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RESUMEN

Antecedentes: Las bacterias del género Brucella producen la enfermedad conocida como brucelosis (la zo-
onosis mas importante del orbe). Actualmente se reconocen 14 especies, reportadas en mamiferos marinos,
anfibios y peces comerciales, En los Ultimos afios, en la Cuenca Oriental se detectd a Brucella melitensis en
suelo agricola y en el agua de los Lagos Crater, por lo que se especulaba si B. melitensis tenia la capacidad
de infectar a la ictiofauna nativa. Objetivo: Aislar e identificar a Brucella melitensis en el charal Poblana
letholepis del Lago Crater La Preciosa. Métodos: El primoaislamiento se realizd en placa-Agar a partir de
tejidos blandos y la identificacion del microorganismo a través de pruebas microbiologicas estandar. La
identificacion se corrobord por PCR-PF, utilizando cepas de referencia, mediante la amplificacion el gen bp26,
especifico para el género Brucella. Resultados: Se aisld a B. melitensis en 66.66% de las muestras estudia-
das n=60, los perfiles microbioldgicos resultaron comparativamente idénticos con las cepas de referencia.
La prueba por PCR amplifico el gen especifico del género bp26 con 1029 pb en 40% de las muestras anali-
zadas. Conclusiones: El estudio genero el primer reporte de aislamiento e identificacion para B. melitensis
en un pez nativo, el cual da soporte a futuros estudios para comprender mejor esta enfermedad zoonotica y
reconocer la importancia de la fauna nativa en la transmision y permanencia de la brucelosis en ambientes
acuaticos naturales.

Palabras clave: Axalapascos, biodiversidad, Brucella spp., conservacion bioldgica, contaminacion micro-
biologica.

ABSTRACT

Background: Bacteria of the genus Brucella yield the disease known as brucellosis (the most critical zoono-
sis in the world). Currently, 14 species are recognized, reported in marine mammals, amphibians, and com-
mercial fish. In recent years, in the Eastern Basin, Brucella melitensis was detected in agricultural soil and the
Crater Lakes’ water, so it was speculated whether B. melitensis could infect native ichthyofauna. Objective:
Isolate and identify Brucella melitensis in the charal of La Preciosa Crater Lake (Poblana letholepis). Methods:
The first isolation was carried out on agar-plate from soft tissues and identifying the microorganism through
standard microbiological tests. Which was corroborated by PCR-PF, using reference strains, by amplifying the
bp26 gene, specific for the genus Brucella. Results: B. melitensis was isolated in 66.66% of the samples
studied n=60, the microbiological profiles were comparatively identical with the reference strains. The PCR
test amplified the genus-specific gene bp26 with 1029 bp in 40% of the samples analyzed. Gonclusions:
The study generated the first isolation and identification report for Brucella melitensis in a native fish, which
supports future studies to better understand this zoonotic disease and recognize the importance of native
fauna in the transmission and permanence of brucellosis in natural aquatic environments.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, nuevos patdgenos zoon6ticos emergen (Laperche,
2011), derivados principalmente de la fauna silvestre y de las malas
practicas del manejo de animales domésticos (vacas, cabras, entre
otros), lo cual genera problemas en la salud publica (Gummow, 2010;
Cabello & Cabello, 2008). Sin embargo; la dinamica ecolégica y meca-
nismos de accion de este tipo de patdgenos sigue siendo poco cono-
cida (Whatmore et al., 2015; Valenzuela & Medina, 2014; Woolhouse
& Gowtage-Sequeria, 2005; Cleaveland et al., 2001). En este sentido,
la brucelosis es una enfermedad zoonético emergente (EZE) que tiene
un impacto significativo en la salud y la economia de comunidades
rurales en muchas partes del mundo (Whatmore et al., 2015; Cabello
& Cabello, 2008).

