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RESUMEN

Brachyspira spp. son espiroquetas intestinales y patégenos
importantes en medicina veterinaria, el cerdo es el hospedador del
gue mas estudios se han reportado. Las espiroquetas intestinales
son responsables de infecciones en el tracto intestinal que se
manifiestan como diarrea mucohemorragica, colitis y trastornos
intestinales en varios hospederos incluyendo al humano. Dos
especies de Brachyspira afectan a las personas, Brachyspira
pilosicoli (también afecta al cerdo y a otros animales domésticos)
y Brachyspira aalborgi. El objetivo de este trabajo fue demostrar
la presencia de espiroquetas intestinales del género Brachyspira
en muestras de heces remitidas a laboratorio de parasitologia
de dos hospitales publicos de Ciudad Victoria, Tamaulipas. Se
obtuvieron alicuotas de muestras de heces del Hospital Civil de
Ciudad Victoria (n = 160) y del Hospital Infantil de Tamaulipas
(n = 65). Las muestras fueron sembradas en medio de cultivo
selectivo e incubadas en jarra en condiciones de anaerobiosis
a 42 °C durante siete dias para aislamiento de Brachyspira. De
225 muestras, cinco fueron positivas al aislamiento bacteriolégico,
confirmando la presencia de formas espiroquetales caracteristicas
Gram -vo por microscopia (100x). De primo-aislamientos o pases
subsecuentes de los aislados se obtuvo ADN para la identificacion
molecular de los especimenes por medio de 16S rDNA-PCR. La
ocurrencia de aislamiento de espiroquetas intestinales fue de 2.2%
(5/225), de las muestras positivas, cuatro fueron de muestras
del Hospital Infantil de Tamaulipas y de esas, dos fueron de

ABSTRACT

Brachyspira spp. are intestinal spirochetes that are important in
veterinary medicine, the pig is the host for which more studies
have been published. The intestinal spirochetes are responsible
intestinal infections that cause muco-hemorragic diarrhea, colitis
and intestinal disorders in various hosts including humans. Two
species of Brachyspira affect people, Brachyspira pilosicoli (also
affects the pig and other domestic animals) and Brachyspira
aalborgi. The aim of this work was to demonstrate evidence of the
genus Brachyspira in fecal samples sent to parasitology laboratory
of two public hospitals in Ciudad Victoria, Tamaulipas, Mexico.
Fecal samples were obtained from Hospital Civil de Tamaulipas
(Civil Hospital of Tamaulipas, n = 160) and from Hospital Infantil
de Tamaulipas (Children Hospital of Tamaulipas, n = 65). Samples
were seeded onto selective bacteriological medium and incubated
in anaerobic jar at 42 °C for 7 days for isolation of Brachyspira. Out
of 225 samples, 5 were positive to bacteriological isolation, the
spirochetal forms Gram -ve were confirmed by microscopy (100x).
From primeisolates and subsequent passages DNA was extracted
for the molecular identification of specimens by the 16S rDNA-
PCR. The occurrence of intestinal spirochetes isolation was 2.2%
(5/225), of the positive samples, 4 were from Children Hospital of
Tamaulipas and out of those, 2 from children of 9 and 14 months
old, and the other 2 from children of 9 and 14 years of age. The
results of this work showed evidence of intestinal spirochetes in
fecal samples sent to the parasitology lab of the public hospitals
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nifios de nueve y 14 meses de edad, y las otras dos de nifios de
nueve y 14 afios de edad. Los resultados muestran la presencia
de Brachyspira en muestras de heces remitidas a los hospitales
publicos incluidos en la investigacion. Un dato relevante en este
trabajo fue el aislamiento de espiroquetas intestinales de muestras
de heces de nifios, lo cual deja una interrogante en el mecanismo
de transmision. Este trabajo representa el primer reporte de
presencia de este enteropatégeno en el sector salud en México.

Palabras clave: Espiroquetas intestinales, Brachyspira, entero-
patégeno, zoonosis.

INTRODUCCION

Las espiroquetas intestinales (EIl) son bacterias
anaerébicas tolerantes al oxigeno, lo cual las coloca
en la categoria de fastidiosas para trabajar en el
laboratorio. En tiempos recientes varias especies de
El han sido reconocidas, algunas de las cuales han
sido reportadas en el cerdo; sin embargo, hay otros
hospederos como aves (gallinas de postura) para
los cuales estas bacterias también son patégenas,
dentro de esos hospederos se incluye al humano.

