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Abstract.—Brucellosis is a zoonosis that affects humans, livestock, and wildlife. Currently, 14 species of the genus Brucella are
recognized, some of them have been reported in marine mammals, fish and amphibians. However, its role in wild herpetofauna is
currently unknown. In recent years, in the Mexican Eastern Basin, Brucella sp. was detected in agricultural soil and water samples
from the Crater Lakes, so it was speculated whether Brucella had the ability to infect lacertilian Scelopurus megalepidurus. Between
February 2014 and April 2015, 75 specimens of Sceloporus megalepidurus were collected in the crater lake region of central Mexico. An
experiment was designed in triplicate, by performing the soft tissue-derived agar-plate isolation; identification was made using
standard microbiological tests. It was compared by PCR with the reference vaccine strains (BM16 and BS19). Brucella sp. was isolated
in adults (40%) of the studied samples, the microbiological profiles were comparatively similar with the reference strains and the
specific gene for the Brucella genus, bp26 was amplified with 1029 bp. This is the first report of isolation and identification for Brucella
in a native Mexican lizard. These data may be a useful tool to improve understanding of the pathogenesis and virulence of the genus
Brucella in the wild and its potential effect on wildlife, as new reservoirs of the disease.

Keywords.— Axalapazcos, brucellosis, emerging diseases, herpetozoonosis.
Resumen.— La brucelosis es una zoonosis que afecta al humano, al ganado y fauna silvestre, la cual se ha ido expandiendo hacia

nuevos reservorios. Se reconocen actualmente 14 especies reportadas para mamiferos marinos, peces y anfibios; sin embargo,
actualmente se desconoce su papel en la saurofauna silvestre mexicana. En los altimos afios, en la Cuenca Oriental Mexicana, se
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detectd a Brucella sp. en muestras de suelo agricola y en el agua de los Lagos Crater, por lo que se especula si Brucella sp. tiene
la capacidad de infectar algiin lacertilio nativo. Entre febrero del 2014 y abril del 2016, se colectaron 75 ejemplares de Sceloporus
megalepidurus. Se disefid un experimento, realizando el primoaislamiento en placa-de Agar derivado de muestras de tejido blando,
la identificacién se planted mediante las pruebas microbioldgicas estindar. Se compard por PCR, con las cepas vacunales de
referencia (BM16 y BS19). Se aisl6 a Brucella sp. en ejemplares adultos con (40%) de positivos de las muestras estudiadas, los perfiles
microbiolégicos resultaron comparativamente idénticos con las cepas de referencia, se amplié el gen especifico para el género
Brucella, bp26 con 1029pb. Este es el primer reporte de aislamiento e identificacién para Brucella en una lacertilio nativo mexicano.
Estos datos pueden ser una herramienta ttil para mejorar la comprensién sobre la patogénesis y virulencia del género Brucella en el
medio natural y su efecto potencial en la fauna silvestre, asi como nuevos reservorios de la enfermedad.

Palabras clave.— Axalapascos, brucelosis, enfermedades emergentes, herpetozoonosis.

INTRODUCCION

A nivel mundial, nuevos patégenos zoondticos emergen
(Laperche, 2011) derivados principalmente de la fauna silvestre,
los cuales generan problemasenlasalud pablicaylabiodiversidad
local (Cabello & Cabello, 2008), derivado de las malas practicas
agricolas, asi como del manejo de animales domésticos, como
vacas, cabras y otros (Gummow, 2010), pero la dindmica,
ecologia y mecanismos de accidn, prevalencia, sobrevivencia, de
este tipo de patégenos sigue siendo poco conocida (Cleaveland et
al., 2001; Woolhouse et al., 2005; Valenzuela-Sanchez & Medina-
Vogel, 2014; Whatmore et al., 2015).

Desde hace varios afios se ha observado una rdpida y
constante disminucién en las poblaciones de herpetofauna

Figure 1. Specimen of Sceloporus megalepidurus in the crater lake Atexcac, Puebla.
Photo: Juan Ricardo Cruz Avina.

