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RESUMEN.
Las bacterias del genero Brucella ocasionan la enfermedad infecciosa llamada Brucelosis, pudiendo ocasionar grandes pérdidas en el sector ganadero, por su patogenicidad para infectar a los animales y al humano como huésped accidental. Hasta la fecha, se conocen diez especies de Brucella, el diagnóstico microbiológico es tardado y poco exitoso, requiriendo implementar nuevas alternativas en su identificación y diferenciación. Por lo que en este trabajo, se realizó el análisis e identificación de diferentes especies del género Brucella (cepas de referencia, campo y emergentes) utilizando como herramienta la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), que es una técnica analítica instrumental que permite conocer los principales grupos funcionales de la estructura molecular de un compuesto, obteniendo información sobre aspectos cualitativos y cuantitativos. Para este estudio, se usaron bacterias del género Brucella del cepario del laboratorio de Patogenicidad Microbiana del Centro de Investigación en Ciencias Microbiológicas del ICUAP, las cuales se sembraron en medio Brucella-BUAP, se incubaron a 37°C por 48 horas e inmovilizaron con formaldehido al 5% por seguridad y manejo. Posteriormente, por FTIR se analizó cada cepa obteniendo diferentes espectros característicos, observando principalmente cambios espectrales en las cepas de referencia de B. abortus S19, B. suis 1330, B. melitensis M16 con respecto a la cepa emergente B. microti en la región de proteínas de 1500 a 1700cm-1 y carbohidratos de 900 a 1200 cm-1. En las cepas de campo se encontraron diferencias más notorias entre ellas en comparación con las de referencia, en las intensidades de las bandas, especialmente en la región de ácidos grasos (3000 a 2800 cm-1). Por lo tanto, se propone esta técnica para la identificación y diferenciación de las diversas especies de Brucella, pudiendo profundizar su estudio con análisis quimiométricos logrando la cuantificación en función a las unidades formadoras de colonia.


1.- INTRODUCCION 
Los microorganismos patógenos pueden contaminar los alimentos y generar enfermedades graves en los seres humanos. Estas enfermedades infecciosas transmitidas por los alimentos son conocidas como “ETAS”, las cuales cada vez van teniendo mayor importancia a nivel mundial. Entre los agentes que producen ETAS se encuentran Escherichia coli, Staphylococcus spp., Salmonella spp., Brucella spp., Listeria monocytogenes, Shigella, Vibrio cholerae., Yersinia, Streptococcus, entre otras. Los microorganismos patógenos pueden afectar gravemente al sector salud, ganadero y al sector alimenticio. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) cada año, se producen unos dos mil millones de casos de diarrea en todo el mundo. Las enfermedades diarreicas son una causa principal de morbilidad, mortalidad y un factor importante de desnutrición en la niñez; y por lo general son consecuencia de la exposición a alimentos o agua contaminados [1]. En caso particular la brucelosis es una de las zoonosis de mayor distribución mundial ocasionada por las bacterias del genero Brucella, son bacilos Gram negativos de 0.5 a 1.5 micrómetros de longitud. Hasta la fecha se reconocen diez especies del género Brucella (melitensis, abortus, suis, canis, ovis neotomae, pinnipedialis, ceti, microti, inopinata) cuya clasificación se basa principalmente en diferencias en su patogenicidad y preferencia por su hospedero [2]. El hombre es sensible a las primeras cuatro especies ya que se consideran a Brucella ovis y B. neotomae poseen una baja virulencia por lo que se restringen a ciertos huéspedes. La Brucella inopinata aunque fue aislada de un implante mamario aún no se ha estudiado como es que ocasiono este daño. Todas las especies de Brucella pueden también infectar especies de animales de vida silvestre, se han aislado especies clásicas de Brucella de animales como bisonte, alce, cerdo salvaje, jabalí, zorro, liebre, búfalo africano, reno y caribú [3]. Por lo que Una nueva especie de Brucella, B. microti se ha aislado de roedores de campo y se ha encontrado ser patógena en los ratones. B. microti fue aislada por primera vez del hígado de un ratón de campo común (Microtus arvalis) que se encuentran en el sur de Moravia, República Checa en el año 2000. Recientemente B. microti También se identificó a partir de los zorros rojos de Baja Austria. Los aislamientos frecuentes de diferentes hospedadores mamíferos en diferentes regiones geográficas sugiere que B. microti podría ser un patógeno emergente. Más recientemente, B. microti se aisló del suelo donde se encontraron los ratones de campo infectados, lo que es atípico para las especies de Brucella [4]. Para su determinación e identificación se requieren de análisis microbiológicos como extensión en placa en medios selectivos, pre enriquecimiento y enriquecimiento en caldos nutritivos y selectivos, diferenciación mediante pruebas bioquímicas. Sin embargo, el tiempo necesario para realizar estos diagnósticos es muy prolongado. Por lo que se requiere de la implementacion de tecnicas complementarias para su analisis, proponiendo la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) como una alternativa, ya que es una tecnica relativamente rapida,simple de usar, requiere muy poca cantidad de muestra y no es destructiva, comprende el uso de la absorción, emisión o dispersión de radiación electromagnética para estudiar la materia o procesos fisicoquímicos. La región del infrarrojo, se encuentra localizada entre las regiones visibles y la de microondas del espectro electromagnético. De esta forma, una sustancia puede ser caracterizada midiendo la absorción de energía infrarroja de las moléculas que la componen. La espectrometría en el infrarrojo es una herramienta versátil que se aplica a la determinación cualitativa y cuantitativa de especies moleculares de todo tipo. La región infrarroja del espectro electromagnético se divide en tres zonas, infrarrojo lejano (100 -25 μm), mediano (25-2.5 μm) y cercano (2.5-1 μm). En el infrarrojo medio se presenta la absorción por parte de enlaces moleculares, específicamente se presentan aquí vibraciones de tipo primario y es la más común y más empleada para el análisis de sustancias orgánicas. Por lo tanto, en este trabajo se propone la técnica de espectroscopia infrarroja para la identificación y diferenciación de las diversas especies de Brucella.


