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Resumen 

Debido a la capacidad de Brucella spp. para sobrevivir en productos alimenticios, 

e infectar al humano, es indispensable conocer su comportamiento en los mismos. 

Se ha sugerido que los lípidos de ornitina (OL´s) y el ácido graso de ciclopropano 

(CFA), presentes en la membrana externa de Brucella abortus, le confieren la 

capacidad de sobrevivencia en medios hostiles. Por ello es necesario conocer más 

detalles del efecto de la inactivación de los genes, responsables de la producción 

de CFA y OL´s,  en la sobrevivencia de la bacteria en leche cruda de vaca. El 

objetivo del trabajo fue comparar  la sobrevivencia de la cepa parental de B. 

abortus 2308, con las mutantes ∆cfa  y ∆olsB, en leche cruda de vaca conservada 

a 4° C y 24° C  durante 7 días. Se utilizó leche cruda de vaca homogeneizada de 

un  establo libre de brucelosis, cada cepa de B. abortus: 2308, ∆cfa  y ∆olsB, fue 

inoculada en 10 ml de leche cruda de vaca a una concentración de  5 x 10 9 

UFC/mL.  Diariamente se realizó el conteo de  UFC/mL en placas de agar TSA, se 

midió el pH y la actividad de agua (aw). Los experimentos se realizaron por 

triplicado con tres repeticiones independientes; los datos fueron analizados 

mediante la prueba “T  de student” utilizando el programa Graph Pad Prism 

versión 5.00 para Windows. En la leche conservada a 4°C no se encontraron 

diferencias significativas (p ≥ .05) entre la sobrevivencia de la cepa 2308 y las 

mutantes ∆cfa  y ∆olsB. En la leche conservada a 24°C se observó un descenso 

drástico de los valores de pH  a partir del segundo día del experimento, lo que 

puso de manifiesto la diferencia existente entre la cepa parental y las mutantes (p 

≤ .05)  tanto en tiempo, como en número de UFC/mL. La cepa parental sobrevivió 
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hasta el quinto día; mientras que las cepas mutantes solo se aislaron hasta el 

cuarto día del experimento. Cabe destacar que la mayor diferencia se presentó 

entre la cepa parental y la mutante ∆cfa. Los genes que permiten la expresión de 

ácidos grasos de ciclopropano y lípidos de ornitina le confieren a B. abortus mayor 

resistencia ante medios extracelulares con pH acido. 

Palabras clave: Brucella abortus, gen cfa, gen olsB, leche cruda. 
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1. Introducción 

1.1. Antecedentes  

La brucelosis es una zoonosis ampliamente distribuida a nivel mundial 

especialmente en los países en desarrollo (Acha, 2001, Luna, 2002). Esta 

enfermedad provoca grandes pérdidas económicas en la ganadería, pero sobre 

todo, afecta a la salud humana provocando una disminución en la calidad de vida 

(Falenski, 2011; Luna, 2002).  

Brucella es un cocobacilo Gram negativo, no móvil, no esporulado, no 

fermentador, de crecimiento lento y que no posee cápsula. A diferencia de muchas 

otras bacterias, su genoma está constituido por dos cromosomas circulares y 

carece de plásmidos. Tienen un metabolismo oxidativo, basado en la utilización de 

nitratos como aceptores de electrones. Son catalasa y oxidasa positivos, no 

degrada la gelatina y en general no fermentan los azúcares (Bargen, 2012; Castro 

et al, 2005; Díaz, 2001). 

La organización microscópica de Brucella spp., es semejante a la estructura 

clásica de las bacterias Gram negativas. La membrana citoplásmática consiste de 

una bicapa de fosfolípidos y proteínas de diversos tipos. Entre la membrana 

citoplasmática y la membrana externa, se encuentra el espacio periplásmico y la 

capa de peptidoglucano (Vega, 2006).  

El lipopolisacárido (LPS) liso que cubre a la bacteria, las proteínas involucradas en 

la señalización, la regulación de genes y la transposición trans-membranal  son, 
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entre otros, factores que pueden estar involucrados en la virulencia de Brucella 

spp (Falenski, 2011). 

El desarrollo de la enfermedad en humanos depende, en gran medida de la 

presencia de reservorios animales y de la tasa de infección por brucelosis en el 

ganado (Falenski, 2011; C. Rosenfeld, 2007; WHO, 1997). Méndez et. al., en 2007 

mencionaron que los factores predisponentes para contraer brucelosis son: el 

número de bacterias eliminadas por el animal infectado luego del parto o del 

aborto; el tiempo de sobrevivencia de las bacterias bajo las condiciones 

ambientales existentes; y la probabilidad de que un animal susceptible se exponga 

a una cantidad suficiente de bacterias para que se de la infección. Brucella no 

posee factores de virulencia clásicos como las toxinas, fimbrias y capsula (Vega, 

2006; Castro, 2005); la bacteria puede entrar al hospedero a través de la ingestión 

o inhalación, por vía conjuntival o por abrasiones en la piel (Bargen, 2012;  Castro, 

2005); posteriormente es fagocitada  por polimorfonucleares (PMN) y por 

monocitos, sobreviviendo intracelularmente, es así como evade los mecanismos 

de defensa celulares y humorales, ya que es secuestrada dentro de la células en 

el retículo endoplásmico; esto se logra a través de la alteración del tráfico 

intracelular para evitar la degradación y muerte en los lisosomas, también modula 

el ambiente intracelular para permitir la sobrevivencia y replicación  por un largo 

periodo de tiempo (Bargen, 2012; Franco, 2007). De esta manera se asegura de 

un mecanismo de transporte dentro de los fagocitos, cuando destruye a sus 

células trasportadoras produce bacteriemias características que definen el cuadro 

clínico (Baquero, 2007; Cevallos, 2010). 
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B. abortus tiene la capacidad de sobrevivir fuera del hospedero por periodos de 

tiempo que van de 1 a 110 días dependiendo del sustrato (Bargen, 2012; Vega, 

2006). Esta característica le confiere una mayor capacidad para infectar tanto a 

humanos como animales. 

