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RESUMEN 

 

La brucelosis es una enfermedad zoonótica causada por las bacterias del género Brucella 

spp. Las brucelas causan problemas reproductivos en animales domésticos e infecciones 

crónicas y debilitantes en los humanos, además de pérdidas económicas significativas en 

el mercado ganadero. Entre los años 2012 y 2013 se obtuvieron varios aislamientos 

bacterianos (denominados baboCR63, baboCR64 y baboCR67) a partir de hatos bovinos 

y bufalinos costarricenses seropositivos a Brucella spp . A pesar de que estos aislamientos 

presentaron características fenotípicas similares a bacterias del género Brucella spp., esto 

se descartó después de hacer un análisis de secuenciación de genoma completo en estos 

aislamientos. Este estudio se enfocó en la caracterización fenotípica y bioquímica de estos 

aislamientos, para evaluar su posible interferencia en el diagnóstico de la brucelosis. Los 

aislamientos fueron sometidos a pruebas bioquímicas como la actividad ureasa, reducción 

de nitratos y actividad catalasa. Se evidencia que, aunque comparten ciertas 

características bioquímicas con Brucella spp., también poseen diferencias. Los 

aislamientos crecieron en medios de cultivo selectivos específicos para brucelas como 

CITA y Farrell; sin embargo, presentaron reacciones variables en pruebas como absorción 

de cristal violeta y aglutinación con naranja acridina, lo que sugiere diferencias en su 

membrana. Para evaluar su patogenicidad y capacidad de generar una respuesta inmune 

detectable, se inocularon ratones con estas bacterias. Solo baboCR64 mostró permanencia 

transitoria en el bazo. Ninguno de los aislamientos indujo respuesta de anticuerpos 

significativa detectable por Rosa de Bengala o iELISA, al indicar que no existe 

interferencia con estas pruebas serológicas en el modelo de ratón. La secuenciación 

genómica evidenció que los aislamientos tienen similitudes con los géneros Microvirga 

spp. Y Camelimonas spp.; este último relacionado con abortos en bovinos.  



Este proyecto de graduación resalta la importancia de la vigilancia continua, la utilización 

de rutina de métodos de tamizaje y diagnósticos adecuados para distinguir entre Brucella 

spp. y otras bacterias fenotípicamente similares; se brinda una mejora en las estrategias 

de control y prevención de la brucelosis. 

 

Palabras clave: Brucella, aislamientos bacterianos, caracterización fenotípica, 

interferencia diagnóstica, secuenciación genómica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Brucellosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Brucella spp. These 

bacteria can cause reproductive problems in domestic animals, chronic, debilitating 

infections in humans, and significant economic losses in the livestock market.  

Between 2012 and 2013, several bacterial isolates (designated baboCR63, baboCR64, 

and baboCR67) were obtained from Brucella-seropositive cattle and buffalo herds in 

Costa Rica. Although these isolates presented phenotypic characteristics similar to 

Brucella, it was ruled out that they belonged to the genus after whole-genome sequencing 

analysis.  

This study focused on these isolates’ phenotypic and biochemical characterization to 

evaluate their potential interference in brucellosis diagnosis. The isolates were subjected 

to biochemical tests such as urease activity, nitrate reduction, and catalase activity, 

showing that although they share specific biochemical characteristics with Brucella spp., 

they also have key differences. The isolates grew in selective culture media specific for 

Brucella spp. growth, such as CITA and Farrell; however, they exhibited variable 

reactions in tests such as crystal violet absorption and acridine orange agglutination, 

suggesting differences at the membrane level. To evaluate their pathogenicity and ability 

to generate a detectable immune response, mice were inoculated with these bacteria. Only 

baboCR64 showed transient persistence in the spleen. None of the isolates induced a 

significant antibody response detectable by the Rose Bengal test or iELISA, indicating 

no interference with these serological tests in the mouse model.  

Genomic sequencing revealed that the isolates have similarities with the genus 

Microvirga spp. and Camelimonas spp., the latter being recently associated with abortions 

in cattle.  

 



This research highlights the importance of continuous surveillance and appropriate 

diagnostic methods to distinguish between Brucella spp. and other phenotypically similar 

bacteria, improving brucellosis control and prevention strategies. 

Keywords: Brucella, bacterial isolates, phenotypic characterization, diagnostic 

interference, genomic sequencing.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1.Antecedentes  

1.1.1 Brucelosis en animales y humanos  

La brucelosis se define como la infección producida por cualquier bacteria del género 

Brucella spp., ya sea en animales o en humanos (OIE, 2018). Las bacterias de este género 

están compuestas por cocobacilos Gramnegativos, patógenos intracelulares facultativos 

que forman parte de la familia Brucellaceae, orden Rhizobiales y clase 

Alphaproteobacteria. Como parte del género se encuentran diez especies reconocidas: B. 

abortus, B. suis, B. canis, B. ceti, B. pinnipedialis, B. inopinata, B. ovis, B. neotomae, B. 

microti y B. melitensis (Lui, 2015). 

Estas bacterias tienen tropismo por los órganos reproductores de los animales y en los 

humanos provocan la enfermedad conocida como fiebre ondulante. De manera clínica, la 

enfermedad en humanos puede ser inespecífica, con episodios febriles e incluso cursar 

con un desarrollo crónico. En los hospedadores animales es posible observar aborto, 

retenciones de placenta, orquitis, epididimitis, artritis e incluso meningitis. La 

presentación de los signos va a depender de la especie de Brucella spp. que esté 

provocando la infección. De manera general, B. melitensis y B. abortus son altamente 

patógenos para el ser humano y representan una amenaza a la salud pública, ya que son 

zoonosis importantes que requieren de un control adecuado desde producción primaria 

(OIE, 2018).  

La brucelosis es una enfermedad zoonótica, es decir, es transmitida de los animales hacia 

los humanos. Por lo que el contacto directo con un animal infectado o el consumo de 

subproductos contaminados representa un riesgo para la población humana (Olsen y 

Palmer, 2014). Leche de vaca, oveja o cabra contaminada puede ser fuente de infección, 

ya que se consume en grandes volúmenes. Los quesos frescos son una alta fuente de 



infección, ya que el proceso de producción del queso puede incluso concentrar a las 

brucelas que pueden sobrevivir hasta varios meses en esta matriz (Corbel et al. 2006). 

A nivel de diagnóstico, los casos de brucelosis humana son detectados de manera tardía 

y en su fase crónica, debido a que esta bacteria no causa respuestas inflamatorias ni 

interrumpe los ciclos de las células de su hospedador. A esto se le llama una “estrategia 

furtiva”, que le permite pasar desapercibida por el sistema inmune y establece su nicho 

de reproducción en el hospedador, de manera exitosa (Barquero-Calvo et al., 2007). 

Debido a lo exitosa que es Brucella spp. para establecerse en el organismo y que pocas 

veces se detecta la infección de forma temprana, es de suma importancia la prevención 

de su transmisión.  

1.1.2 Impacto socioeconómico de la brucelosis en Costa Rica y el contexto 

mundial 

 

La brucelosis es considerada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como la 

zoonosis con mayor distribución a nivel mundial. Según datos del INCIENSA, entre 2011 

y julio de 2022, se diagnosticaron 254 pacientes por brucelosis. Las provincias más 

afectadas son Alajuela, seguida por Limón y luego Puntarenas. Los grupos más expuestos 

son veterinarios, técnicos de laboratorio, ganaderos, empleados de finca o de plantas de 

proceso (Chinchilla, 2022). También es posible afirmar que el grado de prevalencia de la 

infección animal, el nivel socioeconómico y los hábitos alimenticios, afectan 

directamente la incidencia en los humanos (Pappas et al. 2006). Con la excepción de dos 

aislamientos de B. neotomae, todos los demás casos de brucelosis humana en el país 

correspondieron a B. abortus (Hernández-Mora et al, 2017b). 

Además de las repercusiones directas en salud animal y pública, las pérdidas económicas 

a nivel centroamericano, calculadas por la FAO, alcanzan hasta los 450 millones de 

dólares (SENASA, 2019). La brucelosis también tiene impactos directos sobre la 

economía costarricense, relacionados con la pérdida de animales por sacrificio, la baja de 



productividad (aumento de días abiertos, disminución de tasas de fertilidad, disminución 

de producción láctea) y abortos. También se experimenta una disminución en la 

comercialización de animales y aumento de costos de programas nacionales (costos de 

vacunación, muestreo y seguimiento de hatos positivos) (SENASA, 2019). El impacto en 

la salud pública se observa al tener que destinar fondos públicos para atender a los 

pacientes que presentan condiciones crónicas de salud incluso después del tratamiento, al 

aumento del pago de incapacidades y una reducción en la fuerza laboral del país 

(SENASA, 2019). 