Debido a los cambios en la taxonomia de las El,
en la actualidad la familia Brachyspiracea incluye al
género Brachyspira,* que incluye a un amplio nimero
de especies de las cuales B. innocens es considerada
apatégena y se encuentra en el tracto intestinal del
cerdo. Otras especies de Brachyspira en medicina
veterinaria por su patogenicidad son particularmente
importantes en el cerdo, Brachyspira hyodysenteriae
(antes Treponema hyodysenteriae y/o Serpulina
hyodysenteriae),?* Brachyspira pilosicoli,* Brachys-
pira intermedia y Brachyspira murdochii.® Otras
especies de Brachyspira se encuentran otros
hospederos como aves, Brachyspira alvinipulli® y
Brachyspira suanatina’ o el perro, Brachyspira canis,®
y recientemente otra especie patdégena se encontrd
en el cerdo, Brachyspira hampsonii.°

En el cerdo, B. pilosicoli es responsable de una
condicion patoldgica denominada espiroquetosis
coldnica porcina,” la cual se caracteriza por una
diarrea catarral (exceso de moco en heces) que
afecta el desarrollo normal de los cerdos. En huma-
nos, B. pilosicoli es responsable de una condicion
patologica del colon denominada espiroquetosis
coldnica. Por su parte, B. aalborgi esta asociada a
la patologia conocida como espiroquetosis intesti-
nal humana.'® Varios reportes han dejado evidencia
gue la espiroquetosis intestinal en humanos es una
condicion intestinal que genera dolor abdominal,
diarrea recurrente, colitis y pérdida de peso, ya que

included in this research. An important fact was the isolation of
intestinal spirochetes from fecal samples of children, for which the
mechanism of transmission remains uncertain. This work is the
first report on the presence of the enteropathogen Brachyspira in
the public health sector in Mexico.

Keywords: Intestinal spirochetes, Brachyspira, enteropathogen,
ZooNnosis.

se han documentado casos en varios paises, por
ejemplo, Dinamarca,® ltalia,’* Estados Unidos,*?
Noruega'® y Australia,’* entre otros. En México
no hay reportes consistentes del aislamiento de
El de humanos a nivel de muestras de hospital;
sin embargo, existe reporte de su aislamiento en
muestras colectadas de comunidades rurales junto
con muestras de animales domésticos en las que
se mostro la evidencia de su presencia en muestras
de animales domésticos y de humanos.*®

En el estado de Tamaulipas no existen reportes
de la ocurrencia de Brachyspira spp. asociados a
trastornos intestinales en humanos, por lo que el
objetivo de este trabajo fue determinar la presencia
de El en muestras de heces referidas para estudios
coproparasitoscépicos en hospital publico en Ciudad
Victoria, Tamaulipas, y lograr la identificacion mole-
cular de los aislados correspondientes.

Figura 1: Aislamiento bacterioldgico de El en Brachyspira Selective
Medium-BSM, se observa hemdlisis y crecimiento caracteristico en
avanzada de Brachyspira spp.
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Figura 2: Formas espiroquetales de Brachyspira, Gram negativas
observadas al microscopio optico con objetivo de inmersién (100x).

MATERIALY METODOS

Esta investigacion se realizé en colaboracién con
investigadores de dos hospitales publicos del
estado de Tamaulipas: el Hospital Civil de Ciudad
Victoria (HCCV) y el Hospital Infantil de Tamaulipas
(HIT). Durante el transcurso de este estudio de tipo
observacional no se tuvo contacto con las perso-
nas (pacientes) que remitieron muestras de heces
al laboratorio de los hospitales para deteccién de
parasitos gastrointestinales por medio de estudios
coproparasitoscopicos.

Para realizar el trabajo de laboratorio sélo se
obtuvo una porcién minima (alicuota, menor a 1 g) de
heces de la muestra original, la cual se transfirié a un
microtubo tipo Eppendorf (1.5 mL) y se transportaron
en caja de unicel (hielera) con refrigerantes para
preservarlas a baja temperatura hasta llegar al labo-
ratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma
de Tamaulipas, donde se procesaron por bacterio-
logia, habiendo transcurrido no méas de 24 horas de
haber sido colectadas. Se obtuvieron alicuotas de
un total de 225 muestras de heces, del HCCV (n =
160) y del HIT (n = 65). Normalmente, el esquema
para remitir muestras al laboratorio para examenes
coproparasitoscopicos es en serie de tres, por lo que
de algunas muestras se obtuvo la serie de tres y de
otras sdlo una o dos muestras de la serie de tres.