Figura 1. Especimen de Sceloporus megalepidurus en el Lago crater Atexcac, Puebla.
Foto: Juan Ricardo Cruz Avina.
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en todo el mundo, llegando al grado de que un 40% de las
especies descritas se encuentran en algin grado de amenaza,
incluyendo poblaciones nativas en Areas Naturales Protegidas
(Pechmann & Wilbur, 1994; Houlahan et al., 2000; Alford et
al., 2001; IUCN 2019). Las principales causas son la pérdida de
hébitat, la sobreexplotacién de acuiferos, las especies invasoras
introducidas, el cambio climdtico, la contaminacién ambiental
y las nuevas enfermedades zoondticas (Young et al., 2001;
Heatwole, 2013). La brucelosis es una también una enfermedad
zoonética emergente (EZE), que tiene un impacto significativo
en la salud y la economia de comunidades rurales, en muchas
partes del mundo (Cabello & Cabello, 2008; Whatmore et al.,
2015). En México, existe un notable incremento en el impacto de
las EZE, que se tiene documentadas para humanos y animales
de granja; sin embargo, se desconoce cémo esta enfermedad
pueda afectar ala fauna silvestre local (Jones et al., 2008; Bulman
& Lamberti, 2011).

Brucella es un género de bacterias Gram negativas, aerobias,
inméviles, noesporuladas, capaz de sobrevivir fueradelambiente
celular, en otros medios, por ejemplo, en agua embotellada (2
meses, pH= 8 y 20°C), en agua mineral (hasta 58-72 dias, pH
8.0-8.3, 20°C) (Falenski et al., 2011) y ahora sabemos que hasta
200 dias en agua natural de los lagos Créter: Alchichica, Atexcac,
La Preciosa y Quechulac (pH 9-9.3, 15-18°C, 0.5-9.8 0/00) (Cruz-
Avifia et al., 2015). Actualmente, el género Brucella comprende 14
especies, de las que el 60% han sido descritas los Gltimos 25 afios,
incluyendo la descripcidn de nuevos hospederos, como la trucha
arcoiris (Onchoryncus mykiss), el bagre del Nilo (Clarias gariepinus),
la Tilapia (Oreochromis niloticus) y diversas ranas (El-Tras et al.,
2010; Pappas et al., 2010; Whatmore et al., 2015; Ramos-Ramirez
et al., 2020) por lo que se considera que este género estd en
expansion hacia nuevos hospederos y nichos (Pappas, 2006; El-
Tras et al., 2010; Gelev & Gelev, 2010; O' Callaghan & Whatmore,
2,011).

Por su parte Sceloporus megalepidurus (Smith, 1934; Fig. 1), es
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una especie de lagartija vivipara endémica de México (Aldama et
al., 2007), nativa de la Cuenca Oriental Mexicana (COM) en los
limites de los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz, en el centro
de México (Camarillo-Rangel, 1998). La Regién de la COM, es
una zona con alta prevalencia y alta morbilidad de brucelosis
caprina (Herrera et al., 2001; Alcocer et al., 2004; Garcia-Judrez
et al., 2014) y de brucelosis humana (Brucella abortus y Brucella
melitensis), entre los habitantes de las comunidades cercanas
a estos lagos criter (Herrera et al., 2001; Arredondo-Figueroa,
2002; Cruz-Avifa et al., 2015; Cruz-Avifia et al., 2017), por lo que
se le considera una zona endémica de esta enfermedad (Caron
et al., 2011). El advenimiento registrado de la brucelosis en esta
zona, fue a partir de las importaciones de cabras Murcianas
infectadas, en 1921 (Placeres, 1921), actualmente se ha aislado a
Brucella sp. de muestras de suelo y de agua de estos lagos criter,
ademis de otras especies silvestres como charales, ajolotes y
ratones de campo (Castafieda-Rolddn et al., 2010; Cruz-Avifia et
al., 2015; Cruz-Avifa et al., 2017, Cruz-Avifa et al., 2020). Por lo
que el propdsito de este trabajo fue, el realizar el aislamiento e
identificacién de bacterias del género Brucella en un lacertilido

et
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nativo (Sceloporus megalepidurus), de una zona endémica de
brucelosis humana y de ganado caprino, reconociéndose a los
reptiles como una extensién del nicho ecoldgico y hospederos
para el género Brucella.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Entre febrero del 2014 y abril del 2016, se recolectaron
conforme a Heyer et al., (1994), 75 ejemplares de S. megalepidurus
(45 hembras, 15 machos y 15 juveniles) en la ribera de los lagos
crater La Preciosa y Atexcac (19°20'-19°22' N y 97°27'-97°25' W
a 2350 m s.n.m.; Fig. 2). Los organismos capturados fueron
colocados en cdmaras de plastico con anestesia hasta provocar
la inconsciencia y expiracién (Dolensek, 1971; Martinez &
Ramis, 2012). Posteriormente fueron puestos en hielo para su
transporte (t < 3 h) y trasladados para su anilisis respectivo en
el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana (LPB) del Centro
de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas (CICM) de
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP) en

Figure 2. Study site: Shoreline of the crater lakes La Preciosa and Atexcac, Puebla, the circles show the collection sites for S. megalepidurus GPS Garmin XL12. Images taken from Google

Earth, 2015.