2.- DESARROLLO EXPERIMENTAL. 
Las cepas de Brucella utilizadas en este trabajo se obtuvieron del banco de cepas del laboratorio de patogenicidad microbiana perteneciente al centro de investigación ICUAP. Se trabajó con tres cepas de referencia B. melitensis M16, B.suis 1330, B.abortus S19. Una cepa emergente B. microti y 10 cepas de campo aisladas de alimentos, humanos y animales. Las cepas de Brucella se sembraron de forma masiva en cajas Petri con caldo Brucella-BUAP adicionando agar al 2% adicionado con antibióticos (Vancomicina, Polimixina B, Clicoheximida, Nistatina y Ácido nalidíxico). Se incubaron a 37⁰C por 48 horas. Teniendo el crecimiento masivo de las cepas se debían inactivar para el manejo de las muestras y evitar daños a la salud humana. Por lo que todo el crecimiento de las cepas se colocó en un tubo falcón con 5 ml de agua destilada con formaldehído al 5% previamente esterilizado, para posteriormente ponerlo en agitación constante por 48 horas a 20⁰C. Los tubos se pusieron a centrifugar a 4800 rpm x 30 minutos. El sedimento obtenido se lavó tres veces con agua destilada estéril y por último se centrifugó a 7500 rpm x 20 minutos, el sedimento obtenido se re suspendió en un mililitro de agua destilada. Al finalizar se estandarizaron las muestras a una densidad óptica de 2.4 a 600nm. Las muestras se guardaron en eppendorf y sellados con parafilm para ser transportados al laboratorio donde se medirán por la técnica de Espectroscopia FTIR para obtener los espectros de cada cepa.
El equipo que se utilizó para caracterizar las distintas cepas, fue un espectrómetro FTIR Bruker, modelo Vertex 70, utilizando la modalidad de muestreo por Reflectancia Total Atenuada (ATR), con accesorios de la marca PIKE, figura 1. En el rango infrarrojo mediano (400-4000 cm1).El tiempo de adquisición de cada espectro será de 120 segundos. Para obtener los espectros se salvó el pico y se medió la línea base cristal. Teniendo el eppendorf de cada cepa se tomaron 3μl y se dejó secar la muestra aproximadamente por 20 minutos para que se elimine el agua. Teniendo la muestra seca se medió y se obtuvieron los datos característicos de cada espectro FTIR para todos los microorganismos.
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Figura 1. Espectrometro FTIR, modelo vertex 70