Los factores que influyen en la presencia y en la sobrevivencia de Brucella spp., 

en leche son: la temperatura de almacenamiento, la producción de ácido por los 

cultivos iniciadores, la disponibilidad de agua (aw), el número de microorganismos, 

entre otros (Doyle, 2001; ICMSF, 1998). De esta manera B. abortus puede 

sobrevivir por 42 días  en crema a 4°C, 30 días  en yogurt, en leche cruda de vaca 

a 8°C entre 3 y 4 días y en agua hasta 53 días (Falenski, 2011); Méndez en 2007, 

reportó que al final de la elaboración de quesos, de tipo fresco panela y 

semimadurado, la sobrevivencia de B. melitensis se observó durante 15 días de 

maduración. 

El tiempo de sobrevivencia de los microorganismos en medios extracelulares 

depende en gran medida de la adaptación de la membrana a medios hostiles 

(Loffhagen, 2007; Pucci, 2006; Muñoz, 2004; Poolman, 2002).  Esto se logra 

mediante ajustes de fluidez para compensar efectos de cambios térmicos, pH 

bajos, elevada osmolaridad y desecación debido a la capacidad para alterar la 

composición de la membrana (Loffhagen, 2007; Pucci, 2006). 
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1.2.  Temperatura  

La temperatura es uno de los principales factores extrínsecos que influyen sobre el 

crecimento microbiano (Doyle, 2001). Durante el crecimiento en un entorno frío es 

importante la adaptación homeoviscosa, la cual permite a las células mantener la 

fluidez de sus membranas a bajas temperaturas, ya que al disminuir la 

temperatura la célula incrementa la síntesis de ácidos grasos mono-insaturados y 

di-insaturados (Moreno, 2014; Doyle, 2001; Zaritsky, 1985).  Los plegamientos 

causados por los dobles enlaces previenen el empaquetamiento de los ácidos 

grasos en una estructura cristalina (Doyle, 2001).  

1.3.  pH  

Cada microorganismo tiene un pH mínimo, óptimo y máximo, el cual va en función 

de su crecimiento. El pH óptimo para el crecimiento bacteriano tiene valores 

cercanos a la neutralidad, aunque existen algunas bacterias acidificantes que son 

estimuladas por un ligero grado de acidez, mientras que otras como las 

proteolíticas pueden crecer en medios con pH alcalinos (Chongde, 2012; Frazier, 

2011; Doyle, 2001).  

Frazier, en 2011 menciona  que, en un medio con escasa capacidad 

amortiguadora se presenta un descenso del pH con producción de ácido por parte 

de las bacterias lácticas. Esta propiedad favorece la eliminación de 

microorganismos proteolíticos y pectoliticos de carácter competitivo. 

A pesar de que un ambiente estresante  tiene como resultado cambios en la 

organización, dinámica estructural y función de los lípidos de membrana, la 

integridad y fluidez de la membrana citoplasmática son factores claves en el 
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mantenimiento de la viabilidad de las bacterias y  de sus actividades metabólicas 

(Chongde Wu, 2012;  Zhang, 2008). 

Se ha reportado en Lactobacillus casei,  que cuando está en ambientes ácidos 

presenta una rigidez en la membrana  con un alto grado de desorganización 

(Chongde Wu, 2012). El estado de rigidez de la membrana puede reducir el efecto 

de fluidificación de ácido de esta manera se minimiza el efecto nocivo del mismo 

ácido previniendo su entrada. Chu- Ky et al (2005) mencionan que el estado de 

desorganización de la membrana es causado por la desnaturalización de 

proteínas lo que da como resultado una alta mortalidad. Frazier (2011) menciona 

que la protonación y desprotonación de los aminoácidos inducida por el pH puede 

modificar la estructura  secundaria o terciaria de las proteínas, alterando su 

función. Por lo tanto, el pH intracelular debe mantenerse siempre por encima del 

valor crítico al cual las proteínas intracelulares se desnaturalizan 

irreversiblemente. 

La respuesta de tolerancia acida (ATR) se desencadena a valores de pH externos. 

(Álvarez, 2014; Edelson, 2006). Este mecanismo es sensible a los inhibidores de 

la síntesis de proteínas. La ATR parece implicar  a la bomba de protones con 

actividad ATPasa  unida a la membrana, y mantiene el pH intracelular por encima 

de 5.0 a valores de pH extracelular tan bajos como 4.0,  la perdida de la actividad 

ATPasa originada por mutaciones que provocan la disrupción génica o por 

inhibidores metabólicos anula la ATR (Álvarez, 2014). 
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1.4.  Actividad de agua (aw)  

Los microorganismos tienen la necesidad absoluta de agua, ya que sin ésta no 

existe crecimiento. La cantidad precisa de agua para el desarrollo de distintos 

microorganismo es variable. Estos requerimientos de agua se deben expresar en 

términos de agua disponible o actividad de agua. La aw estará en equilibrio con la 

humedad relativa (HR) de la atmósfera que rodea al alimento y que es 100 veces 

superior si la humedad relativa se expresa como porcentaje. Cuando la HR en 

torno al alimento corresponde a una aw inferior a la del propio alimento, tendera a 

desecar su superficie, y a la inversa, cuando la HR es mayor que la Aw  del 

alimento, ésta tenderá a aumentar en la superficie de dicho alimento (Frazier, 

2011; Costas, 2010; Mortel, 2004). 