Figura 2. Sitio de estudio: Ribera de los lagos crater La Preciosa y Atexcac, Puebla, los circulos muestran los lugares de colecta de S. megalepidurus GPS Garmin XL12. Imdgenes tomadas

de Google Earth, 2015.
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la Ciudad de Puebla, México. Los ejemplares estudiados se
encuentran actualmente depositados en la Coleccién Nacional
de Anfibios y Reptiles (CNAR) en el Instituto de Biologia, de la
Universidad Nacional Auténoma de México con numeros de
catilogo (CNAR: 28199-28274).

Métodos bacterioldgicos

De los ejemplares de S. megalepidurus colectados, se obtuvieron
muestras seroldgicas y se practicaron las pruebas de rutina
estandar, conforme a Alton et al., (1976) y Alton et al., (1988);
posteriormente se tomaron muestras de tejidos y de érganos
internos por separado (higado, rifién, bazo y placenta) para
cada organismo (Dolensek, 1971; Jacobson, 2007). Estos se
maceraron con solucién (Ringer lactato) y se sembraron en
placas de Petri Agar con medio BRUCELLA-BUAP® (Laboratorio
de Patogenicidad Bacteriana, CICM, Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, Puebla, 2015), medio especifico para
Brucella sp. y cristal violeta (Alton et al., 1976; Eisenberg et
al., 2012), a las colonias cultivadas se realizaron pruebas de
microbiologia estindar conforme a lo establecido por Alton
et al., (1976). Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 48 h
con una atmosfera de CO2 al 5 % (Althon et al., 1988) para el
primoaislamiento (cepas nimero BMSoo1-BMSooi8 de S.
megalepidurus) del Banco de Cepas de Brucella del LAB- CICM-
BUAP. Los primoaislamientos se resembraron y se separaron
durante las siguientes 8-24 h, posteriormente se realizaron
pruebas de tincién de Gram y de actividad metabdlica (TSI, LIA,
URE, CIT, MIO, OXI, CAT, RM-VP, H2S, HEMOL) y curva de
crecimiento (Alton et al., 1976 y Alton et al., 1988). Se realizaron
pruebas estindar de rutina para diagndstico por sensibilidad
a diferentes tintes colorantes de anilina: Tionina (115929 Merck
Millipore) alas diluciones 1:100, 000, 1:50, 000y 1:25,000, Fucsina
(115937 Merck Millipore) a una dilucién 1:10, 000, Safranina
(115948 Merck Millipore) a una dilucién de 1:10, 0oo (Alton
et al., 1976; Alton et al., 1988). Se calculd el total de resultados
positivos obtenidos para Brucella sp. derivados de los cultivos.
Los primoaislamientos cultivados se separaron durante las
siguientes 8 a 24 h y se resembraron en el medio BrucellaBUAP®
bajo las condiciones anteriormente descritas. Posteriormente
se les realizaron las pruebas (SAT), 2-B-mercaptoetanol (2BME),
y Serion ELISA classic Brucella 1gG/IgM/IgA. Estos se llevaron
a cabo en el depésito y comparativamente con los controles
positivos de cepas vacunales de Brucella, Rev-1y M16 (Yagupsky,
1999 y Alton et al., 1988).

Test rosa de Bengala.- El antigeno (3.0 mL cada uno) se mezclé en
una placa devidrio esmerilada. La mezcla se agitd suavemente en
un balancin durante 5 min. La aglutinacién visible se considerd
positiva (Alton et al., 1988; OIE, 2004). Sueros de control positivo
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y negativo y Antigeno de rosa de Bengala.