1.1.3 Diagnóstico de brucelosis  

Debido a que a nivel clínico la enfermedad es poco específica, el diagnóstico de la 

brucelosis debe apoyarse con pruebas laboratoriales suplementarias (Corbel, 2006). A 

nivel laboratorial no existe una sola prueba que permita detectar la enfermedad, por lo 

que es necesario combinar métodos para tener un diagnóstico certero (Alton et al. 1988). 

Como la brucelosis en los animales de producción en el país actualmente no se encuentra 

controlada y tampoco se cuenta con un programa de vacunación robusto a lo largo del 

país, la prueba de Rosa Bengala (RBT) así como el ELISA indirecto (iELISA) se 

consideran adecuadas para el control de la enfermedad a nivel nacional (OIE 2018).  

La prueba Rosa Bengala es una prueba sencilla de aglutinación que utiliza antígeno 

coloreado con rosa bengala (Morgan et al. 1969). Este antígeno está hecho de una 

suspensión al 8% de cepas lisas de B. abortus 99 (Weybridge) o 1119-3 (USDA) las 

cuales se suspenden en un medio caliente con rosa bengala y un buffer de pH. 3.6 (OIE 

2022). Estas cepas deben ser totalmente lisas y no deben auto-aglutinar en salina ni 

acriflavina al 0.1%. También deben ser cultivos puros, independientes del CO2 como B. 

abortus bv.1 o B. melitensis bv.1 (OIE, 2022). Esta prueba se fundamenta en la reacción 

de aglutinación entre la presencia de anticuerpos en las muestras de suero analizadas con 



un antígeno en alta concentración (específicamente el S- lipopolisacárido).  Si se observan 

grumos o sedimento, al realizar la prueba, se confirma la presencia de anticuerpos y por 

lo tanto el resultado es positivo (Cernyseva et al, 1977).  

La legislación de Costa Rica se apega al Manual Terrestre de la OIE y utiliza la prueba 

Rosa Bengala como método de tamizaje a nivel de finca, ya que es fácil y rápida de 

realizar, no necesita conocimiento especializado ni equipos de alta tecnología, es de bajo 

costo y es posible implementarla a nivel de finca (Díaz et al, 2011; SENASA-CR, 2020). 

Posee una sensibilidad y especificidad del 99 %, valores que son respaldados por distintos 

autores (Omer et al, 2001; Mert et al, 2003; Hernández-Mora et al, 2017a). Sin embargo, 

como toda prueba serológica, es posible que haya reacciones cruzadas (falsos-positivos) 

debido a infecciones con otras bacterias como Yersinia enterocolitica O:9, Vibrio 

cholerae, Francisella tularensis y Escherichia coli O:157 (Liu, 2015) o debido a 

vacunación con la cepa S19 (la cual está registrada en nuestro país) (Chacón-Díaz et al, 

2021). Precisamente por esto, se deben confirmar las reacciones positivas con otras 

pruebas laboratoriales como el iELISA (OIE, 2018).  

Por otra parte, las pruebas de iELISA se fundamentan en la unión de complejos antígeno-

anticuerpo. El marcaje del anticuerpo con una molécula específica permite la 

cuantificación de los complejos. En el iELISA se utilizan dos anticuerpos, uno primario 

y uno secundario, el último es el que va conjugado con la enzima y se une al anticuerpo 

primario. Esto permite amplificar la señal obtenida como resultado (Abyntek, 2019).  

Para el diagnóstico de brucelosis esta prueba detecta anticuerpos IgG específicos contra 

el antígeno de Brucella spp. que es el polisacárido O del lipopolisacárido. La muestra 

utilizada es expuesta a dicho antígeno que se encuentra depositado en un pozo en una 

placa de ensayos; si la muestra contiene anticuerpos anti-polisacárido O, se unen al pozo. 

Posteriormente se añade otra sustancia que está conjugada con moléculas que brindan 



color a la reacción; la intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de 

anticuerpos presentes en la muestra que reaccionan con el antígeno. Finalmente, la lectura 

de los resultados se realiza a través de un espectrofotómetro que permite darle un valor 

numérico a la intensidad de color (Chemtest, 2021). Sin embargo, las pruebas de iELISA 

tampoco son infalibles y también se encuentra reportado en la literatura reacciones 

cruzadas (falsos-positivos), debido a infecciones con otras bacterias, como Yersinia 

enterocolítica O:9. La razón de estas reacciones cruzadas se debe, en gran parte, a que 

los dos microorganismos comparten determinantes antigénicos en la molécula del 

polisacárido O (Nielsen et al, 2005). 

A pesar de que las pruebas serológicas son importantes en el diagnóstico, la prueba que 

se considera como “estándar de oro” para así confirmar un caso de brucelosis es el 

aislamiento de Brucella spp.  

Los medios de cultivo selectivos contienen antibióticos apropiados para inhibir el 

crecimiento de microorganismos distintos a Brucella spp. El medio Farrell contiene 

sulfato de polimixina B, bacitracina, natamicina, ácido nalidíxico, nistatina y 

vancomicina (OIE, 2018). El medio de cultivo CITA utiliza vancomicina, colistina, 

nitrofurantoína, nistatina y anfotericina B. Este medio de cultivo inhibe la mayoría de los 

microorganismos contaminantes, pero al mismo tiempo permite el crecimiento de todas 

las especies de Brucella spp. y es más sensible que el medio de Farrell para el aislamiento 

de todas las especies lisas y rugosas de Brucella spp. de las muestras de campo, de tal 

forma que se convierte en el medio selectivo de elección para el aislamiento de Brucella 

spp. en términos generales (OIE, 2018).  

En medios sólidos adecuados, pueden observarse colonias claramente visibles de 

Brucella, después de tres o cuatro días de incubación. Tras cuatro días de incubación, las 

colonias de Brucella spp. son redondas, de 1-2 mm de diámetro, con los bordes lisos. Son 



translúcidas y de color miel pálido (OIE, 2018). Sin embargo, aún con las mejores 

técnicas laboratoriales, la pericia del operador influye en la eficiencia de este método 

diagnóstico, ya que si en el crecimiento inicial se selecciona una colonia inadecuada se 

podría concluir erróneamente que el animal no estaba infectado, cuando en realidad la 

selección de la colonia a crecer no fue la adecuada (Moreno et al, 2022).  

 

1.1.4 Legislación a nivel nacional  

Según el marco legislativo de Costa Rica, cualquier animal positivo a la prueba de 

tamizaje Rosa Bengala y la prueba confirmatoria de iELISA debe ser enviado a planta de 

proceso en un plazo de 15 días (MAG, 2000; MAG, 2008). La ley dicta que la ejecución 

de las actividades de vigilancia, control y erradicación de la brucelosis bovina se deberá 

realizar mediante esfuerzo y aportación conjunta de recursos económicos entre el sector 

público y privado. En el “Reglamento para la Intervención de la Brucelosis Bovina” Nº 

34858-MAG se menciona que no existirá ninguna responsabilidad indemnizatoria por 

parte del SENASA hacia los propietarios de hatos positivos (MAG, 2018).  

La vigilancia se realiza de dos formas: vigilancia pasiva y vigilancia activa. La vigilancia 

pasiva depende de la notificación por parte de la población de casos sospechosos (abortos, 

retención de placenta, muerte perinatal, entre otros signos). Con base en la información 

que recibe, define los pasos por seguir de la mano con los médicos veterinarios 

oficializados, de la zona. La vigilancia activa se realizará en aquellos hatos que están en 

proceso de saneamiento o en declaratoria de hato libre. También se llevará a cabo en 

fincas, subastas ganaderas y plantas de sacrificio, con el objetivo de detectar animales o 

fincas positivas. Se toman muestras sanguíneas, de leche y tejidos y dependiendo de los 

resultados se definen los pasos que pueden involucrar procesos de cuarentena y 

saneamiento hasta la erradicación de la enfermedad en el hato. (SENASA, 2020).  