Brucella son bacterias Gram negativas, aerobias, no motiles, no
esporuladas, capaces de sobrevivir fuera del ambiente celular y otros
medios como agua embotellada (2 meses, pH= 8.0 y 8°C) y agua mine-
ral (hasta 72 dias, pH 4.2-8.4, 20°C) (Falenski et al., 2011). La supervi-
vencia es de hasta 200 dias en el agua natural (pH 9-9.3, 15-18°C, 0.5-
9.8%) de la misma region donde el problema de la brucelosis humana
data desde 1921 (Cruz-Avifa et al., 2015, Placeres, 1923). Actualmen-
te, Brucella comprende 14 especies, de las cuales solo el 70% han sido
descritas en los ultimos 25 afios, incluyendo la descripcion de nuevos
hospedadores acuaticos en cautiverio. Por ejemplo, la trucha arcoiris
(Onchoryncus mykiss), el bagre del Nilo (Clarias gariepinus) y diversas
especies ranas (Whatmore et al., 2015; Eisenberg et al., 2012; Pap-
pas, 2010; El-Tras et al., 2010). Es por lo anterior que se considera un
género en expansion hacia nuevos reservorios o nichos (0’ Callaghan
& Whatmore, 2011; El-Tras et al., 2010; Pappas et al., 2006; Gelev &
Gelev, 1988). Esta expansion se detectd en el Lago Crater de la Cuen-
ca Oriental, el cual es de caracter endorreico y esta considerado por
CONABIO como area prioritaria importante (ANP 122 y RHP 71), que
abarca los estados de Puebla, Tlaxcala y Veracruz, donde se presenta
una notable prevalencia y morbilidad de brucelosis en el humano (BrH
12-15 %) y en el ganado caprino (BrA 20-30 %) desde hace casi 100
afios (Cruz-Avifia et al., 2015; Cruz-Avifia, 2013; Castafieda-Roldan et
al., 2005; Placeres, 1923).

Las infecciones por este tipo de bacterias presentan un efecto ne-
gativo sobre la biodiversidad, debido a que alteran significativamente
sus tasas de crecimiento y reproduccion (O'Callaghan & Whatmore,
2011; Cabello & Cabello, 2008), lo cual vulnera la fauna nativa como
resultado de un aumento en la tasa de mortalidad y el potencial riesgo
de extincion (Cabello & Cabello, 2008). En México existe un notable
incremento en el impacto de las Enfermedades Zoonoticas Emergen-
tes, mismas que pueden afectar la vida silvestre (Bulman & Lamberti,
2011; Jones et al., 2008). El charal de La Preciosa, Poblana letholepis
(Alvarez, 1950) es un aterindpsido endémico, restringido al lago crater
La Preciosa de la que existe poca informacion (Hernandez-Rubio et al.,
2016; Ceballos & Ortega, 2011; Lira-Guerrero et al., 2008; Flores-Ne-
grete, 1998; Espinosa-Pérez et al., 1993; Diaz-Pardo, 1992; Guerra
Magaria, 1986; Alvarez, 1950; De Buen, 1945). Una especie que desde
tiempos prehispanicos representa un recurso alimenticio y econémic-
amente importante para los lugarefios (Alcocer et al., 2004). Las pobla-
ciones silvestres de P letholepis se encuentran en riesgo debido a la
contaminacion de su habitat. La NOM-059-ECOL-2010 la reporta como
una especie amenazada (A) y la lista roja de especies amenazadas [UCN
la considera en peligro critico (CR) (Cruz-Avifia et al., 2015, Cruz-Aviia,
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2013, SEMARNAT, 2010; Can-Chulim et al., 2011; Castafieda-Roldan et
al., 2005; Alcocer et al., 2004; Contreras-Balderas et al., 2002).

A pesar del reconocimiento cientifico del charal del lago La Pre-
ciosa (P. letholepis), desde hace 70 afios, poco se conoce sobre su
ecologia, enfermedades y aspectos especificos para el logro de su
aprovechamiento sustentable. Ademas, a la fecha no existen acciones
concretas para su conservacion (Ceballos et al., 2018; Cruz-Avifia et
al., 2015; Woolrich-Pifia et al., 2012; Alcocer et al., 2010; Bloom et
al., 2009; Miller, 1986). El objetivo del presente estudio fue detectar la
presencia de la bacteria Brucella melitensis en el charal Poblana letho-
lepis de La Preciosa, mediante métodos microbioldgicos y moleculares
(PCR), para contribuir asi a su preservacion y al estudio cientifico de
esta especie mexicana.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. El Lago La Preciosa (Las Minas) es un lago crater tipo
Maar, monomictico, calido tropical de altura (2400 m. snm), de tipo
atalasohalino e hipohalino (1.1 gL™"), un pH alcalino (<9) considerado
oligotréfico y con una profundidad maxima de 36 m. Ubicado entre los
19° 21°'N y 97° 23'W en la Cuenca Oriental (Alcocer & Bernal, 2010;
Armienta et al., 2008; Arredondo-Figueroa, 1983) (Fig. 1).