Test de Rivanol. - El antigeno de Rivanol Brucella y la solucién
de Rivanol fueron obtenidos en el Laboratorio de Patologia
del CICM-BUAP. El ensayo se realiz6 mezclando 40 mL de
muestra de suero con igual volumen de rivanol. La solucién
se agitd en un tubo de ensayo, luego se dejé reposar durante
5-60 minutos y finalmente se centrifugd durante 5 minutos a
1500 rpm. Se mezclaron 30 mL de antigeno de rivanol con 8o
mL, 40 mL, 20 mL y 10 mL del sobrenadante respectivamente
para obtener diluciones 1:25, 1:50, 1:100 y 1:200. Las placas se
rotaron y se mantuvieron durante 6 min bajo cubierta para
evitar la evaporacion, 6 min después las placas, fueron rotadas
de nuevo. La aglutinacién completa a la 1:25, fue considerada
positiva (Quinn et al., 1994). Finalmente, se realizé extraccién
y purificacién de ADN genémico bacteriano, Kit comercial
QIAamp Tissue kit (QiaGen Inc, Valencia, CA) siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes (QiaGen, 2009). Los pellets
bacterianos fueron resuspendidos en la solucién ATL, luego
para provocar las lisis y digerir las proteinas se anadié 200 ug
de Proteinasa K y la solucién AL incubdndose las muestras a
65°C-70°C por 1 h. Luego de anadir etanol absoluto (Merck, CAS
No. 64-17-5, EC Number 200-578-6) se colocé las muestras en las
columnas de purificacién. Después de lavados de las columnas,
se eluyb el ADN gendémico en 100 uL de agua tridestilada. La
integridad del ADN se confirmé en 1.5% de gel agarosa, mientras
que la pureza y concentracién se determind y calculo mediante
espectrofotémetro NanoDrop 2000, Thermo SCIENTIFICMR a
260y 280 nm (Sambrook et al., 1989).

Analisis molecular

Se realizaron corridas de PCR con el ADN bacteriano (Genomic
DNA purification Kit, Fermentaslife Science) conforme al Manual
de Laboratorio de Clonacién Molecular y las instrucciones del
fabricante (Sambrook et al., 2001), buscando la amplificacién del
gen bp26/1S711 que es especifico del género Brucella (Cloeckaert
et al., 2000). El gen bp26 codifica la proteina BP26 (Omp28) que
es un antigeno inmunodominante en la infeccién de Brucella sp.
en fauna silvestre y humanos.

Los oligonucleétidos utilizados fueron conforme a Cloeckaert,
(2000): Oligo 1: 5’GCCCCTGACATAACCCGCTT3y Oligo 2:
5’GAGCGTGACATTTGCCGATA3'. Las cepas de
empleadas como controles positivos fueron B. S19 (carril 1), B.
Mi6 (carril 2) y como control negativo se utilizé una cepa de
referencia de Escherichia coli (carril 3), la muestra problema
del estudio se situé en la (carril 4). Se utilizé un termociclador
MultiGene Optimax con ciclos: (95 °C) 07/, (95 °C) 35", (64 °C)
15", (72 °C) 03' Rep 35 ciclos, (07 °C) 06', (04 °C) indefinido. Los

referencia
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productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.3% (p/v)
y se tifieron con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) 15". Se observaron
las bandas de amplificacién del gen bp26 en un transiluminador
de rayos UV marca Sprectoline, las fotografias de los geles fueron
tomadas con un equipo marca Kodak Edas.

RESULTADOS

Andlisis Microbioldgico y Primoaislamiento.— De las 75 muestras
analizadas de S. megalepidurus para primoaislamiento de Brucella,
se obtuvieron 40 resultados positivos solo de los ejemplares
adultos (66%), con un radio de infeccién aproximado por sexo
de 2:1 a favor de las hembras (25 hembras y 15 machos), estas se
resembraron por triplicado, posteriormente se examinaron a las
48 horasy el (40%) del total (24 ejemplares, todas hembras) fueron
positivas a las pruebas de diagnéstico de rutina para brucelosis:
rosa de Bengala, tincién de Gram, Rivanol, SAT y 2ME (Tabla 1).
Las muestras restantes de este estudio (15 ejemplares juveniles),
resultaron negativos o indeterminados, con un bajo porcentaje
en concentraciones de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
en rango de 1x106 hasta 1x1010.

Actividad metabélica.— CO2 independiente. No produjo H2S,
Mostré crecimiento positivo en presencia de fucsina basicay de
tionina, positivo para safranina e hidrolizé de manera normal
la urea.