1.1.5 Situación epidemiológica del país y posible problemática  

 

Entre el 2012 y el 2013 se estimó una prevalencia de la brucelosis bovina en un rango de 

10.5-11.4 %, al utilizar la prueba Rosa Bengala; esta prevalencia utiliza iELISA baja a 

4.1-6.0 % (Hernández-Mora et al, 2017a). Luego de este trabajo se realiza un estudio de 

filogenética con un total de 188 aislamientos costarricenses caracterizados 

bioquímicamente como B. abortus y recolectados entre el 2003 y el 2018 (Suárez-

Esquivel et al, 2020). Para este estudio se secuenció el genoma completo de los 

aislamientos y se obtuvo que tres de estos aislamientos de animales serológicamente 

positivos, no correspondían el género Brucella spp. A pesar de la búsqueda en bancos de 

genomas a nivel mundial, estos aislamientos no presentaron similitud alguna con los 

genomas reportados de ninguna especie bacteriana. Dos de los aislamientos se obtuvieron 

de dos bovinos diferentes en Llano Grande de Cartago en el 2012 (baboCR63 y 

baboCR64) a partir de muestras de leche y la tercera muestra se tomó de una búfala en el 

cantón de Upala en el 2013 (baboCR67) a partir de una muestra de placenta. Este dato 

toma relevancia ya que originalmente los animales de donde provenían estos aislamientos 

se categorizaron como positivos al RBT. Por lo tanto, es necesario indagar más a fondo 

sobre estos aislamientos y evaluar si la presencia de estas bacterias en los animales podría 

ser un obstáculo en el diagnóstico y entorpecer el adecuado aislamiento de Brucella spp. 

en las muestras de campo.  

Además, estos aislamientos representan una oportunidad para probar la selectividad en 

los nuevos medios de cultivo tales como medio CITA y Farrell altamente sensibles y 

específicos, recomendados actualmente por la OIE y que recientemente fueron 

incorporados y acreditados según normas ISO 17025 en los Laboratorios Nacionales de 

Servicios Veterinarios del SENASA. Estos medios de cultivo no estaban disponibles para 

las fechas cuando se obtuvieron dichos aislamientos y, por lo tanto, es una mejora 



diagnóstica disponible actualmente que será analizada dentro de este trabajo. Cabe 

destacar que a los aislamientos se les realizaron pruebas moleculares como el Brucellader 

(Garcia-Yoldi et al, 2006) y el MLVA-16 (Maquart et al, 2009), herramientas 

diagnósticas que no son obligatorias dentro de la legislación del país, pero se realizan en 

los laboratorios de referencia, para la identificación de diferentes especies de Brucella 

spp., que brindaron resultados inconclusos.  

 

1.2.Justificación 

1.2.1. Importancia 

Debido a las pérdidas económicas y el impacto que genera la brucelosis, tanto a nivel 

productivo como a nivel de la salud pública en el país, su vigilancia y estrategias de 

control se encuentran bajo la tutela de un ente regulador que establece medidas de 

diagnóstico y planes de acción a nivel país para limitar la diseminación del patógeno. Es 

por esto que es necesario conocer los posibles escenarios donde los métodos diagnósticos 

puedan presentar limitaciones. 

Los aislamientos en cuestión inicialmente fueron categorizados como Brucella spp. Y a 

la fecha, no se encuentran registros sobre genomas similares en las bases de datos 

mundiales. Esto genera la incógnita de si estas especies son realmente desconocidas y si 

juegan algún papel en el desarrollo de una respuesta inmune contra Brucella spp. 

A raíz de estas incógnitas surge la necesidad de realizar una caracterización bacteriológica 

completa, basada en sus características fenotípicas que permita describir sus diferencias 

y similitudes entre ellas y Brucella abortus. También se propone indagar sobre su 

comportamiento en un modelo animal y determinar si provoca una respuesta serológica 

que pueda interferir con el diagnóstico de la brucelosis, al utilizar los métodos actuales. 



1.3.Objetivos  

1.3.1. Objetivo general  

Evaluar si los aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y baboCR67 tienen 

la capacidad de interferir con las pruebas serológicas para detección de 

anticuerpos contra Brucella spp., como lo son el Rosa Bengala y el iELISA. 

 

1.3.2. Objetivos específicos  

1. Caracterizar fenotípicamente a los aislamientos bacterianos baboCR63, 

baboCR64 y baboCR67. 

2. Establecer el perfil de crecimiento de los aislamientos bacterianos 

baboCR63, baboCR64 y baboCR67. 

3. Evaluar la capacidad de los medios CITA y Farrel de permitir el 

crecimiento de otras bacterias ajenas al género Brucella spp.  

4. Evaluar muestras serológicas de ratones inoculados con cada uno de los 

aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y baboCR67, mediante la 

prueba Rosa Bengala. 

5. Evaluar muestras serológicas de ratones inoculados con cada uno de los 

aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y baboCR67 mediante la 

prueba iELISA para Brucella. 

6. Obtener el genoma completo de los aislamientos bacterianos baboCR63, 

baboCR64 y baboCR67 y compararlos con cepas de referencia de Brucella 

spp.  

 

 

 

 

 

 



2. METODOLOGÍA 

 

2.1 Aislamientos para estudio  

Los aislamientos detallados en el Cuadro 1 se encuentran en la bacterioteca del 

Laboratorio de Bioquímica, referidos por los laboratorios de Bacteriología de la Facultad 

de Microbiología de la UCR y la Escuela de Medicina Veterinaria, obtenidos según 

(Suárez-Esquivel et al, 2020).  

Cuadro 1  

Aislamientos seleccionados para la caracterización 

Identificación del 

aislamiento 

Muestra 

obtenida 

de: 

Especie de 

la cual se 

obtuvo: 

Zona 

geográfica 

Año del 

aislamiento 

baboCR63 Leche Bovino Llano 

Grande 

2012 

baboCR64 Leche Bovino Llano 

Grande 

2012 

baboCR67 Placenta Búfalo  Upala  2013 

 

Las cepas de referencia Brucella abortus 2308W (Suárez-Esquivel et al, 2016) y B. canis 

bcanCR12 (Chacón-Díaz et al, 2015) fueron utilizadas para efectos comparativos y de 

control. Las mismas se mantienen en la bacterioteca del Laboratorio de Bioquímica de la 

Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional. 

 

2.2 Condiciones de crecimiento bacteriano 

Para el estudio del perfil de crecimiento de los aislamientos baboCR63, baboCR64 y 

baboCR67 se generaron alícuotas a partir de los stocks conservados en la bacterioteca del 

Laboratorio de Bioquímica de la Escuela de Medicina Veterinaria. Las mismas se 

almacenaron en Caldo Tripticasa Soya (CTS) con glicerol al 20% a -80ºC en la 

bacterioteca. Para su crecimiento y mantenimiento, se utilizó Agar Tripticasa Soya (ATS) 

y de Agar Sangre (BAP), en presencia de 5% de CO2. El crecimiento en cultivo líquido 



se realizó en 20 mL de CTS en un tubo cónico de 50 mL a una agitación constante de 170 

rpm en presencia de CO2. 

 

2.3 Evaluación de crecimientos en medios selectivos de Brucella 

  

Para evaluar la capacidad de los medios CITA y Farrel de permitir el crecimiento de otras 

bacterias ajenas al género Brucella spp., se realizó un pasaje de las colonias crecidas en 

placa de ATS a los medios de cultivo CITA y Farell. De manera paralela se utilizó una 

colonia de B. abortus 2308W como control de calidad del medio de cultivo que estaba 

siendo evaluado. Los platos de agar se incubaron en presencia de 5% de CO2 y a una 

temperatura de 37 ºC por 72 horas.  

 

2.4  Caracterización fenotípica de los aislamientos bacterianos 

 

Para caracterizar fenotípicamente a los aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y 

baboCR67, estos fueron sometidos a las siguientes pruebas utilizadas comúnmente para 

identificar brucelas: tinción de Gram, actividad oxidasa, utilización de citrato, reducción 

de nitrato, requerimiento de CO2, producción de H2S, actividad de ureasa, absorción de 

cristal violeta, crecimiento en presencia de tionina (20 μg/mL), fucsina básica (20 μg/mL) 

y agar McConkey, aglutinación en naranja de acridina (1:1000) y reacción de catalasa 

mediante metodologías previamente descritas (Alton et al, 1988; Rodríguez, Gamboa et 

al. 2005;). Los cultivos bacterianos utilizados eran frescos (entre 48 y 72 horas de 

incubación) y crecidos en ATS o en BAP. A continuación, se describen los 

procedimientos brevemente: 

 

 

 



2.4.1 Tinción de Gram 

Para realizar esta tinción, se utilizó la modificación de Kopeloff y Baermann (Rodríguez, 

Gamboa et al. 2005), al aumentar el tiempo de contra tinción con safranina a dos minutos. 