Trabajo de campo. Para este estudio se realiz un muestreo simple
completamente aleatorizado para poblaciones finitas, lo que arrojo una
N total de 263 individuos que deberian ser capturados en las estacio-
nes planteadas. Sin embargo, el esfuerzo de muestreo (abril 2014 a
mayo 2016) solamente permitid capturar un total de 60 ejemplares de
P, letholephis del lago crater La Preciosa en sitios cercanos a la orilla.
La colecta se realizd con un chinchorro (12 x 3 m) de malla cerrada a
diferentes profundidades. Los ejemplares se colocaron en bolsas de
plastico con agua del lago y hielo conforme a las técnicas descritas
por Hernandez-Rubio et al., (2016) y Blancas-Arroyo et al., (2014). Los
peces se transportaron al Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del
Centro de Investigacion en Ciencias Microbioldgicas del Instituto de
Ciencias de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla (CICM-IC-
BUAP) para su andlisis respectivo. Los organismos fueron sacrificados
por shock térmico y se diseccionaron para obtener el tracto digestivo
y gonadas. Los charales estudiados se donaron institucionalmente a
la Coleccion Nacional de Peces del Instituto de Biologia de la UNAM
(CNPE), con nimero de coleccion: PE 10146- PE10203.

Trabajo de laboratorio. Se disefiaron dos analisis a partir de métodos
diagnostico directo (aislamiento en placa-agar y PCR punto final).

1. Aislamiento de Brucella sp. en placa-agar. De los ejemplares de P,
letholephis se obtuvieron muestras del tracto digestivo y génadas
conforme a la técnica de Amato et al., (1991). Los tejidos fueron
centrifugados en tubos Falcon de 50 mL con suero fisiologico (Rin-
ger lactato) y del boton del sedimento se tom6 una alicuota de 10
mL para realizar series de diluciones por triplicado en el intervalo
de 10 a 108L, las cuales fueron inoculadas en placas de Petri con
agar del medio especifico BrucellaBUAP® (Laboratorio de Patoge-
nicidad Bacteriana, CICM, IC, BUAP, Puebla, 2015), con cristal vio-
leta y antibi6ticos (Alton et al,.1988; Alton et al., 1976; Alton et al.,
1972). Las placas se incubaron dentro de frascos de vidrio (2.5 L),
con una atmosfera de CO,al 5%, a 37°C por 48 h (Castafieda-Rold-
an et al., 2005 modificado; Alton et al., 1988; Alton et al., 1976).
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Aislamiento de Brucella melitensis en el charal Poblana letholepis

165

Figura 1.- Ubicacion de la zona de muestreo, Lago Crater La Preciosa, Puebla, México.

La identificacion inicial de Brucella fue por morfologia, donde a
partir del total de colonias obtenidas se seleccionaron colonias con
caracteristicas tipicas del género Brucella, a las cuales se les rea-
lizaron pruebas de aglutinacion con suero especifico anti-Brucella,
tincion de Gram, tincion de Zihel-Neelsen (ZH) modificada y prue-
bas bioguimicas (TSI, Citrato; Urea, LIA, produccion de H,S en tiras
de acetato de plomo, aglutinacion con acriflavina). La identificacion
de Brucella melitensis se establecié mediante pruebas de sensibi-
lidad a colorantes con Tionina (diluciones 1:100,000, 1:50,000 y
1:25,000), Fucsina (115937 Merck Millipore) (dilucion 1:10,000) y
Safranina (115948 Merck Millipore) (dilucion de 1:10,000) (Alton et
al., 1988). También se calculo el total de resultados positivos obte-
nidos para Brucella melitensis derivados de las muestras. Los pri-
mo aislamientos se separaron durante las siguientes 8 a24 hy se
resembraron en el medio BrucellaBUAP® bajo las condiciones an-
teriormente descritas. Posteriormente se les realizaron las pruebas
(SAT), 2-B-mercaptoetanol (2BME) y Serion ELISA classic Brucella
IgG/IgM/IgA. Estos se llevaron a cabo en el depésito y comparativa-
mente con los controles positivos de cepas vacunales de Brucella
Rev-1y Brucella M16 (Yagupsky,1999; Alton et al.,1988).