La reducción de la aw por un soluto depende de la concentración total de iones y 

moléculas disueltas, cada una de las cuales está rodeada de moléculas de agua 

más o menos firmemente ligadas. La aw varia con la temperatura, pero estas 

variaciones son ligeras en el rango de temperaturas que permiten el desarrollo 

microbiano. Las variaciones de temperatura son más importantes al aumentar la 

concentración de los solutos y de los efectos sobre la ionización. (Poolman, 2002) 

Los solutos como las sales o azúcares disueltos en agua originan una presión 

osmótica que tienda a sustraer agua de las células si la concentración de las 

sustancias disueltas es mayor en el exterior que aquellas en su interior. Si, por el 

contrario, la HR del aire es menor que aw  del alimento, este  perderá humedad en 

su superficie. Esta pérdida de humedad superficial causara la difusión del agua 
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desde del interior de alimento hacia su superficie, con lo que la humedad tiende a 

hacerse uniforme en todo el alimento. (Frazier, 2011; Poolman, 1998).  

La membrana citoplasmática de las bacterias es permeable al agua, pero también 

forma una barrera efectiva para la mayoría de los solutos presentes en el medio y 

los metabolitos presentes en el citoplasma. Una actividad baja de agua externa en 

condiciones hiperosmóticas, causa una rápida perdida de turgencia, en las 

bacterias gram (-), provocando que la membrana se retraiga de la pared celular. 

De igual manera, bajo condiciones hipoosmóticas  el volumen citoplasmático se 

incrementa. Para sobrevivir al estrés osmótico las células necesitan adaptarse 

mediante la acumulación especifica de solutos bajo condiciones hiper osmóticas y 

liberarlas bajo condiciones hiposmóticas. Tales solutos incluyen K+, glutamato, 

prolina, péptidos, carnitina, sacarosa, trealosa, tetrahidropirimidinas (Frazier, 2011; 

Méndez, 2007; Mortel, 2004). 

Las enzimas y otras macromoléculas también son sensibles a la aw. La mayoría 

de las células microbianas experimentan cambios en la actividad de agua 

extracelular, lo cual tiene consecuencias directas para la actividad de agua del 

citoplasma (Costas, 2010; Poolman, 2002). A raíz de un aumento en la actividad 

de agua externa, la difusión pasiva de agua incrementaría la turgencia y 

eventualmente la célula se lisaría si no hubiera mecanismos que contrarresten el 

estrés. De igual manera durante el aumento osmótico el agua saldrá de la célula, 

la turgencia decaerá y al final la célula será plasmólisada. Para mantener la 

turgencia dentro de un rango especifico y para proteger a las células de la lisis y la 

plasmólisis, los microorganismos ajustan las concentraciones osmóticas 
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intracelulares. Las bacterias Gram negativas y Gram positivas prefieren partículas  

covalentes tales como la glicina betaina, carnitina o ectoina como osmoprotectores 

(Mortel, 2004; Poolman, 2002). 

1.5.  Lípidos de ornitina  

Se ha sugerido que la abundancia de lípidos de ornitina (LO) favorece la 

resistencia ante medios extracelulares (Palacios, 2011). Estos LO pertenecen a 

una clase de aminoácidos acilados grasos que no contienen glicerol o fosfato; un 

LO estándar se compone de un residuo de ornitina y de un ácido graso 

amidificado a la ornitina, así como de un segundo ácido graso esterificado al ácido 

graso amidificado (Palacios,2011; Kawai, 2002). Los LO se han encontrado 

distribuidos en un gran número de bacterias Gram negativas y varias Gram 

positivas, existen diferentes proporciones de lípidos del total de la membrana, 

dependiendo de cada género bacteriano y su estadio de crecimiento (Zhang, 

2009; Minnikin, 1974). Esta proporción de LO puede ir del 2%, en bacterias que 

crecen bajo condiciones normales, a ser casi el único lípido polar presente bajo 

condiciones de crecimiento deficientes de fosfato, este es el caso de Psudomonas 

fluorescens, Rhodobacter sphaeroides y Sinorhizobium meliloti (Zhang, 2009). Los 

LO también han sido implicados en la tolerancia a  altas temperaturas y a medios 

ácidos en Burkholderia cepacia y Bordetella pertussis respectivamente. En B. 

pertussis  y Flavobacterium meningosepticum los LO han mostrado distintas 

funciones biológicas incluyendo hemoaglutinación y estimulación de macrófagos. 

En Rhodobacter capsulatus los LO son necesarios para el óptimo funcionamiento 

de citocromo tipo C (Zhang, 2009). En P. fluorescens el incremento de LO la hace 
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más resistente a la acción de la polimixina B indicando una relación entre estos 

aminolípidos y la resistencia a los péptidos bactericidas (Palacios, 2011; Zhang, 

2009). También se ha reportado que los LO en B. pertusssis, F. meningosepticum  

y Achromobacter xylosoxidans muestran efectos antagonistas sobre la 

endotoxicidad del LPS así como la actividad pro inflamatoria e inflamatoria 

(Palacios, 2011; Kato, 1997). 