3.- RESULTADOS.
Primero se analizaron todas cepas de Brucella de referencia, por la tecnica FTIR obteniendo los espesctros caracteristicos y unicos, logrando observar distintas bandas de absorcion a diferentes frecuencias para distintas regiones. Como se muestra en la figura 2, donde podemos observar el espectros de las 3 cepas de referencia B.abortus s19 (rojo). B suis 1330 (azul)  y B.melitensis m16 (verde) con la cepa emergente B. microti (morado). Al realizar el análisis espectral para las cepas de referencia y emergente de Brucella pudimos encontrar diferencias claras en ciertas regiones importantes del espectro infrarrojo donde las bandas de absorción son distintas para la cepa emergente en comparación a las cepas de referencia que muestran mayor similitud. 
[image: ]
Figura 2, espectro FTIR de las cepas de referencia de Brucella y la cepa emergente
 B. microti, en la región medio, 25-2.5 μm  (400-4000 cm-1). 

En la región de la amida I que va desde 1600-1700 cm-1, Al igual que en la región de la amida II, de 1480 a 1600cm-1 las cepas de Brucella microti (morado) es la que muestra una mayor diferencia en el espectro comparada con las demás cepas, Brucella abortus S19 (rojo), Brucella suis 1330 (azul) y Brucella melitensis M16 (verde) como se muestra en la figura 3.
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	Figura 3, muestra la región de las proteinas, 1578-1700 cm-1 para las cepas de referencia de Brucella y la cepa emergente B. microti.



Al igual que las cepas de referencia se les realizo el analisis por FTIR a todas cepas de campo de Brucella aisladas de distintos hospederos (alimentos, humanos y animales) comparandolas con la cepa de referencia correspondiente (cepa vacunal B.abortus S19). sin embargo solo se muestran algunos de los espectros de estas cepas. Las cepas de campo de Brucella pueden adquirir ciertas diferencias fenotipicas al entrar en contacto con el hospedero como se observo en el analisis espectral que las cepas de campo de Brucella generan un espectro caracteristico y unico, mostrando muchas diferencias al de la cepa de refrencia como se muestra en la figura 4 se observo que los espectros FTIR de las cepas de Brucella aisladas de alimentos Leo2 (azul), Leo7 (cian) y Leo9 (morado) presentaron bandas de absorcion muy diferentes al de la cepa vacunal B. abortus s19 (negro). 

[image: ] 
Figura 4. Espectros FTIR en la región de 400 a 4000cm-1 de las cepas de Brucella 
aisladas de alimentos Leo2, Leo7 y Leo9 y la cepa vacunal B. abortus s19. 

En la figura 5 se muestra algunas regiones donde se pueden observar bandas de absorción características para cada cepa como en la región de los ácidos grasos 2800-3000cm-1 y en la región de las proteínas 1578-1700cm-1.
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	 Figura 5 Espectros FTIR para las cepas de Brucella aisladas de alimentos y la cepa vacunal B.abortus s19.para la región de proteínas (1,525 a 1700 cm-1) y la región de los ácidos grasos (2850 a 2890cm-1). 




4.-CONCLUSIONES. 
La identificación de microorganismos es de gran importancia para el control de los agentes causales de infección como es la especie Brucella que presentan casos clínicos, al igual que afecta al sector ganadero. Siendo la técnica FTIR cada vez más utilizada para el análisis de microorganismos, por lo que para las especies de Brucella de referencia se observaron diferencias en la región de carbohidratos (900-1200cm-1), que pueden ser por las distintas cantidades de perosamina presente en el lipopolisacarido (LPS). Por otra parte, para las cepas de Brucella aisladas de los distintos hospederos se observan diferencias en la región de lípidos de (2800-3000cm-1), pudiendo ser por la distinta composición lipídica en la envoltura celular y finalmente para la región de proteínas (1500-1700 cm-1) tanto para las cepas de referencia como de campo se observan diferencias en esta región del espectro FTIR, en la que refleja la distinta composición de enlaces peptídicos en la pared celular.
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