Test rosa de Bengala.- El antigeno rosa de Bengala (8% concen-
tracion celular) y suero control positivo (22°C), se mezclaron con la
suspension bacteriana (30 pL cada uno). La mezcla se agité suave-
mente en un agitador de balanceo (Boyn, SK-R330-Pro), durante 5 min
y se depositd la suspensién como gota de 2 cm de diametro, en placa
de vidrio esmerilada. La aglutinacion visible se considerd positiva (OIE,
2004; Alton et al., 1988).

Test de Rivanol.- El antigeno de Rivanol-Brucella y la solucion de
Rivanol fueron obtenidos en el Laboratorio de Patogenicidad bacteriana
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del CICM-IC-BUAP. EI ensayo se realizd mezclando 40 mL de muestra
de suero con igual volumen de Rivanol. La solucién se agité en un
tubo de ensayo, se dejo reposar durante 5-60 minutos y se centrifugd
durante 5 minutos a 1500 rpm. Se mezclaron 30 mL de antigeno de
Rivanol con 80 mL, 40 mL, 20 mL y 10 mL del sobrenadante, respecti-
vamente, para obtener diluciones 1:25, 1:50, 1: 100 y 1: 200. Las pla-
cas se rotaron y mantuvieron durante seis minutos bajo cubierta para
evitar la evaporacion, seis minutos después las placas fueron rotadas
de nuevo. La aglutinacion completa a la 1:25 fue considerada positiva
(Quinn et al., 1994).

2. PCR-Punto Final

- Purificacion de ADN. Se procedid a purificar el ADN bacteriano
de los aislamientos derivados del tejido de P letholephis con
sospecha de Brucella, a través de un Kit gendmico de purifica-
cion ADN-NORGEN 21550 (Norgen Biotek Corporation, Ontario,
Canadd) que permite obtener ADN de alta calidad, a partir de
tan sélo 10 células bacterianas en 1 mL de muestra (Shell et
al., 2013) hasta obtener 5 ng/uL de ADN bacteriano en cada
muestra, con una pureza en la absorbancia de 260/280 nm.

- Andlisis Molecular. Se realizé un andlisis de la cadena en reac-
cién de la polimerasa PCR para comprobar que el ADN de las
colonias aisladas pertenecia al género Brucella, para lo cual se
extrajo el ADN total bacteriano de cepas de referencia. La am-
plificacion del gen bp26 se realizd con cebadores especificos
para el género Brucella (Cloeckaert et al., 2011), mediante el Kit
comercial (Genomic DNA Purification, Thermo Scientific™, Kit
Fermentas). Para la cuantificacion de ADN extraido se usé un Kit
comercial (Quant-iT* ds DNA HS Assay Kit, de Invitrogen). En los
cebadores y la PCR se us6 el método descrito por Garcia-Yoldi
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etal., (2006) y el programa miniPCR™ (Cambridge, Ma, USA). Los
cebadores utilizados fueron: Oligo 1: 5’GCCCCTGACATAACCCGC-
TT3’y Oligo 2: 5’GAGCGTGACATTTGCCGATA3'. El carril M indica
el Marcador molecular. Las cepas de referencia empleadas como
controles positivos fueron B. S19 (carril 1) y B. M16 (carril 2) y
como control negativo se utilizd Escherichia coli (carril 3), y el
ADN bacteriano extraido de P, letholepis (carril 4).

RESULTADOS

Analisis Microbioldgico y Primoaislamiento.- Se logré el primoaisla-
miento para Brucellaen 40 de las 60 muestras de P, letholepis (66.66%)
en el tracto digestivo y génadas de los ejemplares. Las muestras se
resembraron por triplicado y posterior a las 48 hrs fueron positivas a
pruebas de diagnostico de rutina para Brucella melitensis: rosa de Ben-
gala, Gram, Rivanol, SAT y 2ME (Tabla 1). Las muestras restantes de
este estudio resultaron negativas o indeterminadas con un bajo porcen-
taje en concentraciones de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en
rango de 1x10° hasta 1x 10™°.