  

2.4.2 Determinación de actividad oxidasa 

En este estudio se utilizaron tiras reactivas para la determinación de actividad oxidasa 

(Oxoid®), con las instrucciones del fabricante. Se colocaron de tres a cinco colonias del 

cultivo en plato a partir del agar. Dentro de 15 s, y a temperatura ambiente se detectaron 

los resultados positivos; los resultados posteriores se consideraron negativos. Se 

interpretó como positivo la observación de color púrpura en el disco, mientras que, si el 

disco permaneció sin cambio de color, se consideró negativo. 

 

2.4.3 Utilización de citrato 

Para llevar a cabo esta prueba se utilizó Agar Citrato de Simmons (Scott Laboratories®), 

al seguir las instrucciones descritas previamente (Rodríguez, Gamboa et al. 2005). Se 

colocaron de tres a cinco colonias del cultivo en plato a partir del agar. Los tubos fueron 

incubados a 37ºC por 48-72 horas; posterior al tiempo de incubación, se hizo la lectura 

de los resultados. Un resultado positivo fue el cambio de color del agar a azul; un 

resultado negativo se indicó cuando el agar permanecía de color verde. 

 

2.4.5 Reducción de nitratos 

Para llevar a cabo esta prueba se utilizaron tubos con caldo Nitrato (Merk®), al seguir las 

instrucciones descritas previamente (Rodríguez, Gamboa et al. 2005). Primero se inoculó 

el microorganismo en el caldo Nitrato, mediante la técnica de agitación; se incubó a 37ºC 

por 48-72 horas, se añadió 1 mL del reactivo α-Naftilamina al 0.5% y se agregó 1 mL de 



ácido sulfanílico al 0.8 %. Al formar un color rojo, o rosado, antes de treinta segundos se 

determinó que había nitritos (Resultado: nitrato positivo); en caso contrario, se añadieron 

20 mg de polvo de Zn al medio. Al formar un color rosa se determinó que había nitratos 

que no se habían reducido (Resultado: Nitrato negativo). 

  

2.4.6 Requerimiento de CO2 

Las bacterias de interés se rayaron simultáneamente en dos platos de BAP. Uno de los 

platos de agar se incubó en una atmósfera enriquecida de 5 % CO2 y el otro en una 

incubadora sin enriquecimiento de CO2, a 37 ºC por 48-72 horas; posterior al tiempo de 

incubación se valoraron los crecimientos. Se considera que una bacteria es dependiente 

de CO2 cuando solo se observa crecimiento en el plato incubado en presencia de CO2. 

  

2.4.7 Producción de H2S 

Se inocularon tubos de ATS inclinados con dos o tres colonias de la bacteria por analizar. 

Se colocaron tirillas de papel filtro impregnadas con 12 % m/v de acetato de plomo de 

manera que quedaban suspendidas en la cara interna, del tubo, contraria al “slant” del 

medio. La tapa del tubo se colocó de tal manera que sujetaba la tira de reacción para que 

esta no se moviera durante la incubación. Se incubaron a 37 ºC por 48-72 horas. Posterior 

al tiempo de incubación se valoraron los resultados. Un resultado positivo se determinó 

cuando hubo crecimiento de la bacteria en el medio acompañado de un oscurecimiento 

significativo de la tirilla de detección, mientras que el crecimiento de la bacteria en el 

medio, sin oscurecimiento de la tira reactiva, se interpretó como negativo. 

 

 

 



2.4.8 Actividad ureasa 

Se inoculó un tubo con Agar Urea de Christensen con cinco a diez colonias de la bacteria 

por analizar. Una vez que se inoculó el medio de reacción se comenzó a tomar el tiempo; 

los tubos se revisaron cada cinco minutos durante 40 minutos; después de este periodo se 

revisaron cada 15 minutos durante 2.5 horas. Si después de este tiempo no hubo resultado 

positivo, se incubaron a 37°C en capnofilia por 24h para confirmar el resultado negativo. 

La prueba se consideró positiva en el momento en el que se comenzó a ver el cambio de 

color (de color amarillo a rojo) en el indicador del medio. Los resultados de esta prueba 

deben reportase en categorías definidas por el tiempo en el que se observa la reacción, las 

categorías se definen de la manera descrita en el Cuadro 2. 

Cuadro 2  

Categorías de reacción a la prueba de reacción ureasa  

Observaciones experimentales Categoría de reacción 

Prueba negativa luego de 24h de 

incubación. 

No reactivo 

Prueba positiva luego de 120 minutos 

de incubación. 

Reacción lenta 

Prueba positiva entre 50 y 90 minutos 

de incubación. 

Reacción intermedia 

Prueba positiva antes de los 20 minutos 

de incubación. 

Reacción rápida 

 

2.4.9 Absorción de cristal violeta 

Se utilizó la solución madre de cristal violeta, preparada, al seguir la metodología 

previamente descrita (Rodríguez Gamboa et al., 2005). Inmediatamente antes de 

emplearla se diluyó a 1:40 en agua destilada. Se utilizaron colonias crecidas en placas de 

ATS. Las placas se cubrieron con la dilución del colorante durante 15 a 20 segundos y se 

examinaron inmediatamente con una lupa, después de verter el sobrante de la dilución en 



un desinfectante mediante una pipeta de Pasteur. Las colonias lisas no tomaron el 

colorante; las disociadas (rugosas) se tiñeron en distintos tonos de rojo y violeta y en su 

superficie se apreciaban grietas radiales. Se utilizó la cepa B. abortus 2308W como 

control de una colonia lisa y la cepa B. canis bcanCR12 como control de una colonia 

rugosa.  

 

2.4.10 Crecimiento en presencia de tionina, fucsina básica y McConkey 

 

Se preparó una suspensión bacteriana en solución salina (0,85%) estéril con una 

concentración correspondiente al estándar 1,00 de MacFarland para cada uno de los 

aislamientos por estudiar. Se inocularon, por estría, cada uno de los aislamientos en la 

superficie de las placas, al utilizar torundas de algodón estériles. 

Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C y la lectura se hizo a las 48-72 horas de 

incubación, al evaluar el crecimiento de la bacteria contra una superficie clara y con luz 

oblicua, para eliminar la interferencia de la marca de inoculación dejada por la torunda. 

Un resultado positivo se determinó cuando hubo un crecimiento homogéneo y 

significativo de la bacteria. Los resultados dudosos (débilmente positivos) o negativos se 

incubaron por 24-36 h más para confirmar. Se utilizó la cepa B. abortus 2308W como 

control de una cepa fucsina positiva y MacConkey negativa y la cepa B. canis bcanCR12, 

como control de una cepa tionina positiva.   

 

2.4.11. Aglutinación en naranja de acridina 

Para llevar a cabo esta prueba se utilizaron cultivos bacterianos frescos (entre 48 y 72 

horas de incubación) crecidos en ATS o en BAP bajo las condiciones de crecimiento antes 

descritas. Se depositó una gota de colorante de naranja de acridina (Sigma®) en un 



portaobjetos. Al utilizar un asa bacteriológica estéril, se suspendió una colonia del cultivo 

bacteriológico en la solución y se mezcló bien. 

El portaobjetos se agitó suavemente en forma circular y se determinó inmediatamente la 

formación de grumos: si se formaron grumos, el aislamiento en estudio se clasificó como 

“rugoso”; si no se formaron grumos y la suspensión permaneció lechosa, el aislamiento 

en estudio se clasificó como “liso”. Se utilizó la cepa B. abortus 2308W como control de 

una colonia lisa y la cepa B. canis bcanCR12, como control de una colonia rugosa. 

 

2.4.12. Reacción de catalasa  

Se colocó una gota de H2O2 al 3% sobre un portaobjetos y luego se transfirió, al utilizar 

un asa bacteriológica estéril, una porción de colonia sobre el H2O2 y realizar una 

emulsión. Se tomó la colonia a partir de un medio sin sangre, ya que los eritrocitos tienen 

actividad de catalasa y podían provocar un falso positivo en los resultados. 

Inmediatamente posterior a la generación de la emulsión se interpretaron los resultados. 

El desprendimiento de burbujas se consideró una prueba positiva. Se utilizó la cepa B. 

abortus 2308W como control de una cepa catalasa positiva.  

