2-4 2-4 2-4
7A 16-32 4-8 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 2-4
8A 16-32 4-8 16-32 0.06-0.12 2-4 1-2 2-4
9A 2-4 2-4 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 1-2
10A 2-4 2-4 8-16 0.06-0.12 1-2 0.5-1 0.5-1
11A 1-4 4-8 16-32 0.06-0.12 1-2 8-16 4-8
12A 4-8 1-2 32-64 0.06-0.12 1-2 2-4 4-8
13A 0.25-0.5 4-8 16-32 0.06-0.12 1-2 2-4 4-8
14A 2-4 0.5-8 16-32 0.06-0.12 2-4 8-16 4-8
15A 4-8 0.5-8 16-32 0.06-0.12 2-4 0.5-1 4-8
16A 4-8 0.5-8 16-32 0.06-0.12 1-2 2-4 2-4
17A 4-8 0.5-8 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 1-2
18A 4-8 1-4 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 1-2
19A 4-8 0.5-1 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 1-2
20A 4-8 1-2 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 1-2
21A 2-4 4-8 16-32 0.06-0.12 1-2 1-2 1-2
22A 0.25-2 32-64 32-64 0.25-0.5 1-2 1-2 1-2

Segun las MICs observadas en las cepas ATCC de Brucella spp. y lo descrito por
Merino et al. en 2004 (46), los aislamientos de B. abortus de origen animal 1A, 4A
y 6A mostraron MICs que se consideraron resistentes de 8-16 mg/L, 5A, 7A 'y 8A
de 16-32 mg/L para RIF, 3A mostré una MIC de 8-16 mg/L, 22A de 32-64 mg/L
para NFX, para MFX hubo dos aislamientos con MICs resistentes: 11A y 14A con
8-16 mg/L, LVX seguido de CPX mostraron las MICs mas susceptibles y OFX
mostré MICs sensibles, con excepcion de 11A, 12A, 13A, 14A y 15A que fue de 4-

8 mg/L.
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Tabla 7. Concentracién minima bactericida (mg/L) de aislamientos de origen animal donde 1A, 4A, 5A, 6A, 7A, 8A,
presentaron sensibilidad intermedia a RIF, 3A y 22A mostraron resistencia a CPX, 11A y 14A también presentaron
MBCs altas para MFX.

Antimicrobianos | Rifampicina | Norfloxacino Acido Levofloxacino | Ciprofloxacino | Moxifloxacino | Ofloxacino
nalidixico
B. abortus
1A 16 8 32 0.12 2 2 4
2A 8 8 32 0.12 4 2 4
3A 8 16 32 0.12 2 1 2
4A 16 8 32 0.12 4 4 4
5A 32 8 32 0.12 4 4 4
6A 16 8 32 0.12 4 4 4
7A 32 8 32 0.12 2 2 4
8A 32 8 32 0.12 4 2 4
9A 4 4 32 0.12 2 2 2
10A 4 4 16 0.12 2 1 1
11A 4 8 32 0.12 2 16 8
12A 8 8 64 0.12 2 4 8
13A 0.5 8 32 0.12 2 4 8
14A 4 8 32 0.12 4 16 8
15A 8 8 32 0.12 4 1 8
16A 8 8 32 0.12 2 4 4
17A 8 8 32 0.12 2 2 2
18A 8 8 32 0.12 2 2 2
19A 8 8 32 0.12 2 2 2
20A 8 4 32 0.12 2 2 2
21A 4 8 32 0.12 2 2 2
22A 2 64 64 0.5 2 2 2

Las MBCs mas elevadas se observan en los aislamientos 1A, 4A, 5A, 6A, 7A 'y 8A
de 16-32 mg/L para RIF, 3A y 22A presentaron MBC de 16 y 64 mg/L
respectivamente, 11A y 14A de 16 mg/L para MFX, 11A, 12A, 13A, 14A y 15A
mostraron MBC de 8 mg/L para OFX, LVX y CPX presentaron MBCs mas
sensibles.