Deteccion por PCR.— Se obtuvo la ampliacién del gen bp26 con
longitud de 1029 pb (carril M, marcador molecular) de las
muestras problema del ADN bacteriano purificado (carril 4) y se
les comparé con los controles positivos B. M16 (carril 1), B. S19
(carril 2) y ADN de E. coli (carril 3) como control negativo (Fig. 3).

Cruz-Avina et al.- Brucella sp. en S. megalepidurus, Puebla, México

DISCUSION

Las nuevas infecciones por Brucella se han documentado en
todo el mundo en una amplia variedad de mamiferos silvestres
(Godfroid, 2002; Eisenberg et al., 2017). Se han reportado
también casos de brucelosis en mamiferos marinos (Foster et
al., 2007), ademas de peces de agua dulce (Wael et al., 2010,
Eisenbergetal., 2016, Ramos et al., 2020). En el periodo de 2012-
2017 ya se consideraron algunas ranas como hospederos de éste
género bacteriano (Eisenberg et al., 2012; Fischer et al., 2012;
Whatmore et al., 2014; Miithldorfer et al., 2017). Hasta la fecha
no se tenia el registro en el mundo de casos para los reptiles,
aunque al extenderse el rango del genero Brucella hacia otros
grupos taxondmicos diferentes a los mamiferos, se abria esa
posibilidad (Moreno et al., 2002; Pappas, 2010; Eisenberg et al.,
2012). Eisenberg et al., (2012) también reportan el crecimiento
de sus aislados bacterianos para la rana toro, Pyxicephalus
edulis, en placa de Petri Agar (Agar Gassner®, Oxoid, Alemania
y Agar Brucella®, Merck, Alemania) en un ambiente atmosférico
aérobico con, o sin cristal violeta.

En contraste con esta investigacion, los aislados bacterianos
de Brucella sp. en placa de Petri Agar selectivo con (BRUCELLA-
BUAP®) crecieron mejor en un ambiente con 5% de CO2 y
cristal violeta mas antibidticos. Conforme a Alton et al., (1988),
los resultados de Corbel (2006) y de Eisenberg et al., (2012)
demuestran un comportamiento diferente de sus cepas de
resiembra de Brucella sp. a las brucelas clsicas o tradicionales.
Por su parte Shahzad et al., (2017) realizaron un estudio en varios
taxones de Pakistin usando la prueba de rosa de Bengala (RB,
n=117), donde incluyeron aves de corral (pavos, pavos reales,
guineas, patos y paloma azul) y especies silvestres de anfibios
y reptiles (serpiente ratonera oriental Ptyas mucosus, serpiente

Table 1. Comparative table of routine diagnostic biochemical tests for Brucella sp. vs MM isolated from adult organisms (male and female) of S. megalepidurus. The remaining samples of

this study were negative (in juveniles) or indeterminate to these tests with a low percentage in concentrations of Colony Forming Units (CFU) from 1x10° to 10°. Taken and modified from De Alton
et al. (1988), Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Brucelosis (1986) Whatmore (2009) y Whatmore et al. (2014).
Tabla 1. Cuadro comparativo de las pruebas bioquimicas de diagndstico de rutina para Brucella sp. vs aislado de MM de organismos adultos (machos y hembras) de S. megalepidurus. Las

restantes muestras de este estudio resultaron negativas (en juveniles) o indeterminados a estas pruebas con un bajo porcentaje en concentraciones de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
de 1x106 hasta 1010. Tomado y modificado de De Alton et al. (1988), Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Brucelosis (1986), Whatmore (2009), y Whatmore et al. (2014).

Cepa de Referencia Biotipo  Apariencia Oxi
B. melitensis 16 M ATCC .
23456 NCTC 10094 LR ) )
MM de S. megalepidurus S (+) (-)
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Figure 2. Agarose gel results from PCR for the detection of Brucella genus, amplification
of the bp26 gene with 1029 bp. Lane M, Molecular Weight DNA Marker, Lanes 1and 2, Brucella
$19, Brucella M16, Lane 3, E. coli DNA negative control, Line 4, sample sample, bacterial DNA
derived from MM of adults S. megalepidurus.