 

2.5 Caracterización del perfil bioquímico mediante el sistema VITEK®2 

 

Para determinar el perfil bioquímico de las bacterias se utilizó el sistema de identificación 

VITEK® 2 (Biomériux) para bacterias Gram negativas con la tarjeta GN. Para este ensayo 

se utilizaron los aislamientos de B. abortus 2308W, baboCR63, baboCR64 y baboCR67.  

De acuerdo con las recomendaciones del fabricante del equipo, se dispensaron 3 mL de 

solución salina al 0.45 % en un tubo transparente de 12 x 75 mm de plástico. Al usar una 

torunda estéril, se tomaron de tres a cinco colonias y se suspendieron en el tubo con la 

solución salina. Usando un turbidímetro (DensiChek plus®), se preparó una suspensión 



de 0.5-0.63 McFarland. Seguidamente, el tubo de transferencia de la tarjeta de 

identificación se colocó en el tubo de suspensión en la gradilla correspondiente. 

Después de haber colocado las tarjetas de identificación y las suspensiones en la gradilla, 

esta se ingresó en el equipo VITEK® 2. En este punto, la suspensión llenó todas las 

pruebas contenidas en las tarjetas. Posteriormente, las tarjetas junto con las suspensiones 

se incubaron durante 24 h a 37º C en una atmósfera enriquecida de 5% CO2. Después de 

la incubación se colocó la gradilla con las tarjetas y las suspensiones nuevamente en el 

VITEK® 2 para realizar una incubación adicional (por un tiempo definido por el equipo) 

y la lectura de cada una de las pruebas.  

 

2.6 Preparación del inóculo bacteriano para infección in vivo  

Dos días antes de las infecciones en los ratones seleccionados, se realizó un pre-cultivo 

de los aislamientos bacterianos por utilizar. Se usaron 20 mL de CTS y un stock de cada 

bacteria de interés, se dejó en agitación a 200 rpm y 37°C por 72 horas. Posterior al tiempo 

de incubación se midió la absorbancia a 420 nm y se utilizó la fórmula (A420nm – 0,0103) 

/ 5 x10-11, con el fin de determinar la concentración bacteriana óptima por utilizar en los 

inóculos (Alton et al., 1988). Una vez confirmadas las concentraciones óptimas se tomó 

una alícuota de cada caldo de infección y se colocó en un plato de Agar Tripticasa de 

Soya (ATS) para confirmar la pureza del cultivo y luego poder cuantificar la cantidad de 

unidades formadoras de colonias (UFCs) que fueron inoculadas.  

 

2.7 Infección en ratones 

Para determinar si los aislamientos baboCR63, baboCR64 y baboCR67 tienen la 

capacidad de producir anticuerpos que generen un resultado positivo a la prueba Rosa 

Bengala y a la prueba de iELISA, se realizaron ensayos en ratones. En estos animales se 

evaluaron dos elementos: (i) la capacidad de replicación y persistencia de cada uno de los 



aislamientos en el bazo del ratón (mediante la cuantificación de la bacteria inoculada) 

posterior a un tiempo de incubación determinado y, (ii) la capacidad de los sueros de estos 

ratones para generar resultados positivos a la prueba Rosa Bengala y un iELISA para 

Brucella spp. 

Para realizar estos ensayos, se utilizaron grupos de seis ratones para cada tiempo de 

incubación. Para cada aislamiento bacteriano se analizaron dos tiempos de incubación 

(siete y 30 días). En total se utilizaron 36 ratones para todo el proyecto. Los ratones eran 

hembras de la cepa Swiss (CD-1) con un peso entre 18-22 g (aproximadamente cuatro y 

seis semanas de edad). Estos animales se mantuvieron en el Bioterio de la Escuela de 

Medicina Veterinaria. Los ratones se infectaron por la ruta intraperitoneal (i.p.) con 1x108 

UFC. A los siete y 30 días post-infección, los ratones se sacrificaron utilizando el método 

físico de dislocación cervical (National Research Council 2011), se extrajeron los bazos 

y se realizaron los recuentos bacterianos tal y como se ha descrito anteriormente 

(Barquero-Calvo et al., 2013). El tiempo total en el que los ratones permanecieron en el 

experimento fue de un mes.  

La experimentación en ratones se realizó siguiendo las recomendaciones del “Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals” (National Research Council, 2011), de 

conformidad con la Ley de Bienestar Animal de Costa Rica correspondiente (Ley 9458) 

y bajo consentimiento del Comité de Bienestar Animal de la Escuela de Medicina 

Veterinaria. Todos los animales se mantuvieron en jaulas con iluminación de luz blanca 

LED, reciclaje de aire a través de un sistema extracción, temperatura ambiente, humedad 

ambiental y en jaulas con un tamaño acorde con su densidad y tamaño de 60 x 40 x 20 

cm. La frecuencia del aseo fue de día de por medio de acuerdo con las prácticas rutinarias 

del Bioterio de la Escuela. Los ratones se mantuvieron con alimentación y agua ad 

libitum. El alimento utilizado es balanceado y diseñado específicamente para dietas de 



roedores (suministrado por el Bioterio). El agua es del tubo, clorada y se cambió cada dos 

días. Los animales se observaron todos los días y se mantuvieron en condiciones de 

aislamiento en un cuarto destinado para experimentación. 

 

2.8 Recuento bacteriano 

Para realizar el adecuado conteo de las colonias bacterianas que persistieron en el bazo 

de los ratones se adaptó el procedimiento previamente mencionado (Barquero-Calvo et 

al., 2013). Se maceraron los bazos con solución Tween 20 PBS en una relación 1:10 según 

el peso individual de cada órgano. Posterior a esto se realizaron diluciones seriadas 1:10 

en una placa de 24 pozos para luego platear en placas de ATS por duplicado. Los platos 

se incubaron en una atmósfera enriquecida con 5 % CO2 a 37 °C y la lectura se hizo a las 

48-72 horas de incubación. Un resultado positivo correspondió a observar crecimiento 

bacteriano en la zona donde se depositó la gota en el plato de agar y que este crecimiento 

coincidiera morfológica y microscópicamente con los aislamientos en investigación. El 

conteo se realizó en la dilución donde se pudo observar de 10-50 colonias separadas y 

para hacer el cálculo de UFC/g se multiplicó por el factor de dilución utilizado. 

 

2.9 Serología (iELISA y Rosa Bengala) 

Para cumplir con los objetivos de determinar si las muestras serológicas de ratones 

inoculados con los aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y baboCR67 generan 

un resultado positivo a la prueba Rosa Bengala y a la prueba iELISA para Brucella se 

realizaron los ensayos de ambas pruebas serológicas. 

 

2.9.1 iELISA 

Para realizar el iELISA se siguió el protocolo descrito en el kit ID Screen Brucellosis 

Serum Indirect Multi-species (ID.vet Diagnostics®). Se agregaron los diluyentes, 



controles negativos y positivos que brinda el kit, y 10 µL de suero de cada uno de los 

ratones utilizados en el estudio, en las placas de 96 pozos que brinda el fabricante y que 

están recubiertas con lipopolisacárido (LPS) de Brucella abortus. Se realizaron varias 

incubaciones y lavados con las soluciones que brinda el kit, con el propósito de formar 

complejos antígeno-anticuerpo. Finalmente se realiza la adición del conjugado anti-

anticuerpo, que permite fijar los anticuerpos contra Brucella spp. y así mantenerlos en los 

pozos. Se determina la presencia del complejo antígeno-anticuerpo con un cambio de 

coloración azul a amarillo; en la ausencia de anticuerpos, no se observa coloración. Se 

realizó una lectura a 450 nm en el equipo de espectofotometría Multiscan Ascent (Thermo 

Scientific®) y luego se calculó el porcentaje de seropositividad (S/P), según los 

estándares del kit utilizado. Se utilizó la escala indicada en el Cuadro 3 para determinar 

los resultados de las muestras (ID Screen® Brucellosis Serum Indirect Multi-species, 

ID.vet Diagnostics).  

Cuadro 3  

Escala de interpretación del iELISA según porcentajes de seropositividad. 