No se encontraron correlaciones entre las mutaciones de Brucella melitensis y B.
abortus encontradas en algunas secuencias humanas y animales, y los valores
elevados de MICs tanto para la rifampicina, como para las fluoroquinolonas

utilizadas en este estudio.
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DISCUSION

Las infecciones en humanos causadas por Brucella spp. se tratan generalmente
con una combinacion de doxiciclina mas aminoglucosidos como estreptomicina o
gentamicina y doxiciclina mas rifampicina (1, 2, 4, 18), aunque en México se utiliza
mas el cotrimoxazol y la rifampicina, se utiliza también tetraciclina y doxiciclina (1).
Las quinolonas han sido utilizadas como tratamiento alternativo debido a su
capacidad de penetrar a las células; sin embargo, en ambos casos se presentan
altos indices de recaidas a pesar de que Brucella es susceptible a la mayoria de
los antimicrobianos in vitro (32, 33), sin embargo, en nuestro pais el uso
inadecuado y la prescripcion erronea de los quimioterapéuticos puede jugar un
papel importante en las recidivas de la brucelosis (1). Se han realizado trabajos
para desarrollar mutantes de B. abortus y B. melitensis resistentes a las
quinolonas (32, 33), y se han realizado estudios para determinar las bases
genéticas de la resistencia a rifampicina (35), asi como monitoreos moleculares en
poblaciones con brucelosis clinica causada por B. melitensis con el objetivo de
estudiar si se presentan mutaciones en Brucella spp. que generen resistencia a los
antimicrobianos empleados en su tratamiento (31), cabe mencionar que en
nuestro pais actualmente no se realizan monitoreos de rutina ni aislamientos
bacteriolégicos (1). Las regiones QRDRs (Quinolone Resistance Determining
Regions) de gyrA, gyrB, parC, parE, han sido estudiadas ampliamente en
patdbgenos como E. coli, donde se han determinado mutaciones puntuales que

permiten la resistencia a quinolonas, asi mismo en la regién central y terminal de
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rpoB, se han encontrado mutaciones que determinan fenotipos de Brucella

resistentes a rifampicina (32, 33, 35, 39, 40, 45).

Los genes gyrA y gyrB codifican para la enzima tetramérica ADN girasa; existen
estudios previos que han reportado la presencia de mutaciones en la regiones
denominadas QRDRs de estos genes, que dan como resultado la resistencia a
fluoroquinolonas; parC y parE codifican para la topoisomerasa 1V, las cuales son el
objetivo principal donde actuan estos farmacos. La zona GyrA QRDR, donde
actuan principalmente las quinolonas en bacterias Gram negativas, se ubica entre
los aminoacidos alanina 67 a glutamina 106 (Ala67-GIn106) (31, 32, 33, 39, 40,

45, 46).

Se han desarrollado in vitro cepas de Brucella resistentes a las quinolonas con el
fin de localizar los sitios donde se presentan las mutaciones y el cambio de
aminoacidos permitiendo asociar la presencia de la mutacion con el fenotipo
resistente. Estos aminoacidos involucrados en la resistencia al farmaco son Ala67,
Gly81, Asp87 y GIn106 segun el sistema de numeracién de E. coli. El residuo
Ala67 de Brucella correspondiente al Ser83 de E. coli se ha correlacionado con
niveles bajos de resistencia a fluoroquinolonas debido a que la mutacion Ser83Ala
incrementa las MICs de fluoroquinolonas en E. coli (32, 33); en el presente trabajo
encontramos que las secuencias de aminoacidos de GyrA de los aislamientos de
B. abortus de origen animal no mostraron cambios respecto a la cepa de B.
melitensis 16M y B. abortus 2308 susceptibles, sin embargo, en las secuencias de
origen humano se encontraron sustituciones de aminoacidos en la muestra 1H en

las posiciones: Ala103Ser (119 de E. coli), Cys109Ser y Arg110Gly
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(correspondientes a 125 y 126 de E. coli); en la secuencias de las cepas 6H y 8H
hubo cambios en: GIn90Leu y GIn90His (equivalente al 106 de E. coli), en el cual
se han reportado mutaciones en la posicion GIn106Arg/His, descritas por Ruiz et
al. 2003 (47) en cepas de E. coli resistentes a las quinolonas; también se
encontraron mutaciones en los aislamientos 7H y 14H en la posicion: Ser81Thr, y
en la muestra 9H en la posicidn: Ser81Ala ( correspondiente a 97 de E. coli); hubo
cambios en 14H en la posicion: Met104lle y Thr107Ser (corresponden a 120 y 123
de E. coli), en la secuencia de la cepa hubo sustituciones 15H en las posiciones:
Tyrd7Leu, Arg48Pro, Lys49GIn, Val54Leu, Gly55Val, Arg56Glu, Val57Phe,
Met58Trp correspondientes a (63, 64, 65, 70, 71, 72, 73 y 74 de la numeracién de
E. coli); Ravanel et al. 2009 (32) reportan en un estudio desarrollado in vitro, una
Unica sustitucion en la posicion Ala67Val (83 en el sistema numérico de E. coli) en
cinco mutantes de Brucella melitensis 16M resistentes al MFX con una MIC de 32
mg/L, tres mutantes con MIC de 16 mg/L no presentaron mutaciones dentro de los
genes de la topoisomerasa Il (gyrA, gyrB, parC y parE), aunque todas fueron
resistentes al MFX y a otras fluoroquinolonas en forma variable; de forma
interesante, en nuestro trabajo encontramos en el aislamiento 15H una MIC de 8-
16 mg/L para MFX y OFX aunque dicha secuencia presentd varias sustituciones,
ninguna corresponde a lo reportado en trabajos anteriores; las secuencias 11A y
14A tuvieron MICs de 8-16 mg/L para MFX aunque sin mostrar sustituciones en
GyrA,; por otra parte Turkmani et al. 2008 (33) desarrollaron mutantes resistentes
al CPX y al OFX con una resistencia cruzada variable hacia otras
fluoroquinolonas, las mutantes que obtuvieron mostraron MICs que van desde 8