Figura 2. Resultados en gel agarosa del PCR para la deteccion de género Brucellg,
amplificacian del gen bp26 con 1029 pb. carril M, Marcador de ADN de peso molecular, Carriles
1y 2, Brucella $13, Brucella M16, Carril 3, control negativo ADN de E. coli, Linea 4, muestra
problema, ADN bacteriano derivado de MM de ejemplares adultos de S. megalepidurus.

lobo Lycodon aulicus y tortuga del barro de manchas amarillas,
Geoclemys hamiltoni), en donde Geoclemys hamiltoni fue el anico
reptil seropositivo para anticuerpos de Brucella, (n=31; 32.3%).
Cabe sefnalar que en dicho estudio no se hicieron pruebas
confirmatorias, ni metabdlicas, ni moleculares, sin embargo;
el estudio es relevante ya que deducen la infeccién vertical o de
interfaz entre los taxones, por el estiércol de animales de granja
enfermos, conforme a lo reportado también por (Scholz et al.,
2009; Aune et al., 2011, Cruz-Avifa et al., 2015; Cruz-Avifa et
al., 2017) donde refieren que Brucella es capaz de sobrevivir
ambientalmente por afios, en materia fecal, suelo y agua natural.

Con respecto a la deteccién de anticuerpos, esto no es
novedoso, anteriormente Maung (1963) ya habia realizado
experimentos in vitro con la tortuga griega, Testudo greca ibera
inoculdndola con B. abortus, generando infeccién y por ende
identificando anticuerpos. Posteriormente, Fiebig (1972) obtuvo
resultados similares con la tortuga rusa, Testudo horsfieldii, por
lo que se inferia que el grupo de los testudines es un potencial
hospedero de esta zoonosis. Del mismo modo, existen estudios
que describen el aislamiento de Brucella inopinata y bacterias
cocoides parecidas a Brucella méviles de ranas toro africanas,
Pyxicephalus edulis y de la rana arbdrea blanca, Litoria caerulea,
respectivamente (Dominik et al., 2012; Eisenberg et al., 2012;
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Whatmore et al., 2015).

Para este estudio, los resultados de las pruebas de rutina
y metabdlicos son cercanos a Brucella melitensis Var 1 (Corbel,
2016). Sin embargo; con fines practicos, se limitd en este trabajo
a reportarlo a nivel de género. Lo anterior concuerda con lo
reportado por Castafeda-Rolddn et al., (2005) para suelo y
por Cruz-Avifia et al., (2015) para agua de los lagos criter de
esta zona. En contraparte, Castaieda-Roldan et al., (2005)
demostraron contaminacién en suelo en un drea cercana a estos
lagos crater (Emilio Portes Gil, municipio de San Nicolds Buenos
Aires), por lo que la infeccién por el sustrato es factible, ya que el
suelo es reservorio de Brucella hasta por 80 dias, adicionalmente
otras especies de Brucella han sido aisladas del suelo y se han
relacionado con procesos infecciosas en fauna silvestre (Pappas,
2010). En otro orden de ideas, con respecto a la afinidad sexual
de Brucella por las hembras adultas resultado de este estudio, se
debe senalar que existen reportes para hembras silvestres con
radio 2:1, como el caso de la rana toro de Tanzania, los zorros
rojos en Austria, y los armadillos de Argentina (Eisenberg et al.,
2012; Hofer et al., 2012; Kin et al., 2014). Es de resaltar que, en
organismos ungulados, también existe una mayor afinidad por
las hembras, mismo caso que en humanos (Salem & Mohnsen,
1997; Pappas et al., 2006; Pappas, 2010).

Por otra parte, en correspondencia, los datos de la prueba
de 2-ME que detecta las IgG1 y la IgG2 en mamiferos (en este
caso su correspondiente ort6logo es IgY en reptiles), demuestran
que estas inmunoglobulinas se encuentran a posteriori a la
infeccién y pueden persistir durante un largo periodo de tiempo
(Godfroid et al., 2011). Sin embargo, como lo refieren Jaffredo
et al., (2006), la mayoria de los reptiles sintetizan dos clases de
anticuerpos diferentes, uno de alto peso molecular que es el
equivalente del IgM sérico y otro de bajo peso molecular llamado
IgY que seria el caso de este trabajo. En contraste, Jacobson &
Origgi (2002); Gambon-Deza et al., (2007); Jacobson, (2007); y
Zhang et al., (2017), coinciden en que los ensayos seroldgicos,
son una herramienta poderosa para diagndstico de infecciones
emergentes en reptiles, pero también reconocen, el gran vacio
que existe en la informacién bésica al respecto, por lo que estos
datos son importantes como aporte al conocimiento del sistema
inmunolégico, en reptiles viviparos de altura, que presupone
relaciones evolutivas, de complemento o redundantes (Scholz et
al., 2016). Por lo que se propone hacer mas pruebas en un futuro,
al respecto.