Actividad metabdlica.- CO, independiente. No produjo H,S. Mostr6
crecimiento positivo en presencia de fucsina basica y de tionina, positi-
vo para safranina e hidrolizd de manera normal la urea.

Deteccion por PCR punto final.- Se obtuvo la ampliacion del gen
bp26 con longitud de 1029 pb (carril M, marcador molecular) de las
muestras del ADN bacteriano purificado (carril 4) y se les comparé con
los controles positivos B. M16 (carril 1), B. $19 (carril 2), se utilizo ADN
de E. coli como control negativo (carril 3); siendo positivas 24 muestras
a Brucella (40%) del total analizado (Fig. 2).

DISCUSION

Aunque la brucelosis ha sido reportada con anterioridad en humanos,
animales domésticos, animales silvestres y animales marinos (Godfroid
et al.,, 2011; Godfroid et al., 2010; OIE, 2004; Pedley & Pond, 2003;
Moreno et al., 2002; Godfroid, 2002; Corbel & Brinley-Morgan, 1984),
este es el primer reporte sobre la presencia de Brucella melitensis en
P letholepis dentro de un sistema acuatico Iéntico endorreico, sien-
do descritos los peces de agua dulce como portadores sintomaticos.
El reporte de la diseminacion de Brucella hacia nuevos organismos o
reservorios representa un hito epistemoldgico, ya que antiguamente
se consideraba que la brucelosis era una patologia exclusiva de los
mamiferos (Jones et al., 2008; OIE, 2004). Los resultados encontrados
comprueban la complejidad del problema ambiental, asi como la evo-
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lucion constante del patdgeno; su migracion y colonizacién hacia nue-
vos hospederos, incluido el ambiente acuatico (Cruz-Avifa et al., 2015;
Osterman & Moriydn, 2006). Ademas, su funcion de vector para varios
patdgenos bacterianos zoonéticos, donde se incluyen Aeromonas spp.
(Palumbo et al., 1985), Vibrio spp. (Lehane & Rawlin, 2000), algunas
especies de la familia de las enterobacterias como Edwardsiella spp.
(Meyer & Bullock, 1973), Mycobacterium spp. (Ho et al., 2006), Strep-
tococcus spp. (Weinstein et al., 1997) y Erysiplothrix (Gorby & Peacock,
1988). En cuanto a la relacién con Brucella melitensis, El-Tras et al.
(2010) y Salem & Mohsen (1997), reportan que el bagre del Nilo (Clarias
gariepinus) es susceptible a contraer esta bacteria. Sin embargo, se
trata de B. melitensis biovar 3, una biovariedad que no esta reportada
para México. Los resultados del presente estudio (n=60; n,=40 mue-
stras positivas en placa de Agar (66.66%) y n,=24 muestras positivas
para PCR (40%)), demuestran que el charal endémico del lago crater
La Preciosa puede ser infectado naturalmente por B. melitensis biovar
1y sugerir que P letholepis debe ser considerada como potencial re-
servorio para B. melitensis biovar 1, representando un papel clave en la
epidemiologia de la enfermedad en la region del Cuenca Oriental, area
endémica de brucelosis humana y de ganado caprino (Cruz-Avifia et
al., 2015). Aunque el objetivo del estudio no era estimar la frecuencia
de la infeccién por Brucella en el charal del lago La Preciosa en la
region, la deteccion de B. melitensis biovar 1 en un 66.66% de las
muestras de peces en varios sitios del lago crater, sugiere un alto nivel
de exposicion en estos cuerpos de agua de la Cuenca Oriental. En con-
traste, a lo reportado por Salem & Mohsen (1997) y El Tras et al. (2010);
los resultados de esta investigacion mostraron un nimero de positivos
por PCR importante (40%). Adicionalmente, en estos cuerpos de agua
endorreicos y lénticos, hay una mayor probabilidad de contaminacion
microbioldgica como resultado del acceso directo al ganado caprino
que pace sin control (libre) en la zona y sus materiales contaminantes
(fetos abortados, membranas fetales, placenta, orina, etc.). Por lo que
se incrementa el potencial de contaminacion por Brucella. Aunado que
los peces pueden infectarse con facilidad por bacterias zoondticas en
ambientes acuaticos contaminados (Guzman & Campos 2004; Pal &
Gupta, 1992; Geldreich & Clarke, 1966;). Por su parte, Salem & Moh-
sen (1997) reportan lesiones cutaneas en bagres (Clarias gariepinus)
inoculados experimentalmente con 105 células de B. melitensis biovar
3. Sin embargo, en la recoleccion de organismos, no se detectaron le-
siones cutaneas superficiales visibles. Aunque hay que hacer énfasis
entre la gran diferencia de tamafio del bagre C. gariepinus comparado
con el aterinido P, letholepis. La evidencia sugiere por primera vez, un
posible vinculo entre la brucelosis en peces de agua dulce y la bruce-
losis en otras especies. En este sentido, B. melitensis biovar 1 es la
causa principal de la brucelosis en caprinos y humanos en la zona de