pg/mL hasta 64 ug/mL respecto a las cepas parentales que presentaron una MIC
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de 0.5ug/mL. Al secuenciar las zonas QRDRs de gyrA y parC, unicamente
encontraron mutaciones dentro de gyrA en las posicion Asp91Tyr/Asn y Ala87Val
(correspondientes a las posiciones 87 y 83 de E. coli), sin embargo, una cepa
mutante y resistente no presentd ninguna sustitucion dentro de la zona QRDR,;
Lazaro et al 2009 (48) encontré una sustitucion en Ala71Ser (67 en E. coli) y una
insercion en Ala340 en cepas mutantes ATCC 23457 de B. melitensis biovar 2
resistentes a CPX con MICs de 2-32 mg/L, los autores sugieren un mecanismo de
eflujo debido al incremento de las MICs en cada paso del ensayo, Valdezate et al.
2010 estudiaron 62 aislamientos de B. melitensis de origen humano en Espafia, en
los cuales no encontraron mutaciones en las QRDRs de los genes gyrA, gyrB,
parC y parE de las 62 muestras clinicas, salvo una sustitucion en Val264Ala fuera
de QRDR de gyrA (con una MIC de 0.25-0.50 mg/L), en nuestro trabajo sélo se
observaron cambios en GyrA, consistentemente con lo que ha sido reportado en

trabajos previos (32, 33).

La resistencia a rifampicina generada por mutaciones en el gen rpoB que codifica
para la RNA polimerasa ha sido descrita en trabajos anteriores; Marianelli et al.
2004 (35), ahondaron en las bases genéticas de la resistencia a rifampicina en
Brucella spp. donde identificaron las mutaciones asociadas con el fenotipo rugoso
y resistente a rifampicina de la cepa vacunal de B. abortus RB51 y 20 clonas
resistentes que desarrollaron a partir de dos aislamientos de B. melitensis
sensibles a rifampicina, al suplementar el medio de cultivo de la bacteria con
concentraciones crecientes del antibidético hasta obtener cepas estables y

resistentes, para posteriormente identificar las mutaciones presentes relacionadas
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a este fenotipo. La posicién del aminoacido afectado para la cepa vacunal RB51
es Asp526Tyr y para las clonas mutantes son: Asp526Tyr/Asn/Gly, His536Leu/Tyr,
Arg539Ser, Serb41Leu y Pro574Leu, en la llamada region caliente de la zona
central del gen rpoB; en la regién final del gen rpoB solo se encontré una
sustitucion en Val154Phe (35); en nuestro trabajo encontramos dentro de RpoB1
region final, cambios en la muestra 19A en la posicion Met132Leu y 22A en la
posicion Thr139Ala las cuales no corresponden a lo descrito en trabajos
anteriores; las secuencias restantes tanto de origen animal como humano no
presentaron ninguna mutacién siendo idénticas a las cepa de referencia de B.
melitensis 16M. En la regidn central de RpoB2, todas las secuencias de Brucella
melitensis y abortus tanto humanas como animales fueron idénticas a las cepas de
referencia de B. abortus y B. melitensis con excepcion de la muestra 2A en la que
se encontraron varias sustituciones en las posiciones: GIn523Ala, Phe524Val,
Asp526Gly, GIn527pro y Thr528Asp; de manera interesante, la mutacion
encontrada en la posicidon Asp526Gly, ha sido reportada previamente por
Marianelli et al. 2004 en una cepa mutante, desarrollada in vitro, denominada CT-

19 de fenotipo rugoso y resistente a rifampicina (35).