Las muestras se sembraron en medio del cultivo
selectivo para Brachyspira, BSM (Brachyspira
Selective Medium)-Agar Columbia no. 2 (Oxoid®
UK), suplementado con 8.0% de sangre de caballo

y un compuesto de espectinomicina 500 mg/L,
vancomicina 25 mg/L y colistina 25 mg/L. Los
sembrados fueron incubados por siete dias a 42 °C,
en jarra de anaerobiosis usando el sistema GasPak
(AnaeroGen Oxoid®, UK). Después de la incubacion
los sembrados fueron revisados buscando observar
primo-aislamiento con el crecimiento caracteristico
de Brachyspira spp., (hemolisis y crecimiento en
avanzada). Para confirmar la presencia de El en
primo-aislamientos se realizaron preparaciones de
frotis, se tifieron con tincion de Gram y observaron
al microscopio (Carl Zeiss Primo Star, Germany)
con objetivo de inmersion (100x), para detectar las
formas espiroquetales caracteristicas de Brachyspi-
ra. De primo-aislamientos de El se realizaron pases
subsecuentes hasta obtenerlas en cultivo puro.

A partir de aislamientos se realizé una extraccion
de ADN (QIAamp PowerFecal® DNA Kit, QIAGEN
Germany) para después someterlo a una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) flanqueando el
gen 16S rDNAY usando los iniciadores Brachys pilo-
aalbor F 5’ (5-GCGAACTGGTGAGTAACACG-3)
y Brachys pilo-aalbor R 3’ (5'-GAGTCTGGGC-
CGTATCTCAG-3’) en reacciones de 50 puL volumen
final, a una concentracién de 0.8 umol/L, mediante las
condiciones de termociclado: 94 °C por 1 minuto, 58
°C p or 1 minuto y 72 °C por un minuto por 40 ciclos,
generando un producto de 241 pb, de acuerdo con la
metodologia descrita por.'? Para la reaccién de PCR
se incluyd la cepa ATCC-51139 de B. pilosicoli como
control positivo. Los amplicones fueron movilizados
por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%,
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en
fotodocumentador (Gel Doc®, BioRad USA).

RESULTADOS

De 225 muestras procesadas para el aislamiento
bacteriologico de Brachyspira, cinco fueron positivas al
detectarse el crecimiento caracteristico de El en cultivo
(crecimiento hemolitico y en avanzada) (Figura 1), en
las que la presencia de formas espiroquetales Gram
negativas fue confirmada por microscopia optica con
objetivo de inmersion (100x). Una vez confirmada la
pureza de los pases subsecuentes en preparaciones
microscopicas se consideraron como aislados de
Brachyspira spp., de los cuales se obtuvo evidencia
fotografica (Figura 2).

La ocurrencia de aislamiento fue de 2.2% (5/225),
de los cuales cuatro muestras fueron del HIT, dando
una ocurrencia de 6.1% (4/65), de las cuales dos
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fueron de nifios de nueve y 14 meses de edad y las
otras dos muestras positivas fueron de pacientes
de nueve y 14 afios de edad. La muestra positiva a
aislamiento proveniente del HCCV fue de unindividuo
femenino de 50 afios de edad. Del ADN extraido
de los aislados de El se confirmé la identidad de
Brachyspira a través del 16S rDNA-PCR, observan-
do el amplicon caracteristico de 241 pb en gel de
agarosa tefiido con Bromuro de Etidio y visualizado
en transiluminador (Figura 3).

DISCUSION

Datos de la situacion epidemioldgica de El van de
acuerdo a la metodologia diagndstica usada para
la identificacion, sea en biopsia de tejido intestinal
(colon), aislamiento bacterioloégico y/o pruebas
moleculares (PCR). Las EIl son consideradas como
fastidiosas para trabajar en el laboratorio,® por lo que
varios reportes han basado los datos de prevalencia
en deteccion molecular; sin embargo, lograr aisla-
miento es una evidencia contundente para demostrar
la presencia del agente en la muestra.

En este estudio se obtuvo una ocurrencia de aisla-
miento de El de 2.2% (5/225) de muestras de heces,
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1 kpb
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Figura 3: Amplicn de 241 pb producto de Brachyspira 16S rDNA-
PCR en gel de agarosa + Bromuro de Etidio. A1-A5 aislados de El
de muestras de heces de hospital publico; C+ Control positivo ATCC-
51139 B. pilosicoliy C- control negativo sin templete de ADN.

que fue confirmada por 16S rDNA-PCR, lo cual dejo
claro que se trata de aislados de Brachyspira. En
otros estudios han reportado prevalencia de 2.5 a
16.0% en individuos de paises desarrollados.***
No obstante, en paises en desarrollo se reporta una
prevalencia mas alta (33.0%) de acuerdo con datos
de los ultimos 20 afios, es importante el hecho que las
El se han encontrado tanto en individuos con diarrea
y en aquellos sin diarrea, siendo mayor la prevalencia
en individuos con trastornos intestinales.**” Para el
presente estudio, las muestras fueron remitidas a
hospital publico para estudios coproparasitoscopicos
y no necesariamente para estudio de aislamiento de
Brachyspira spp.