Tabla 1.- Resultados de las pruebas positivas a las pruebas bioquimicas de diagnostico de rutina para la identificacion de Brucella aislado de MM
de P, letholepis: rosa de Bengala, Gram, Rivanol, SAT y 2ME. Los muestras restantes de este estudio resultaron negativas o indeterminadas a estas
pruebas con un bajo porcentaje en concentraciones de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de 1x10° hasta 10,

Necesidad  Produccion Tionina Safranina  Fucsina
Especie Biotipo Oxidasa de CO deHS Ureasa 1:.25 000y 1:10000 1:50 000
2 2 1:50 000
B. melitensis 16 M Biotipo 1 (+) () () v (+) (+) (+)
B. melitensis aislada Biotipo 1 (+) () () V (24 horas) (+) (+) (+)

de MM de P, letholepis

(+)
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la Cuenca Oriental, donde existe una incidencia del 10% de brucelosis
en humanos y del 30% de brucelosis en ganado caprino, datos que se
encuentran por encima de la media nacional (Cruz-Avifa et al., 2015;
Garcia-Juarez, 2014). Lo anterior también se relaciona con el hecho de
que las cabras infectadas pacen libres por el campo abierto y a la orilla
de los Lagos Crater (La Preciosa), ambientes susceptibles debido al
tipo de suelo (cineritico) y la naturaleza endorreica de estos cuerpos de
agua, lo que facilita la contaminacion microbioldgica de tipo mecénica
por arrastre, misma que se maximiza en la época de lluvias (Cruz-Avifia
et al., 2017; Cruz-Avina et al., 2015; Cotruvo et al., 2004; Alcocer et
al., 2004). Asimismo, persiste entre los lugarefios una alta incidencia
de brucelosis humana por el contacto con rumiantes (ganado caprino)
expuestos e infectados y el consumo de algunos de sus productos o
derivados, por ejemplo, leche sin pasteurizar y queso crudo (Cruz-Avifia
etal., 2015). Esta alta incidencia también se ha reportado para el bagre
del Nilo (Clarias gariepinus), derivado del consumo humano de pro-
ductos lacteos crudos o sin hervir procedentes de los hatos de ganado
artiodactilo o camellos (Jennings et al., 2007; Almuneef et al., 2004;
Namiduru et al., 2003; Kiel & Khan, 1993; Bilal et al., 1991).

Por su parte, la aparicion de un nuevo agente patégeno tras un
salto de taxon o de especie representa la colonizacion exitosa de un
nuevo habitat. Pese a poseer distintos hospedadores preferentes, tanto
B. abortus como B. suis se han aislado en varias especies silvestres en
el mundo, lo que resulta menos frecuente con B. melitensis (Dobson &
Foufopoulos, 2001; Daszak et al., 2000).