En la fase aguda de la infeccién del organismo, existe una
excrecion elevada de Brucella sp. en el medio ambiente que puede
perdurar hasta 18 semanas (Bathke, 1981). Ademds, la trasmisién



de la brucelosis en los animales rumiantes ocurre a través de
la excrecién de materiales contaminados del aparato genital
femenino (placenta, mortinatos, fluidos, etc.), constituyendo
la principal forma de trasmisién infectiva a otros animales y
al hombre en concentraciones incluso del orden de los UFC
1x1012 (WHO, 1997; Godfroid et al., 2013). Desde luego no existe
esta informacién en reptiles, pero es de importancia sefialar
que S. megalepidurus potencialmente podria tener un rol como
reservorio de este género bacteriano, ya que las hembras son
viviparasy presentan una placenta rudimentaria (Godinez, 1985;
Méndez de la Cruz y Manriquez, 2014; Scholz et al., 2016), y tanto
las crias como la madre no presentan lesiones aparentes, por
tanto, la afeccién por Brucella sp. en estas lagartijas sigue siendo
incierta, por lo que los siguientes estudios estardn enfocados a
conocer la patologia. Las pruebas seroldgicas realizadas en el
test de este estudio, demostraron una prevalencia importante
de la infeccidén en los ejemplares adultos estudiados de S.
megalepidurus (40%). Mientras que los juveniles estudiados
fueron negativos a las pruebas seroldgicas o la carga bacteriana
es indeterminada, por tanto, es probable que lo ejemplares
adultos infectados adquirieron a esta bacteria en una edad
posterior, o incrementaron su carga bacteriana tal vez después
de su primer afio de vida, debido a que las hembras positivas a
las pruebas de Brucella sp. en algunos casos estaban prefiadas lo
que pudiera estar ligado a eventos de placentacién como en otros
grupos (Godfroid et al., 2013).

Existe un problema zoondtico importante en esta region,
mismo que ha permeado a otros grupos taxonémicos (Cruz-
Avifia et al., 2015; Cruz-Avifa et al., 2017), estos resultados
aportan informacién novedosa, reconociéndose a los reptiles
como una extensién del nicho ecoldégico del género Brucella como
nuevos vectores, anfitriones u hospederos; sin embargo; atin no
conocemos su papel ecolégico (Scholz et al., 2016; Eisenberg et
al., 2017;). Hasta hace unas décadas se reconocia histéricamente
las diferencias entre especies de Brucella por el tropismo, la
patogenicidad y la expresién fenotipica del huésped, hoy en
dia habra que pensar en otros aspectos y nuevas posibilidades
epidemioldgicas.

Las fuentes contaminadas adquieren una gran importancia
epidemioldgica, debido a la gran resistencia ambiental del
genero Brucella (Moreno, 2002). Por su parte B. melitensis fue
reportada en la zona para pastos, suelo, establos, medios de
trasporte y agua (Castafieda-Roldan et al., 2005; Tiller et al.,
2010; Cruz-Avifia, 2013; Cruz-Avifia et al., 2015). Con base en
lo anterior, es viable que el suelo como sustrato sea una fuente
importante de contaminacién para S. megalepidurus en esta zona
en particular (Castafieda-Rolddn et al., 2005; Scholz et al., 2009;
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Scholz et al., 2016).