Palacios en 2011, buscó en el genoma de B. abortus 2308 genes ortólogos  

involucrados en  la síntesis de LO en otras alfa-2 Proteobacterias. En 

Sinorhizobium meliloti,  la OlsB acila el grupo alfa amino ornitina con C18:0 (3-

HO). Palacios et al en 2011, encontraron que el ORF 1_0174 de B. abortus 

(BABolsB) codifica para una proteína con 55% de identidad y 66% de similitud con 

OlsB  de S. meliloti. Basados en estos datos construyeron la mutante de la cepa 

virulenta  B. abortus 2308 Nal R  (ahora conocida como BAB-Parental) carente de 

los aminoácidos consensos responsables de la actividad enzimática para la 

síntesis de LO . Para BABolsB, se removieron los aminoácidos 40 al 229, lo cual 

resultó en una proteína truncada de 107 aminoácidos (mutante BABΔolsB). El 

único lípido ninhidrina positivo generado por la mutante BABΔolsB fue 

fosfatidiletanolamina (PE). Cuando la mutante BABΔolsB fue complementada con 

el plásmido pLPI -6  (que llevaba BABolsB) la síntesis de lípidos de ornitina fue 

restaurada.  

1.6.  Ácidos grasos de ciclopropano 

Los ácidos grasos de ciclopropano (CFAs por su siglas en ingles Cyclopropane 

fatty acid) son el resultado de la modificación de las cadenas acil insaturadas 
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mediante la adición de un grupo metilo a dobles enlaces C-C. Esta reacción es 

llevada a cabo por las sintasas de CFAs que usan metionina adenocil-s (SAM) 

como donador de metileno (Palacios, 2012; Loffhagen, 2007, Poolman, 2002). 

Una gran variedad de bacterias inicia la ciclopropanacion de ácidos grasos 

después de entrar a la fase de crecimiento o al exponerse a pH bajo, baja tensión 

de oxígeno, limitados nutrientes, peróxido de hidrogeno, desecación y una fuerza 

iónica y/o osmolaridad elevadas (Palacios, 2012; Loffhagen, 2007; Grogan, 1997). 

El genoma de B. abortus 2308 contiene un ORF (BAB1_0476) descrito como 

codificador de una metiltransferasa o CFA sintasa. A pesar de que se identificaron 

varias metiltransferasas homologas en B. abortus, solo el ORF BAB1_0476 tiene 

una homología significativa con la sintasa de CFA (Palacios, 2012). Observaron  

también  el papel que jugaba el ácido lactobacilico (ácido graso de ciclopropano de 

cadena larga) en la virulencia de B. abortus. La mutante no demostró su 

atenuación en infecciones realizadas en macrófagos y en ratón (Palacios, 2012) lo 

que sugirió que los CFAs no son esenciales para B. abortus en su vida 

intracelular. Sin embargo, cuando la mutante fue puesta a prueba bajo condiciones  

de alta osmolaridad en agar y pH ácido; la mutante mostró una habilidad reducida 

para sobrevivir. Debido a que la síntesis de CFAs implica un alto gasto de energía 

(ATP) y Brucella spp., produce una gran cantidad de estos, se cree que la CFA 

sintasa ha sido conservada debido a su utilidad  para la sobrevivencia extracelular 

(Palacios, 2012). 

De esta manera se sabe que los lípidos de ornitina y ácidos grasos de 

ciclopropano son componentes de membrana externa en Brucella spp. y a pesar 
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de que se ha demostrado su importancia en otras bacterias (Palacios, 2012, 2011; 

Pucci, 2006; Kato, 1997) no han sido investigados en Brucella spp. 

2. Justificación  

Los mecanismos que intervienen en la sobrevivencia intracelular de Brucella han 

sido caracterizados, pero los procesos relacionados con la sobrevivencia 

extraceluar son desconocidos. Brucella es capaz de sobrevivir en lácteos, por lo 

que, el consumo de estos productos no sometidos a control sanitario constituye un 

riesgo para la transmisión de la bacteria.  

Trabajos recientes sugieren que los lípidos de ornitina, así como el ácido graso del 

ciclopropano de la membrana de B. abortus,  intervienen  en la sobrevivencia 

extracelular. Estos genes le confieren a B. abortus una mayor oportunidad de 

sobrevivir en un  ambiente extracelular y esto aumenta la posibilidad de entrar en 

contacto con el hospedero y así infectarlo.  

Conocer el  efecto de la inactivación de dichos genes en la sobrevivencia de la 

bacteria en la leche, contribuirá a dilucidar el efecto de los lípidos de ornitina, y del  

el ácido graso del ciclopropano en la sobrevivencia extracelular 

3. Hipótesis  

La inactivación de los genes olsB y cfa, afectan la sobrevivencia de B. abortus  

en la leche cruda de vaca. 

4. Objetivo general  
Determinar la sobrevivencia de las mutantes B. abortus olsB y cfa en leche 

cruda de vaca, comparándolas con la cepa parental de B. abortus 2308. 
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4.1. Objetivos específicos  

1. Determinar el efecto de la mutación de los genes olsB y cfa sobre la 

sobrevivencia de B. abortus, en leche cruda de vaca conservada a 4°C y 

24° C. 