En lo que respecta a la susceptibilidad de Brucella spp. a los antimicrobianos
utilizados para el tratamiento de la enfermedad en humanos, un trabajo realizado
en nuestro pais por Lopez-Merino et al. 2004 (49) que analizé la susceptibilidad in
vitro de aislamientos de Brucella de diversas fuentes, encontré MICs para CPX 'y
MFX de 0.25-0.5 ug/ml; en el presente trabajo encontramos MICs de 0.5 a 4 mg/L

(0.5-4 pg/ml) para CPX; en el caso del MFX obtuvimos MICs de 0.5-16 mg/L (0.5-
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16 pg/ml), valores superiores a los reportados por Lopez-Merino et al. 2004 (49);
los aislamientos 15H, 11A 'y 14A, mostraron MICs de 8-16 mg/L (8-16 pg/ml) para
MFX, similar las MICs mostradas de 4-32 ug/ml por Turkmani et al. 2008 (33), y de
16-32 pg/ml obtenidos por Ravanel et al. 2009 (32) a partir de las mutantes
resistentes a quinolonas que ambos autores desarrollaron in vitro; por otra parte,
de nuestros tres aislamientos, sélo la muestra 15H presenté cambios en GyrA,
aunque éstas sustituciones no se han reportado en trabajos anteriores, se
encuentran dentro de la zona QRDR. En otros trabajos como el de Safi et al. (50)
2012 en Siria se reportan MICs para ciprofloxacino de 0.07-6.25 pg/ml, y para
MFX de 1.5-100 ug/ml dependiendo de la regidn geografica de dicho pais. Las
MICs encontradas en 2013 en Turquia fueron para ciprofloxacino de 0.19 ug/ml y
para rifampicina de 1 ug/ml; Turkmani et al. (33) 2008 reportan en Grecia en 2006
MICs para ciprofloxacino de 0.016 a 0.75 mg/L, para norfloxacino de 0.125-4 mg/L,
levofloxacino 0.064-0.75 mg/L y rifampicina 0.094-1.5 mg/L; Maves et al. 2011(51)
reporta MICs para ciprofloxacino de 0.094-0.25ug/ml en Peru; en el caso de la
rifampicina, en nuestro trabajo determinamos un rango de MICs de 0.25-128 mg/L
(0.25-128 ug/ml), donde dos aislamientos de B. melitensis de humano 15H y 16H
mostraron MICs de 64-128 mg/L (64-128 ug/ml), contrastando con el trabajo de
Lopez-Merino et al. 2004 donde obtuvieron MICs para RIF de 0.25 a 4 ug/ml (49);
Safi et al. 2012 (50) reportan MICs para RIF de 25-50 pg/ml en aislamientos de B.
melitensis y B. abortus obtenidos de animales; un trabajo de Ziya et al. 2013 (52)
en Turquia del 2013 encontré6 una resistencia a rifampicina del 9.7% en 41
aislamientos de B. melitensis obtenidos de borregos infectados en forma natural;

Marianelli et al. 2007 (53) en Sicilia 2007, describen MICs de 0.75-2 ug/ml para
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rifampicina y 0.094-0.5 pg/ml para CPX en aislamientos humanos de B. melitensis.
En el caso de la MBC un trabajo Rolain et al. 2000 (54) describe para
ciprofloxacino MBCs de >16 mg/L y para rifampicina de >32 mg/L para la cepa
ATCC de B. abortus S19; en nuestro trabajo obtuvimos MBCs con un rango de 8-
128 mg/L para RIF donde dos aislamientos de B. melitensis de humanos 15H y 16
H mostraron MBCs de 128 mg/L mostrando resistencia a este antibiotico; las
muestras 4H, 6H, 7H y 8H mostraron MBCs de 16 mg/L; tres de los aislamientos
de B. abortus de animales: 1A, 4A y 6A mostraron MBCs de 16 mg/L, 5A, 7A'y 8A
presentaron MBCs de 32 mg/L para RIF; en el caso de la MBC para CPX de todos
nuestros aislamientos se observo un rango de 1-4 mg/L siendo menor al descrito

por Rolain et al. 2000 (54).

Los distintos valores de MICs y MBCs observados en trabajos de diferentes
partes del mundo indican que existe una susceptibilidad variable de Brucella spp.
en funcién de su origen geografico y también quiza ser debido a los diferentes
métodos empleados (E-test, dilucion en caldo, microdilucién en caldo, dilucion en
agar) en los estudios para determinar la MICs que pueden variar hasta 4 veces
con valores tanto superiores como inferiores. (1, 31, 32 ,33, 35, 42, 43, 47, 48 49,

50, 51, 52, 53, 54).