Cabe sefialar, que los resultados del estudio por métodos micro-
bioldgicos son mas cercanos a B. melitensis biovar 1, lo cual coincide
en linea a lo reportado por Cruz-Avifia et al. (2017) y Cruz-Avifia et al.
(2015) en este cuerpo de agua (Lago Crater La Preciosa). Sin embar-
go, la patogénesis de Brucella spp. en las especies silvestres no se ha
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definido todavia con suficiente precision (Kang et al., 2011), su preva-
lencia es generalmente baja o muy baja, por lo que el comportamiento
individual y las interacciones entre fauna silvestre y ganado doméstico,
no son los factores de mayor relevancia epidemioldgica en la potencial
transmision de esta bacteria. Puesto que las pruebas indirectas, basa-
das normalmente en el diagndstico seroldgico en muestras de sangre
o leche, no pueden identificar la especie de Brucella involucrada. Es
preciso recurrir, siempre que sea posible, al diagndstico bacterioldgico
utilizando técnicas clasicas que siguen vigentes como confirmatoria a
nivel mundial (OIE, 2004) o aquellas basadas en la biologia molecular
(PCR). Sin embargo; las pruebas serolégicas no siempre son capaces
de determinar el microorganismo patdgeno, y menos aln; cuando no
hay informacion de las capacidades genéticas de respuesta al ambien-
te de la brucelas procedente del medio silvestre (Kang et al., 2011). Por
estas razones, se utilizaron tanto las técnicas clasicas microbiologicas
como por PCR, donde se amplificd al gen bp26 especifico del género
Brucella. Estos resultados concuerdan con lo sugerido por Cloeckaert
et al. (2011), Pappas (2010), Scholz et al. (2008) y Pappas et al. (2006),
quienes sugieren que el género Brucella puede potencialmente afectar
a una gama ecol6gica amplia (Scholz et al., 2016), incluyendo actual-
mente a peces nativos como P, etholepis. Al respecto, P, leptholepis ha
aumentado su potencial estatus de peligro critico (CP), debido area de
distribucion restringida (<100 km?) de Grado 4 de acuerdo con el criterio
de distribucion (MER) de caracter microendémica (Aldama et al., 2007).
La especie P, letholepis solo reside en el lago crater La Preciosa y este
lago al igual que los otros lagos crater de la Region sufre problemas
de contaminacion microbiolégica sistematica e historica (Cruz-Avifia et
al., 2017 Alcocer et al., 2004). Adicionalmente se reportan hasta 22
tipos diferentes de parasitos para este Atherinido, incluyendo especies
zoonoticas (Moreno-Navarrete & Aguilar-Aguilar, 2013; De Leon et al.,
2008 y Coyote, 2000) y ahora se incluye a Brucella como de potencial
riesgo zoondtico (Lopez-Goii et al., 2011).

Figura 2.- Ampliacion del gen bp26 (especifico para el género Brucella). Los cebadores fueron: (Oligo 1: 5’GCCCCTGACATAACCCGCTT3', Oligo 2: 5’GAGCGTGACATTT-
GCCGATA3’). Carril M (Marcador molecular); Carril 1y 2, cepas de referencia empleadas como controles positivos, B. S19'y B. M16, respectivamente y Carril 3, cepa
de referencia de E. coli como control negativo; linea 4, ADN bacteriano extraido de tejidos blandos de Poblana letholepis.
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Hasta hace unas décadas se reconocia histéricamente las dife-
rencias entre especies de Brucella por el tropismo, la patogenicidad
y la expresion fenotipica del huésped, hoy en dia habra que pensar
en otros aspectos, nuevas posibilidades y generar nuevos métodos de
diagndstico para especies nativas. La cepa aislada de Brucella meliten-
sis biovar 1, es capaz de migrar del ganado caprino, al agua natural,
peces y potencialmente al resto de biodiversidad nativa, con incidencia
directa en los habitantes de las comunidades aledafias. A pesar de las
nulas practicas zoosanitarias en la Cuenca Oriental (cabras infectadas
pastando sin control), esta investigacion aporta datos relevantes para
mejorar entendimiento del papel que juegan estos nuevos hospederos
de la enfermedad. Aunque faltan estudios concluyentes a largo plazo
para entender el rol de estos “nuevos jugadores” epidemioldgicos, se
requiere alertar sobre la incidencia potencial de este patdgeno en re-
servorios no convencionales, para establecer medidas de prevencion
en la Region de estudio, con la finalidad de comprender mejor a esta
enfermedad zoonética y reconocer la importancia de la fauna nativa
en la transmision y permanencia de la brucelosis en areas naturales.

CONCLUSIONES

Se determind la presencia de Brucella melitensis en tejidos blandos del
Charal Poblana letholepis del lago crater La Preciosa Puebla, México,
por medio de métodos microbiol6gicos y moleculares, con una inci-
dencia del (66%) del primoaislamiento y (40%) de las pruebas con-
firmatorias por PCR, demostrandose la transmision por interfaz de la
enfermedad y el potencial riesgo ecoldgico en la ictiofauna nativa de la
region de los lagos crater como nuevo reservorio de Brucella.
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