2. Medir a diferentes tiempos el pH y actividad de agua (aw) de la leche cruda 

de vaca conservada a 4°C y 24°C.  

 

5. Material y métodos   
 

5.1. Leche de vaca 
Se utilizó leche cruda de vaca la cual se homogeneizó previamente. La leche se 

obtuvo del Centro de Enseñanza-Practica e investigación en Producción  y Salud 

Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad 

Nacional Autónoma de México (CEPIPSA-FMVZ-UNAM), ubicado en Av. Cruz 

Blanca Núm. 486, San Miguel Topilejo, Tlalpan.  Este establo posee constancia de 

hato libre de brucelosis. Se utilizaron recipientes estériles los cuales fueron 

transportados en un empaque térmico hasta el laboratorio, el tiempo utilizado para 

dicha actividad no excedió de una 1 hora.  

Una vez inoculada la leche con su respectiva cepa, el periodo de tiempo para 

realizar las diluciones no fue superior a 30 min para cada cepa.  

Cada uno de los experimentos comenzaron el mismo día de la semana en el 

mismo horario.   
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5.2. Recolección de los datos  

Los instrumentos empleados para la medición de los datos obtenidos fueron de 

calidad analítica y debidamente calibrados.  

Los resultados para la sobrevivencia de las distintas cepas  se expresaron en 

Unidades formadoras de colonias  por mililitro (UFC/mL) y/o log base 10. 

5.3.     Cepas de B. abortus  

B. abortus 2308 

B. abortus cepa 2308 NalR  es una mutante naturalmente resistente al ácido 

nalidixico, esta mutante deriva de la cepa 2308, la cual es frecuentemente utilizada 

para estudios en vacunas, y B. abortus RB51 que es una vacuna viva R comercial 

(Monreal, 2003).  

Mutantes BAB ΔolsB  y BABΔcfa 

Las cepas mutantes fueron diseñadas y desarrolladas previamente por Palacios y 

col. en 2011 y 2012 respectivamente.  

5.4. Preparación de los inóculos 

Se realizó la preparación del inóculo creciendo las cepas de B. abortus cepa 2308 

y la cepas mutantes Δcfa y ΔolsB en placas de agar tripticasa soya (TSA) con 

suplemento selectivo Farrell (Acido nalidixico, Bacitracina, metanosulfonato 

colistina, cicloheximida, sulfato de polimixina B, vancomicina, nistatina, 

nitrofurantoina), a 37ºC durante 48 h, posteriormente se transfirieron de 4 a 6 

colonias a 10 mL de  Caldo Tripticasa Soya (TSB),  a 37 °C en incubación orbital a 

175 rpm durante 22 h; parámetros en los cuales alcanzó la densidad óptica de 0.8, 
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se realizo una dilución  1:50 en  TSB y se incubó a 37º C de 22 -24 h (hasta que 

alcanzó la densidad óptica de 1.0) en incubación orbital a 175 rpm. Esto con la 

finalidad de obtener un inoculo homogéneo que contuviera la mayor cantidad de 

bacterias en fase log tardía. La muestra fue centrifugada a 4500 X g por 10 min y 

se lavó 2 veces con solución amortiguada de fosfatos (PBS). La pastilla fue 

resuspendida en 25 mL de TSB,  glicerol y se distribuyo en viales de 1 mL. A partir 

de éstas alícuotas se hicieron nueve diluciones décuples (de 10⁻¹ a 10⁻⁹).  Se 

colocaron 100µl de cada dilución en placas de TSA. Para distribuir de manera 

homogénea se extendió el inóculo utilizando una varilla de vidrio estéril (en forma 

de “L”) haciendo movimientos giratorios de manera perpendicular al medio de 

cultivo, hasta lograr una completa incorporación del inóculo en el medio. Este  

procedimiento fue realizado por triplicado, posteriormente fueron incubadas a 37ºC 

durante 5 días, a partir de ello se realizó el conteo de UFC/mL con la finalidad de 

establecer la concentración del inóculo inicial y partir de este para obtener la dosis 

requerida (5 x 10⁹ UFC/mL). realizando diluciones decuples seriadas (Falenski, 

2011). 

5.5. Inoculación de la leche  
Se utilizaron las cepas de B. abortus: 2308, Δcfa y ΔolsB, cada cepa fue inoculada 

a una concentración de  5 x 10 9 UFC/mL.  en 10 ml de leche cruda de vaca y 

conservadas en el laboratorio durante siete días a 24°C y  a 4°C.,   

Los experimentos se realizaron por triplicado con tres repeticiones independientes; 

Se colectaron muestras de cada leche cada 24 h durante siete días y después de 

hacer siete diluciones décuples con PBS, de acuerdo con la Norma Oficial 

Mexicana NOM110 SSA1-1994, se inocularon por triplicado 100 µl de cada 
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dilución en placas de TSA con suplemento selectivo Farrell (Acido nalidixico, 

Bacitracina, metanosulfonato colistina, cicloheximida, sulfato de polimixina B, 

vancomicina, nistatina, nitrofurantoina). Las placas fueron incubadas por 4 días a 

37°C en atmósfera húmeda y las colonias fueron contadas con la ayuda del 

contador de colonias (Zúñiga, 2005). 

5.6. Determinación de pH y aw 

El pH de la leche, inoculada con cada cepa, fue medido cada 24 h mediante tiras 

reactivas.  

El aw fue determinado mediante la obtención de muestras provenientes de 10 ml 

de leche (no inoculada) para cada cepa. Las mediciones se realizaron cada 24 h 

durante el tiempo que duró el experimento con un medidor de actividad de agua. 