En un estudio previo en México realizado en
comunidades rurales de Irapuato, Guanajuato, se
obtuvo una ocurrencia de primo-aislamiento de El
de cuatro hospederos de esas comunidades, cerdo,
perro, aves (gallinas) y humano, en la que para las
muestras de humano se encontré6 una ocurrencia
de 16.7% (22/131) y en general una ocurrencia de
18.1% (86/473) del total de muestras de los cuatro
hospederos, los aislados de El de las heces de
humano de las comunidades rurales muestreadas
en 2014 fueron compatibles con B. pilosicoli por 23S
rDNA RFLP-PCR.*

Dado que B. pilosicoli es capaz de colonizar a
varios hospederos, el haberla encontrado en sus
hospederos en comunidades rurales toma relevancia
como un problema de salud publica. Estudios realiza-
dos en Australia en nifios de comunidades de abori-
genes en el area de Kimberly y Darwin, encontraron
que 32.0% (59/181) de las muestras fueron positivas
para El; sin embargo, los datos de ocurrencia de El
para habitantes urbanos de ciudades del Noroeste
de Australia fue de 1.2% (8/695). En ese estudio se
reporté que la edad de las personas era entre dos y
18 afios de edad, siendo la ocurrencia de ElI mayor
en nifios menores a dos afos de edad y que algunos
de los nifios fueron muestreados consecutivamente
durante tres afios, obteniéndose en algunos casos
aislamiento positivo en la primera y la segunda
colecta de muestra, y en otros casos en la primera
y la tercera colecta de muestra.'” En el presente
estudio se detect6 la presencia de El en muestras
de nifios entre nueve meses y 14 afios de edad y en
algunos casos también se detecté la presencia de El
en muestras seriadas, por ejemplo, de las muestras
seriadas de tres se consiguid deteccion de todas o
en otros casos en al menos una de las tres muestras,
lo cual coincide en parte con lo reportado en el
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trabajo de Lee y Hampson, en 1992, en aborigenes
australianos.*’

Son dos las especies de Brachyspira que afectan
al humano: B. aalborgi y B. pilosicoli; estudios de
muestreo de heces y PCR en India encontraron una
prevalencia de 6.0% (19/316) para B. aalborgi y de
25.6% (80/316) para B. pilosicoli y una prevalencia de
3.2% para la presencia de ambas EI.*® En ese estudio
también se determinaron algunos factores de riesgo
para la ocurrencia de Brachyspira en los habitantes de
esos lugares, identificandose el radicar en Balipara,
que otros miembros de la familia estén colonizados
y tomar agua de pozo asociados (p < 0.05) con la
presencia de El; es interesante el factor de riesgo
gue otros miembros de la familia estén colonizados.

En otro estudio realizado en Indonesia también
se encontré como factor de riesgo para la ocurrencia
de B. pilosicoli (p < 0.01) el que otros miembros
de la familia tengan trastornos intestinales y tomar
agua de pozo, ademas de nifios de 2-5 afios de
edad e identificacion de protozoarios.'® Lo anterior
podria explicar en parte lo encontrado en el presente
trabajo, ya que se aislaron El de muestras de heces
de nifios menores de un afio porque a esa edad los
nifios normalmente dependen del cuidado de los
padres, principalmente de la madre; por lo que el
mecanismo de transmisién podria ser el contacto
estrecho que se da entre hijos y padres, estos
ultimos podrian ser la fuente de contagio.

Sin duda, la epidemiologia de Brachyspira spp.
es compleja porque es un patégeno intestinal que
afecta a varios hospederos animales causando
diarrea, colitis hemorragica (disenteria porcina) o
colitis catarral y/o trastornos intestinales, por lo que
su estudio merece atencion por ser un problema de
salud publica desde la perspectiva de las zoonosis.

En este trabajo se demostrd la presencia de El
en muestras de heces remitidas a dos hospitales
publicos de Ciudad Victoria, Tamaulipas. Brachyspira
se aislé de muestras de un paciente adulto y de varios
nifios, siendo mayor la frecuencia de aislamiento
de nifios y la identidad molecular de los aislados
fue realizada por 16S rDNA-PCR, con lo que quedo
evidenciado que Brachyspira tiene presencia en
habitantes en el estado de Tamaulipas. Ademas,
un dato relevante en este trabajo fue el aislamiento
de Brachyspira de muestras de heces de nifios de
muy corta edad (nueve y 14 meses), lo cual deja una
interrogante en el mecanismo de transmisién. Este
trabajo representa el primer reporte de presencia de
Brachyspira spp. en el sector salud en México.
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