Resultado INTERPRETACIÓN 

S/P % < 110% Negativo 

110% < S/P % < 120% Dudoso 

S/P % > 120% Positivo 

 

2.9.2 Rosa Bengala  

Para realizar la prueba de Rosa Bengala se siguió el protocolo descrito en el kit ID Rose 

Bengal Test (IDvet Diagnostics®). Los sueros de los ratones fueron diluidos en PBS, así 

como los sueros de control positivo y control negativo. Posteriormente se realizó una 

dilución del reactivo de Rosa Bengala proporcionado por el fabricante y se agregaron 50 

µL de reactivo a cada pozo con suero. Finalmente se realizaron diluciones seriadas en 

cada fila de la placa y se incubó en oscuridad por 24 horas. Se realizó la lectura al día 



siguiente y se realizó la titulación de anticuerpos para cada ratón, dependiendo de la 

presencia o ausencia de precipitado en las muestras.  

 

2.10 Extracción de ADN  

Las extracciones de ADN genómico se realizaron con el Wizard Genomic DNA 

Purification Ki de Promega®, al seguir las instrucciones del fabricante. Se realizó un pre-

cultivo de los aislamientos bacterianos por utilizar, 72 horas antes de la extracción, como 

ya se describió previamente. Para proceder con la extracción se realizaron varios ciclos 

de centrifugado junto con soluciones de lisado celular para poder acceder al ADN. Una 

vez removidos los sobrenadantes y realizados los lavados de los precipitados de ADN, se 

rehidrata el ADN y se incuba a 65 °C por una hora. Los ADN se mantuvieron en 

congelación a -80 °C hasta que se enviaron al exterior para el proceso de secuenciación. 

 

2.11 Secuenciación genómica  

La secuenciación genómica de los aislamientos en estudio se realizó mediante dos 

estrategias a través de servicios tercerizados de laboratorios internacionales: (i) obtención 

de fragmentos cortos (“short reads”) de ADN con la plataforma Illumina NovaSeq a 

través de microbesNG, y (ii) obtención de “long reads” por Oxford Nanopore Technology 

(ONT), a través de genXone. El corte de los adaptadores de secuenciación y el control de 

calidad fueron realizados con bcl2fastq y porechop (v0.2.4) para los datos producidos por 

Illumina y ONT, respectivamente. El ensamblaje híbrido de las secuencias (Illumina y 

ONT) se realizó con el programa Unicycler (https://github.com/rrwick/Unicycler). Las 

estadísticas de los ensamblajes fueron evaluadas por QUAST (Gurevich et al., 2023).  

Los criterios de calidad utilizados para evaluar los ensamblajes híbridos fueron los 

descritos previamente en la literatura para análisis de este tipo (Molina-Mora et al, 2020).  



 

2.12 Análisis genómico  

El análisis de las secuencias genómicas fue realizado mediante varias estrategias. 

Inicialmente, los “reads” crudos se compararon con las bases de datos de KRAKEN, 

mediante un algoritmo de estimación de cardinalidad eficiente basado en k-meros, 

llamado HyperLogLog, que asigna un posible taxón según la coincidencia exacta de 

dichos k-meros (Breitwieser et al, 2018). Un k-mero es una secuencia de nucleótidos de 

cierta longitud determinada para delimitar el análisis.  

Otra estrategia incluyó la identificación de las secuencias de rARN16s en los genomas 

analizados a través de mapeo contra el rARN16s de E. coli (accession ID NC_000913.3); 

una vez extraídas estas secuencias, se les realizó un Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) con el fin de identificar especies similares a los aislamientos evaluados con 

base en la similitud de las secuencias ya reportadas y su significancia estadística. El 

Evalue y el %Ident son dos métricas importantes que ayudan a interpretar la significancia 

y la similitud de las alineaciones obtenidas. El Evalue se define como la probabilidad de 

encontrar una alineación con una similitud de esa magnitud o mayor dado el tamaño de 

la base de datos utilizada; cuanto menor sea el Evalue, más significativa es la alineación. 

Un Evalue pequeño sugiere una mayor similitud biológica, por lo general, se considera 

que un valor menor que 0.01 es significativo (Madden, 2003).  

El % Ident indica el porcentaje de nucleótidos que son idénticos entre las secuencias 

alineadas, es una medida directa de la identidad entre las secuencias. Un alto porcentaje 

de identidad sugiere que las secuencias son idénticas en términos de composición 

(Madden, 2003). 

Una vez identificadas las especies similares, se recuperaron las secuencias de la base de 

datos NCBI, que se alinearon mediante bwa y muscle, y se generó un árbol filogenético 

basado en rARN16S mediante máxima verosimilitud con la herramienta RAxML. 



Finalmente, se intentó escalar esta estrategia para realizar una alineación y filogenia de 

genoma completo con las especies similares en rARN16s y para las cuales existe genoma 

reportado en las bases de datos, detalladas en el Cuadro 4, al utilizar el genoma de 

baboCR64 como referencia. 

Cuadro 4  

Especies similares en rARN16s a los aislamientos en estudio utilizadas en la alineación 

de genoma completo. 

Strain Especie 

ERR3223707 Methylocella tundrae T4 

SRR11022393 Rhizobium etli SEMIA 4062 

SRR11135749 Rhizobium tropici strain A12 

SRR13637654 Bradyrhizobium japonicum SZCCT0401 

SRR13805582 Chelatococcus daeguensis M38T9 

SRR29648674 Brucella (Ochrobactrum) anthropi Colony-249 

SRR3741278 Methylosinus sp. PW1 

SRR3943982 Mesorhizobium ciceri CMG6 

SRR4051944 Beijerinckia mobilis DSM 2326 

SRR4136513 Bosea thiooxidans DSM 9653 

SRR4147270 Chelatococcus sambhunathii DSM 18167 

SRR7081653 Chelatococcus asaccharovoran DSM 6462 

SRR7168680 Microvirga subterranea DSM 14364 

SRR8552809 Camelimonas lactis DSM 22958 

 

 

 

 



3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

3.1 Caracterización bioquímica  

Al evaluar los crecimientos bacterianos de las colonias baboCR64, baboCR67 y 

baboCR63 en medio de cultivo sólido (ATS y BAP) se observaron las siguientes 

características macroscópicas, descritas en el Cuadro 5.  

Cuadro 5  

Descripción morfológica de los aislamientos  

Aislamiento Tiempo de incubación 

para obtener 

crecimiento significativo 

Descripción de 

la colonia 
Tamaño 

macroscópico 

de la colonia  

Tinción de 

Gram 

Tamaño 

microscópico 

de la bacteria 

baboCR63 72-96 horas  Colonias 

redondas, color 

crema, convexas 

0.03 mm Cocobacilo  

Gram 

negativo 

1 x 2 µm 

baboCR64 72 horas Colonias 

redondas, color 

crema, convexas 

0.05 mm Cocobacilo  

Gram 

negativo 

1.5 x 2.5 µm 

baboCR67 72-96 horas Colonias 

redondas, color 

crema, convexas 

0.04 mm Cocobacilo  

Gram 

negativo 

1 x 1.5 µm 

 

En comparación con la morfología macro y microscópica de B. abortus 2308W, los tres 

aislamientos son compatibles con el género. Sin embargo, toman más tiempo en 

incubación (entre 72 y 96 horas más) para obtener crecimientos de un tamaño 

significativo, que permiten una evaluación adecuada de la morfología macroscópica. 

(OIE, 2018). A simple vista, y a la observación microscópica, es posible confundir las 

bacterias en estudio con una bacteria del género Brucella. En la Figura 1 se observan 

crecimientos de los aislamientos y de B. abortus 2308W en agar sangre.  

 

 

 

 



Figura 1  

Crecimiento de los aislamientos baboCR63(A), baboCR64(B) y baboCR67(C) inoculados 

en agar sangre. Se muestra la cepa B.abortus 2308W(D) como control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el cuadro 6 se detallan los resultados de la caracterización bioquímica realizada, al 

utilizar las pruebas clásicas descritas en la literatura para la identificación de un 

organismo como parte del género Brucella spp. (Alton et al., 1988; Rodríguez, Gamboa 

et al. 2005). Con respecto a las pruebas realizadas, los aislamientos en estudio mostraron 

resultados similares a Brucella spp. En ciertos ensayos, mientras que en otras pruebas 

presentaron particularidades específicas. 

 

A.

. 
B. 

C. D. 



Cuadro 6  

Caracterización bioquímica de los aislamientos baboCR63, baboCR64 y baboCR67, 

incluyendo las cepas de referencia. 

 

Pruebas 

Aislamientos 

 

baboCR63 baboCR64 baboCR67 B. abortus 2308 

 

Requerimiento de CO2. + - + - 

Reducción de nitratos. - - - - 

Oxidación. + + + + 

Actividad ureasa 

(min.). 
20 120 120 20 

Utilización de citrato.  - - - - 

Tinción de colonias con 

cristal violeta. 