5.7. Análisis estadístico. 

Para el análisis estadístico se realizó la prueba de “T student”  utilizando el 

programa GraphPad Prism versión 5.00 para Windows, GraphPad Software, San 

Diego California USA, con una significancia de (P≤ 0.05). 

6. Resultados  

6.1. Sobrevivencia en leche cruda de vaca a 4°C 

En la Figura 1. Se muestra la sobrevivencia en leche cruda de vaca a 4°C de la 

mutante ∆cfa y la mutante  ΔolsB con respecto a la cepa 2308 de B. abortus. Las 

tres cepas tuvieron un patrón de sobrevivencia semejante hasta el día 5 post-

inoculación (Tabla 1). Hecho que coincidió con el descenso del pH de 7 a 6. A 

partir de este día se observó mayor sobrevivencia de la cepa parental con 
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respecto de las cepas mutantes, sin embargo, esta diferencia no fue 

estadísticamente significativa  (P≥0.05).  

Tabla 1. UFC/mL en leche cruda de vaca conservada a 4° C. 
durante 7 días. 

 Cepas 
Días  2308 ∆cfa  ΔolsB 

0 5.x10⁹ 5.0 x10⁹ 5.0 x10⁹ 
1 2.6 x10⁹ 9.2 x10 1.8 x10⁹ 
2 2.0 x10⁹ 8.3 x10 1.4 x10⁹ 
3 1.7 x10⁹ 6.7 x10 6.9 x10 
4 8.5 E+08 5.9 x10 7.0 x10 
5 5.8 E+08 7.5 x10⁷ 5.0 x10 
6 1.5 E+08 6.2 x10⁷ 5.6 x10⁷ 
7 6.2 E+07⁷ 1.7 x10⁷ 1.5 x10⁷ 

 

 

Figura 1. Sobrevivencia de Brucella abortus  2308, cfa y olsB en leche cruda de
vaca a 4 °C y su realación con el pH.
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6.2. Sobrevivencia en leche cruda de vaca a 24°C 

Al realizar la comparación en leche cruda de vaca mantenida a 24°C, entre las 

mutantes ∆cfa, ∆olsB y la cepa parental, se puede observar cómo el descenso del 

pH influye de manera directa sobre el tiempo de sobrevivencia y en la cantidad de 

UFC/mL presentes en la leche, mostrando una diferencia significativa (P≤0.05), 

entre las cepas mutantes (∆cfa y ∆olsB) y la cepa parental a partir del día 2 lo cual 

coincidió con el descenso de pH (de 7 a 4). La cepa parental muestra mayor 

resistencia al sobrevivir un día más que las mutantes (∆cfa y ∆olsB), al mostrar 

una diferencia de 2 logaritmo con respecto a la cepa ∆olsB en el día 3 post-

inoculación y una diferencia de 3 logaritmos en el mismo día con respecto de la 

mutante ∆cfa (Tabla 2). La diferencia de UFC´s entre la cepa parental y las cepas 

mutantes en el día 4 post-inoculación fue menor, sin embargo en el día 5 post-

inoculación no hubo sobrevivencia de las cepas mutantes encontrándose solo la 

cepa parental como se muestra en la Figura 2.  

Tabla 2. UFC/mL en leche cruda de vaca conservada a 24° C. 
durante 7 días. 

 Cepas 

Días 2308 CFA OLSB 

0 5.0 x10⁹ 5.0 x10⁹ 5.0 x10⁹ 

1 1.7 x10⁹ 7.4 x10 1.2 x10⁹ 

2 6.0 x10 8.8 x10⁷ 6.5 x10 

3 2.3 x10 3.5 x10⁵ 6.8 x10⁶ 

4 5.1 x10⁵ 7.2 x10⁴ 5.3 x10⁴ 

5 4.8 x10² 0.0  0.0  

6 0.0  0.0  0.0  

7 0.0  0.0  0.0  
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6.3. Actividad de agua 

En la tabla 3 se muestra los valores medidos de la actividad del agua (aw)  con 

respecto al tiempo, en leche cruda de vaca.  Este parámetro fue medido durante 

los días que duro el experimento; iniciando con un valor de 0.99. Estos resultados 

muestran que el aw no tuvo  efecto en  la sobrevivencia de la cepa 2308, y de las 

mutantes ∆cfa y ∆oslB, ya que ningún valor está por debajo de.80. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Valores de aw obtenidos durante el experimento 
Días/°C 4°C 24° C 

0 0.99 0.99 
1 0.88 0.93 
2 0.86 0.94 
3 0.91 0.91 
4 0.94 0.92 
5 0.98 0.91 
6 0.97 0.92 
7 0.96 0.92 

Figura 2. Sobrevivencia de Brucella abortus  2308, cfa y olsB en leche cruda de vaca a
24 °C y su realación con el pH.
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7. Discusión    

En el presente estudio se observó una marcada diferencia entre los experimentos 

realizados con leche cruda de vaca a 4°C y a 24°C. En los estudios realizados a 

4°C se observo un descenso en las UFC de todas las cepas a partir del día 5, el 

cual coincide con una ligera disminución del pH, producido por la fermentación 

ácida de carbohidratos y la supresión de las bacterias proteolíticas (Solomon, 

2014; Chongde Wu, 2012; Frazier, 2011). Esto ocurrió debido a que las bacterias 

a temperatura de refrigeración,  tienen un metabolismo más lento que cuando se 

encuentran a temperatura ambiente. El evento hace suponer que los 

microorganismos fermentadores presentes en la leche disminuyen la velocidad de 

crecimiento al encontrarse a 4°C, retardando así la producción de los ácidos. 