Los datos obtenidos en este trabajo muestran que las mutaciones en gyrA de los
aislamientos humanos pudieran influir en parte a la resistencia de B. melitensis a
las fluoroquinolonas evaluadas en este estudio. No todas las secuencias
presentaron mutaciones y aun asi las cepas presentaron valores de MICs

considerados resistentes a estos antimicrobianos, principalmente al NFX que
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mostro ser el menos eficaz para Brucella con valores de MICs entre 0.5-64 mgl/L,
tanto para las muestras animales como humanas. Estos resultados sugieren que
quiza exista la intervencion de otros factores descritos previamente, que incluyen
las mutaciones en las QRDRs de gyrA principalmente, gyrB, parC, parE, rpoB
region central y final, sobrexpresion de bombas de eflujo y otros, como la
naturaleza intracelular de la bacteria, que influyen en la resistencia o
susceptibilidad de Brucella, la cual, también varia su susceptibilidad segun su
origen geografico, asi como las fallas en el tratamiento de la enfermedad en

humanos (1, 32, 33, 38, 39 ,40, 45, 46).

Son necesarios los monitoreos bacterioldgicos y moleculares constantes tanto de
la poblacion afectada como de los animales para poder obtener valores precisos
de MIC y MBC para este patdégeno ya que los datos en nuestro pais son escasos;
es de gran importancia obtenerlos para la implementacion de tratamientos
eficaces y para evitar la seleccion de cepas resistentes por el uso inapropiado de
antimicrobianos; debido a que no existen puntos de corte para Brucella spp. ni
ensayos de MICs estandarizados reviste gran importancia el desarrollo de los
mismos para tener valores de referencia precisos en cuanto a sensibilidad o
resistencia de la bacteria ya que al comparar nuestros resultados con los MICs de
referencia de otros géneros bacterianos (E. coli, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas o Haemophilus), el resultado es poco fiable.
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CONCLUSIONES

Es el primer trabajo realizado en México que incluye el estudio a nivel
molecular de los genes gyrA, gyrB, parC, parE y rpoB1 region central y
rpoB2 region final, utilizando la PCR y secuenciacion para la deteccion y
asociacion de mutaciones a resistencia a antimicrobianos de Brucella
melitensis y abortus de diversos origenes, junto con los ensayos de MICs
para rifampicina RIF y fluoroquinolonas: CPX, OFX, MFX, LVX y NFX,
utilizados en el tratamiento de la enfermedad en humanos.

Se detectaron mutaciones silenciosas en la region QRDR del gen gyrA en
los aislamientos 1H, 6H, 7H, 8H, 14H y 15H de origen humano; en el gen
rpoB1l en las secuencias 19A y 22A de origen animal, y en el gen rpoB2 en
la secuencia 2A de origen animal se encontraron mutaciones en las
posiciones: GIn523Ala, Phe524Val, Asp526Gly, GIn527pro y Thr528Asp. La
mutacién no sinénima en la posicién 526 ha sido reportada en una cepa
resistente a RIF desarrollada in vitro.

Aunque no era uno de los objetivos de este trabajo, se determinaron las
MBCs de las cepas de referencia y los aislamientos de Brucella, siendo el
primer reporte con este dato en nuestro pais.

Segun los datos obtenidos de MICs y MBCs a partir de este trabajo, las
fluoroquinolonas mas eficaces contra B. melitensis y B. abortus fueron LVX
seguido de CPX; MFX y OFX mostraron valores intermedios y NFX mostré
las MICs y MBCs mas altas, siendo poco recomendable su uso en el

tratamiento; las MICs y MBCs obtenidas para RIF muestran valores de
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resistencia en algunos casos por lo que no se recomienda su utilizacion
como terapia unica.

Los datos obtenidos de la secuenciacién y los MICs no permitieron asociar
del todo las mutaciones encontradas en gyrA y rpoB con resistencia a
fluoroquinolonas y rifampicina en aislamientos de Brucella de origen
humano y animal ya que, aunque no todos los aislamientos presentaron
mutaciones, si mostraron resistencia a estos antimicrobianos, por lo que
otros factores como las bombas de eflujo o el posible tratamiento previo o
ineficaz de las personas pudieran jugar un papel clave en esta
susceptibilidad variable.

El uso de fluoroquinolonas o rifampicina como terapia unica de pacientes
con brucelosis no deberia utilizarse debido a la posibilidad de provocar
recaidas y seleccionar bacterias resistentes.

Aun es recomendable la utilizacion de la tetraciclina mas estreptomicina o
rifampicina y cotrimoxazol para el tratamiento de primera linea contra la

brucelosis.
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