Inc. Inc. Inc. - 

Aglutinación en 

presencia de naranja 

de acridina.  

Inc. Inc. Inc. - 

Producción H2S. + + + + 

Actividad catalasa. + + + + 

Crecimiento en 

presencia de tinciones 

de: 

      Tionina (20g/ml) 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

 

 

 

+ 

 

 

 

- 

      Fucsina básica 

(20g/ml). 

- - - + 

Crecimiento en agar 

selectivo McConkey. 

+ + + - 

Crecimiento en agar 

selectivo CITA. 

+ + + + 

Crecimiento en agar 

selectivo Farrel. 

+ + + + 

 

Los tres aislamientos en estudio crecieron en los medios selectivos tanto CITA como 

Farrel, de manera paralela con la colonia control de B. abortus 2308W, como es posible 

observar en la figura 2. La literatura reporta que estos medios inhiben la mayoría 

microorganismos contaminantes, pero al mismo tiempo permiten el crecimiento de todas 

las especies de Brucella spp. (De Miguel et al., 2011). Si bien son medios que se 

consideran aptos para apoyar en el diagnóstico microbiológico de Brucella spp., no se 

establece con certeza en la literatura cuáles microorganismos contaminantes muestran 



crecimiento en los medios selectivos y, cabe resaltar, que es importante conocer sus 

posibles limitantes como herramienta laboratorial.  

 

Figura 1 

Crecimiento de los tres aislamientos y la cepa de referencia en medio CITA (izquierda) 

y Farrel (derecha). 

 

Los tres aislamientos evaluados también fueron positivos a los ensayos de ureasa y 

oxidasa, que son pruebas rápidas y clásicas para orientar el diagnóstico e identificación 

provisional de un aislamiento desconocido en estudio como posible Brucella (OIE, 2018). 

Durante la prueba de ureasa se observaron resultados variables del tiempo de reacción 

entre un aislamiento y otro, que se detallan en el cuadro 7.  

 

 

 

 

 

 



Cuadro 7  

Tiempos de reacción de prueba ureasa 

Aislamiento Tiempo y categoría de reacción 

baboCR63 20 minutos – reacción rápida  

baboCR64 24 horas – reacción lenta  

baboCR67 2 horas – reacción lenta  

B. abortus 2308W 20 minutos – reacción rápida 

 

La actividad ureasa ha sido observada en bacterias patógenas a través de la literatura. 

Algunas especies que presentan esta característica, aparte de Brucella spp., son: 

Staphylococcus spp., Helicobacter spp., Mycobacterium spp., Clostridium perfringes, E. 

coli enterohemorrágica, entre otras (Lee y Calhoun, 1997). También se considera un 

importante factor de virulencia, por lo que toma relevancia que los tres aislamientos en 

estudio no solo sean positivos, sino que baboCR63 posea la característica particular de 

ser de reacción rápida; cualidad que poseen pocos microorganismos aparte de Brucella 

spp. (Konieczna et al, 2012).  

La producción de H2S es otra cualidad evaluada en la caracterización e identificación de 

bacterias relevantes en cuadros clínicos. Aparte de Brucella spp., otras bacterias 

clínicamente significativas que son positivas a la prueba son Salmonella spp., Proteus 

spp., Campylobacter spp. y Erysipelothrix spp. (Thakur et al, 2021). Ha sido posible 

relacionar la producción de H2S con características de tolerancia antibiótica; por ello es 

una característica relevante en el contexto mundial de la resistencia antibacteriana. 

(Belenky y Collins, 2011), al ser positivos a la prueba, sugieren que los aislamientos 

poseen características importantes de vigilar a nivel microbiológico.  

Otra cualidad relevante en cuadros clínicos es la actividad catalasa. Bacterias que son 

positivas a esta prueba son más resistentes al estrés oxidativo; es una de las herramientas 



que utiliza el cuerpo como defensa (Eason y Fan, 2014). Aparte de Brucella spp., otras 

bacterias clínicamente significativas que son positivas a la prueba son Staphylococcus 

aureus, Bacteroides fragilis y Pseudomonas aeruginosa. (Sharon et al, 1978). Los tres 

aislamientos en estudio fueron positivos a la prueba, con la particularidad que baboCR67 

brindó un resultado muy débil, con una producción de burbujas escasa; se diferencia de 

los resultados rápidos y marcados de baboCR63, baboCR64 y la cepa control B. abortus 

2308W. 

El crecimiento o carencia de este de los aislamientos incógnitos en medios selectivos 

como la fucsina básica y la tionina es otra de las pruebas estándares que se utiliza para 

identificar especies de Brucella spp. La cepa B. canis bcanCR12 creció en el medio con 

tionina, pero no con fucsina básica. De manera inversa, B. abortus 2308W no creció en 

el medio con tionina, pero si con fucsina básica. Ambos resultados coinciden con lo 

reportado en la literatura en cuanto a las cepas de referencia (WOAH, 2022). Los tres 

aislamientos en estudio crecieron en el medio con tionina, pero no con fucsina básica, al 

distinguirlas de B. abortus 2308W.  

El agar MacConkey es un medio selectivo que solo crece bacterias Gram negativas (Jung 

y Hoilat, 2022). La cepa B. abortus 2308W posee la particularidad que no crece en este 

medio, a pesar de ser Gram negativa. Esta característica la comparte con otras especies 

del género Brucella como Brucella melitensis y la bacteria Ochrobactrum anthropi 

(Elsaghir y James, 2003; Miller et al, 1999). Al sembrar los aislamientos baboCR63, 

baboCR64 y baboCR67 en agar MacConkey se observa crecimiento a las 36 horas, lo que 

las diferencia de la cepa control B. abortus 2308W que no presentó crecimiento en el 

mismo rango de tiempo.  

Las pruebas de absorción de cristal violeta y la prueba de aglutinación con el colorante 

naranja de acridina son dos ensayos típicos utilizados para determinar si una bacteria del 



género Brucella spp. tiene un perfil liso o rugoso. Si bien los aislamientos en estudio no 

son Brucella spp., de igual forma se realizaron los ensayos para observar su 

comportamiento. Los resultados de los aislamientos en estudio a las pruebas de cristal 

violeta y de naranja acridina se determinan inconclusos, ya que no poseen las 

características específicas para ser clasificadas como rugosas o lisas.  

Adicionalmente, para mejorar el poder de resolución entre los aislamientos estudiados, se 

analizó el perfil bioquímico por medio del sistema automatizado VITEK® 2 (se utilizó la 

tarjeta para Gram negativos “GN”), ya que aumenta significativamente el número de 

pruebas bioquímicas utilizadas. Para este análisis se utilizó B. abortus 2308W como cepa 

de referencia. 

Al analizar los resultados brindados por el VITEK, presentados en la Figura 3, se 

observan porcentajes de similitud del 91.5 % entre el perfil bioquímico de los 

aislamientos y B. abortus 2308W. Esto refuerza la teoría que estos microorganismos 

podrían presentar confusión al momento de realizar el diagnóstico preliminar. Vale la 

pena resaltar las similitudes en pruebas clave para la definición de un microorganismo 

dentro del género Brucella spp., como lo es un resultado positivo a la prueba ureasa. Esta 

prueba es utilizada como método de tamizaje, siendo una de las primeras pruebas que se 

realizan en laboratorio cuando se sospecha de la presencia de Brucella spp., ya que su 

resultado es muy constante en el género y no se observa tanta variación entre diferentes 

especies (Lopardo et al, 2016). 

 

 

 

 

 



Figura 2  

Resultados del perfil bioquímico mediante el uso del sistema VITEK® 2. 

 

En las pruebas de oxidación de glucosa y la utilización de adonitol, B. abortus 2308W 

resulta positivo y los tres aislamientos incógnitos son negativos. Esto cobra relevancia ya 

que la mayoría de las especies de Brucella spp. oxidan glucosa y utilizan adonitol. Esto 

permite considerarlas como otro criterio de relativo bajo costo y de fácil reproducción en 

los laboratorios para el diagnóstico inicial del género (Essenberg et al, 2002). 