(Trejo, 2014; Doyle,2001). De esta manera, las distintas cepas de B. abortus 

sobrevivieron durante los primeros cinco días en pH de 7 y al descender a 6  las 

cepas de B. abortus también disminuyeron en número, sin embargo no hubo 

diferencia estadísticamente significativa entre las tres cepas. Frazier en 2011, 

menciona que si la temperatura óptima de crecimiento es rebasada, la velocidad 

de crecimiento disminuye, mientras que por debajo de la temperatura óptima las 

tasas de crecimiento decaen de una manera gradual. Aune y colaboradores, en 

2011 mencionan que B. abortus a bajas temperaturas tiene la capacidad de 

persistir en ambientes extracelulares por más de dos meses. Zuñiga y col. en 2005 

observaron que B. abortus fue capaz de sobrevivir en leche fermentada con un 

cultivo iniciador de yogurt hasta 22 días a 4°C. 
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Los resultados de los experimentos realizados a 24°C tuvieron diferencia 

significativa (P≤0.05),  entre la cepa parental y cepas mutantes, esta  diferencia se 

incrementaba en una proporción directa al aumento del tiempo de exposición al 

ambiente ácido generado por las bacterias presentes en la leche.  Este descenso 

de pH se debe a que a 24° C (temperatura optima de crecimiento para las 

bacterias presentes en la leche) sufre primero una fermentación acida causada por 

Streptococcus lactis y las bacterias coliformes, hasta que éstas son inhibidas por 

el mismo ácido que han producido. A continuación, los lactobacilos acido 

tolerantes, incrementan la acidez hasta que su desarrollo se detiene (Trejo, 2014; 

Frazier, 2011). Los gérmenes que sucesivamente toman parte en esta 

fermentación son en primer lugar la flora bacteriana mixta compuesta 

principalmente por coliformes; en segundo lugar Leuconostoc mesenteroides; y en 

tercero Lactobacillus plantarum, y Lactobacillus brevis (Chongde Wu, 2012; 

Frazier, 2011; Rodríguez, 2011). 

Esta diferencia es más evidente en las cepas carentes de ácidos grasos de 

ciclopropano (∆cfa ) y de lípidos de ornitina (∆olsb), las cuales presentaron una 

disminución en la población a partir del día 2 posterior a la inoculación,  hecho que 

coincide con el descenso del pH (pH 4). Cabe señalar que la cepa parental 

también presentó un declive en la población, sin embargo no fue tan evidente 

como el que manifestaron las dos mutantes. El descenso en el pH se debe a que 

la temperatura (24°C) favoreció el desarrollo de los microorganismos presentes en 

la leche debido a que estos utilizan de manera más eficiente los carbohidratos que 

contiene la misma (Trejo, 2014; Frazier, 2011; Guinot, 1995), dando como 
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resultado el aumento de ácidos en el medio, ej. ácido láctico y ácido acético. Dicha 

acidificación influye de manera significativa sobre la membrana externa ya que 

esta representa la primera barrera entre el ambiente extracelular y el medio 

intracelular (Alvarez,2014). 

La membrana celular juega un papel importante en el crecimiento, en el 

metabolismo, en el transporte  de energía y en el mantenimiento de un ambiente 

intracelular constante, siendo también el blanco primario de los daños inducidos 

por el estrés ambiental (Chu-Ky, 2005). 

Las bacterias utilizan la regulación de ácidos grasos de membrana  para disminuir 

el efecto del estrés ambiental, ya que se ha observado que  Streptococcus 

mutans, S. gordonii y S. salivarius incrementan los niveles de cadenas largas de 

ácidos grasos insaturados, sugiriendo que la modulación de la composición de 

ácidos grasos es necesaria para que se presente la sobrevivencia de la bacteria 

en ambientes con pH bajo (Frazier, 2011; Ying-Ying, 1999). Por lo tanto, se puede 

pensar que la mutante ∆cfa  de B. abortus, al carecer del gen que codifica para la 

sintasa de ácidos grasos de ciclopropano, disminuye su capacidad  de regular los 

cambios en la fluidez e impermeabilidad, producidos por el pH extracelular por lo 

que deja de crecer y multiplicarse. Esto concuerda con lo mencionado por Pucci 

en 2004, quien afirma que estos ácidos grasos están presentes en otras bacterias 

en las que también tienen funciones de mantenimiento de la homeoviscosidad de 

membrana, ya que existen reportes de modificaciones en los porcentajes de 

ácidos grasos de ciclopropano en bacterias como Pseudomonas putida, 
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Pseudomonas fluorescens, E. coli, S. mutans, como respuesta a variaciones de 

pH.  

Valderrama y col. en 1998, encontraron que Halomonas salina modifica su 

porcentaje  de ácidos grasos de ciclopropano en detrimento de los ácidos grasos 

monoinsaturados, produciendo un notorio incremento cuando estos ácidos grasos 

se determinan en la fase exponencial de crecimiento. 