Por su parte, el diagnéstico de la deteccién de Brucella sp.
por PCR como herramienta confirmatoria presenta muchas
ventajas, por poseer mayor sensibilidad y mayor especificidad
que otras pruebas. No obstante el aislamiento y resiembra del
patdgeno sigue siendo la prueba en el estudio de la brucelosis
(Godfroid, 2002; Godfroid et al., 2005) y en el caso de la
Organizacién Mundial para la Salud Animal (OIE) las pruebas de
rosa de Bengala (RB)y aglutinacién en Placa (SAT) son el estandar
para la confirmacién de Brucella en fauna silvestre (http://www.
oie.int, 2017). Por su parte Eisenberg et al., (2012) en su trabajo
en rana toro amplificaron el gen bscp31 (IS711) compardndolo
con cepas de referencia de B. abortus, B. melitensis, B. ovis y B.
suis respectivamente. En contraste para este estudio, se utilizd
PCR punto final, buscando la amplificacién del gen bp26/ 1S711
que es especifico del género Brucella (Cloeckaert et al., 2000). El
gen bp26 codifica la proteina BP26 (Omp28) que es un antigeno
inmunodominante en la infeccién de Brucella en fauna silvestre y
humanos. De acuerdo con la secuencia de genes en el ARNr 168,
el género Brucella estd categorizado como una proteobacteria
(a-2) con relacién filogenética con Agrobacterium, Rickettsia,
Rhizobium y Rhodobacteraceae (Moreno et al., 2002). La
clasificacion de las especies de Brucella es controvertida porque
los estudios de hibridacién DNA-DNA han demostrado una alta
homologia (mayor a un 95%) entre los distintos tipos y especies
de Brucella. Sin embargo; se tiende a utilizar la taxonomia
clasica, considerando las especies y las biovariedades, cuyo eje
clasificador es la afinidad por distintos huéspedes, aunque no
existe una adaptacién absoluta a los mismos (Ortega et al., 2013).
A diferencia de lo que sucede con otras bacterias patdgenas, la
identificacién de las distintas especies de Brucella no se logra
mediante la secuenciacién del ARNr 16S (Gee et al., 2004) ni con
la amplificacién de la regién del ADN ribosémico situada entre
el 16S y el 23S. (Ortega et al., 2013). Por lo que para este trabajo se
optd por la regiéon BP26 (Omp28).

Por otra parte, las cepas de referencia de B. abortus S19
y B. melitensis M16 son parte importante en los programas
gubernamentales de control y erradicacién de la brucelosis en el
ganado en esta Regidn, por parte de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA),
de ahi la importancia de este estudio, ademds, recientemente
se ha reportado su potencial efecto deletéreo en la fauna nativa,
como contaminante ambiental en suelo (Almuneef et al., 2004;
Castafieda-Roldan et al., 2005; Godfroid et al., 2011; Godfroid et
al., 2013; Scholz et al., 2009; Papas, 2010) y agua natural (Cruz-
Avifia et al., 2017). Actualmente no hay vacuna disponible para
la vida silvestre, ni tampoco vacuna para la brucelosis humana
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(Yang et al., 2013). La prevencién de la infeccién ambiental
por brucelosis vertical y horizontal depende del control de la
enfermedad en el ganado y animales de granja en lo general
(WHO, 1997; Azpiri et al., 2000; Pappas et al., 2006). Nuevas
especies de Brucella pueden emerger y coexistir con las especies
tradicionales debido a su capacidad de adaptacién a cambios
sociales, culturales, viajes y practicas agropecuarias; es decir a
cambios medio-ambientales (Godfroid, 2002; Godfroid et al.,
2005; Pappas et al., 2006; Pappas, 2010).

CONCLUSIONES

Se aisl6 y determind la presencia de Brucella sp. en muestras
de tejido por métodos microbioldgicos y moleculares, derivado
de Sceloporus megalepidurus (lagartija corredora de vientre
blanco), Puebla, México, con una incidencia del (53%) del
primoaislamiento y (40%) de las pruebas confirmatorias y por
PCR, en 75 muestras para este estudio. Este es el primer reporte
de aislamiento de Brucella sp. en un lacertilio nativo de México.
Existe un problema zoonético importante en esta Regién, mismo
que ha permeado a otros grupos taxondmicos, estos resultados
aportan informacién novedosa, reconociéndose a los lacertilios
como una extension del nicho ecoldégico del género Brucella como
nuevos vectores, anfitriones u hospederos.

La brucelosis es una enfermedad zoondtica que tiene
importancia socioeconémica, veterinaria, ecoldgica en muchas
dreas del mundo. Su presencia en especies no target u objetivo es
una indicacién de su diversificacién y de la gama de potenciales
hospederos. Esta es también una condicién alarmante en un
pais, donde no hay control o erradicacién de brucelosis silvestre.
Ademas, la presencia de brucelosis en reptiles, no solo aumentan
el riesgo potencial de dicha enfermedad para el ganado, si, no
también para los seres humanos.
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