La cepa GNP-OH-3  de Pseudomonas fluorescens tiene un comportamiento en la 

modificación de ácidos grasos como respuesta a las variaciones de temperatura 

que comparte con otros integrantes de su género. Aumenta sus ácidos grasos 

saturados y disminuye los ácidos grasos insaturados con el aumento  de la 

temperatura (Pucci, 2004). Estos datos ponen de manifiesto,  el papel que juegan 

los ácidos grasos de ciclopropano para la adaptación de algunas bacterias entre 

las que podría estar B. abortus como se pudo evaluar en el presente trabajo,  ya 

que al carecer de los genes que codifican para la sintasa de ácidos grasos evitan 

la sobrevivencia de la mutante, mientras que la cepa 2308 logra sobrevivir un día 

más bajo estas condiciones. Pucci en 2004, pone de manifiesto que la 

ciclopropanación de ácidos grasos puede ser un factor que sirva para soportar 

pH´s bajos, ya que halló diferencias entre aislamientos de Helicobacter 

identificados como colonizadores gástricos, los cuales tienden a generar mayor 

cantidad de ácidos grasos de ciclopropano (CFA´s), y los colonizadores 

intestinales que no lo hacen. Paula y colaboradores 1996, demostraron que la 

permeabilidad de los protones en la bicapa lípidica es inversamente proporcional 

al grosor de la misma sugiriendo así que si la conversión de ácidos grasos 
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insaturados a  CFA´s tiene el mismo efecto de incrementar el grosor de la bicapa 

lípidica, esto pudiera producir la resistencia a los ambientes ácidos. 

La cepa ∆olsb de B. abortus, inoculada en leche, también sufrió un decremento en 

cantidad  y tiempo de supervivencia, siendo estos cambios estadísticamente 

significativos en comparación con la cepa parental 2308 de B. abortus. Al respecto 

se ha sugerido que, debido a la naturaleza polar de los lípidos de ornitina, proveen 

una barrera permeable  y de una estructura fluida que sirve como matrices para 

las proteínas asociadas a la membrana (Gao, 2004).  Por lo tanto las interacciones 

lipoproteicas pueden ser críticas para su localización, doblado, estabilidad, 

ensamble y actividad enzimática; por lo que perturbaciónes en los lípidos de 

ornitina pueden llevar a un decremento y/o degradación  de citocromo C y otras 

proteínas de membrana (Gao, 2004).   

En el presente estudio también se midió la actividad de agua, ya que una 

deshidratación extensa puede causar una transición de las membranas de la 

bicapa laminar a una fase II hexagonal invertida en que hay fosfolípidos que 

forman una micela que se intercala entre la bicapa (Raivio,2005; Cronan, 1975). 

Las bacterias que se exponen a bajos valores de Aw deben ajustar la composición 

de ácidos grasos de su membrana o efectuar otras adaptaciones para minimizar 

los efectos de solidificación de los lípidos por efectos de la deshidratación, que 

sería análogo a la adaptación homeobiscosa de la fluidez de la membrana al 

presentarse cambios de temperatura o presión hiperbárica (Zhang, 2008). Se han 

demostrado cambios de los perfiles de ácidos grasos de fosfolípidos durante 

condiciones de inanición y desecación en medios porosos, pero es difícil separar 
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los efectos de ambos (Frazier, 2011; Zhang, 2008; Muñoz, 2006). Sin embargo 

este factor no influyó en la sobrevivencia de las tres cepas ya que sus valores 

estuvieron por encima de 0.90.  Esto  debido en gran medida a la cantidad de 

agua  presente en la leche cruda.  

Las cepas de B. abortus 2308, ∆cfa y ∆oslB fueron sometidas a cambios abruptos 

(descenso del pH a 24°C) en el ambiente extracelular que requirieron de la 

modificación de los componentes de membrana existentes  para adaptarse 

rápidamente a las nuevas condiciones. Sin embargo las mutantes no realizaron 

dichas modificaciones debido a la carencia de los genes que codificaban para 

lípidos y ornitina y ácidos grasos de ciclopropano mostrando una menor capacidad 

de sobrevivencia en leche cruda de vaca.  

Debido al costo en tiempo y la extensión de dichas modificaciones más su amplia 

distribución en B. abortus y otras bacterias, se sugiere un importante rol fisiológico 

de los lípidos de ornitina y de los ácidos grasos de ciclopropano.  

La formación de ácidos de ciclopropano y el aumento de lípidos de ornitina pueden 

ser importantes para la sobrevivencia de las bacterias en el ambiente, debido a su 

aumento pudiera disminuir pasivamente la permeabilidad de protones o 

incrementar activamente el flujo de salida de protones (Zhang, 2008; Gao,2004;  

Raivio, 2005). 
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8. Conclusiones. 

Se determinó que las cepas mutantes  ∆cfa y ∆oslB  tuvieron menor capacidad de 

sobrevivencia en leche cruda a 24° C, en comparación con la cepa parental  2308, 

ya que  la cepa parental  sobrevivió 1 día mas que ambas. 

No se observo diferencia significativa (P≥0.05), en la sobrevivencia en leche cruda 

de vaca a 4° C., entre las cepas mutantes  ∆oslB y ∆cfa con respecto a la cepa 

parental  2308. 

El pH acido es un factor que influye en la sobrevivencia de B. abortus en leche 

cruda. 

La temperatura de 24°C influye de manera indirecta en la sobrevivencia de B. 

abortus, ya que favorece el crecimiento de otros microorganismos provocando  el 

descenso del pH.  

Ninguno de los valores de aw obtenidos, estuvo por debajo de .80, por lo que no 

fue un factor que alterara la sobrevivencia de las cepas de B. abortus en leche 

cruda de vaca.  
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