 

ANÁLISIS 
B.abortus 

2308 BaboCR63 BaboCR64 BaboCR67 

Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASA     
ADONITOL     

L-PirrolidoniL-ARILAMIDASA     
L-ARABITOL     

D-CELOBIOSA     
BETA-GALACTOSIDASA     

PRODUCCIÓN DE H2S     
BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASA     

Glutamil Aramidasa pNA     
D-GLUCOSA     

GAMMA-GLUTAMIL-TRANSFERASA     
FERMENTACIÓN/GLUCOSA     

BETA-GLUCOSIDASA     
D-MALTOSA     
D-MANITOL     
D-MANOSA     

BETA-ZILOSIDASA     
BETA-Alanina arilamidasa pNA     

L-Prolina-ARILAMIDASA     
LIPASA     

PALATINOSA     
Tirosna ARILAMIDASA     

UREASA     
D-SORBITOL     
SACAROSA     

D-TAGATOSA     
D-TREALOSA      

CITRATO (SODIO)     
MALONATO     

5-KETO-D-GLUCONATO     
Alcalinización de L-lactato     

ALFA-GLUCOSIDADA     
ALCALINIACIÓN DE SUCCINATO     

BETA-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASA     
ALFA-GALACTOSIDASA     

FOSFATASA     
GLICINA ARILAMIDASA     

ORNITINA DESCARBOXILASA     
LISINA DESCARBOXILASA     
Asimilación de L-HISTIDINA     

CUMARATO     
BETA-GLUCORONIDASA     

RESISTENCIA 0/129 (Comp.vibrio)     
Glu-Gly-Arg-ARILAMIDASA     
Asimilación  de L-MALATO     

ELLMAN     
Asimilación de L-LACTATO     



3.2 Recuento bacteriano post-infección 

Con el objetivo de evaluar si los aislamientos presentan algún tipo de capacidad de 

infección y permanencia en los órganos diana del hospedador, una vez cumplidos los 

primeros siete días post inoculación, se realizó el primer sacrificio de los ratones y el 

posterior cultivo de los bazos. Al realizar la lectura de los platos solo se observó 

crecimiento bacteriano de la cepa control B. abortus 2308W y del aislamiento baboCR64. 

Estas colonias coincidían en descripción macro y microscópica con los inóculos 

originales de ambas bacterias y, al repetir las pruebas bioquímicas, también coincidieron 

en todos los resultados, al brindar mayor certeza de que los crecimientos que observamos 

provenientes de los bazos de ratón coinciden con las bacterias inoculadas. Es posible 

analizar de manera cuantitativa el crecimiento de ambos microorganismos en la Figura 4.  

Figura 3  

Capacidad de replicación y persistencia de los aislamientos en estudio y B.abortus 

2308W en bazo de ratón.  

Nota: Se inocularon ratones de la cepa CD-1 vía intraperitoneal con 1x108 UFC de cada 

uno de los aislamientos en estudio y de la cepa de referencia B. abortus 2308W. Luego 

de 7 y 30 días post infección se determinó la cantidad de bacterias en el bazo según se 

describe en la sección de metodología. 



El segundo sacrificio de los ratones se realizó a los 30 días post inoculación. En esta 

ocasión únicamente se observó crecimiento de la cepa control B. abortus 2308W. 

Coincidió así con los datos experimentales reportados en otros modelos murinos 

publicados en la literatura (Grillo et al., 2012). Aunque se observa un crecimiento de 

pocas UFC en los bazos de los ratones inoculados con baboCR64 a los siete días post 

infección, no hubo crecimiento a los 30 días. Se concluyó que los aislamientos en 

evaluación no son capaces de replicarse y persistir por más de 30 días en órganos diana 

como el bazo en el modelo evaluado.  

 

3.3 Serología  

De manera paralela, con el cultivo de los bazos, se realizaron pruebas serológicas con la 

sangre muestreada a los siete días y 30 días post infección. En las Figuras 5 y 6 se detallan 

los resultados para las pruebas de iELISA y Rosa Bengala.  

Figura 4 

Capacidad de los sueros de ratón de generar un resultado positivo en el RBT 

Nota: Se utilizaron los sueros obtenidos durante los dos diferentes tiempos de sacrificio 

para realizar una titulación de anticuerpos por medio de la prueba Rosa Bengala. Se 

realiza la medición de estos a los 7 días y a los 30 días post infección.  



Figura 5  

Capacidad de los sueros de ratón de generar un resultado positivo en iELISA  

 

Nota: Se utilizaron los sueros obtenidos durante los dos diferentes tiempos de sacrificio 

para realizar un iELISA para la detección de anticuerpos contra los aislamientos 

inoculados. Se realiza la medición de estos a los 7 días y a los 30 días post infección, 

obteniendo los porcentajes de seropositividad (%S/P) y utilizando el valor de 120 como 

punto de corte, indicado en el kit de serología. 

 

En la prueba de Rosa Bengala realizada a los siete días post infección es posible observar 

un título pequeño de anticuerpos (1:2), tanto para la cepa control B. abortus 2308W como 

para el aislamiento baboCR67. Esto coincide con lo reportado en la literatura, donde, por 

su lento crecimiento, el diagnóstico serológico temprano de las infecciones es dificultoso 

para Brucella spp. Al analizar los resultados del sacrificio a los 30 días, podemos observar 

cómo los títulos de anticuerpos para la cepa control B. abortus 2308W aumentaron 

exponencialmente, como era de esperar y como está reportado previamente (Grillo et al, 

2012). Ninguno de los aislamientos experimentales generó respuesta serológica en los 

tiempos evaluados y coincidió con los resultados obtenidos del recuento de bacterias en 



bazo, que indican que estas bacterias no poseen capacidad para replicarse en este modelo 

animal.  

De la misma forma y, como se observa en la Figura 6, la cepa control B. abortus 2308W 

provocó una respuesta humoral hasta los 30 días, consecuente con otros ensayos 

reportados en la literatura, que indican que la producción de anticuerpos es exponencial 

desde el momento del inóculo y es posible comenzar a detectarlos después de dos semanas 

post inoculación a las dosis de infección que se utilizaron en el ensayo (Stranahan et al, 

2019). Los aislamientos evaluados no generaron una respuesta humoral eficaz en los dos 

tiempos de sacrificio utilizados.  

3.4 Análisis genómico  

El análisis de las secuencias de Illumina y de ONT coincidieron entre ellas para cada 

aislamiento evaluado; se brindan porcentajes de similitud de hasta un 97.8 %. Los 

criterios de calidad de los ensamblajes fueron evaluados según la literatura previamente 

descrita (Molina-Mora et al., 2020), que permiten considerarlos confiables, según las 

referencias consultadas. 

El análisis en KRAKEN brindó los siguientes porcentajes en el rubro de “clado no 

clasificado”: baboCR63 87.9 %, baboCR64 88.7 % y baboCR67 88.0 % (Anexo 1). Los 

clados engloban un antepasado común y todos los descendientes (vivos y extintos) de ese 

antepasado. Esto indica que más del 87 % de los tres genomas de los aislamientos 

estudiados no se encuentran en ninguna de las clasificaciones de los clados que se 

encuentran reportados en dicha base de datos. El análisis en KRAKEN suele ser altamente 

preciso, pero depende críticamente de la base de datos de genomas con la que se compara 

cada “read” (Breitwieser et al, 2018). 

Al mapear estas secuencias en estudio con el genoma de la cepa de referencia (B. suis bv 

1 st. 1330, accession ID NC_004310.3 y NC_004311.2) se obtuvieron los siguientes 



porcentajes de cobertura genómica: baboCR63 19.8 %, baboCR64 18.8 % y baboCR67 

20.7 %. Estos valores indican que los aislamientos no pertenecen al género Brucella.  

Mediante el análisis nucleotide BLAST, basado específicamente en las secuencias de 

rARN16s de los aislamientos, con los parámetros, por defecto, optimizados para 

secuencias ligeramente similares (% Ident. Y Evalue), su similitud en rARN16s las 

identifica cercanas a los géneros bacterianos Microvirga spp. y Camelimonas spp, como 

se observa en las figuras 7, 8 y 9.  

 

Figura 7  

Resultado de nucleotide BLAST (rARN16s) realizado para baboCR67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 8  

Búsqueda de nucleotide BLAST (rARN16s) realizada para baboCR64 

 

Figura 9  

Búsqueda de nucleotide BLAST (rARN16s) realizada para baboCR63  

 

 



La literatura disponible sobre los géneros Camelimonas spp. y Microvirga spp. es 

limitada, especialmente en el contexto veterinario. Han sido descritos de manera general 

dentro de la microbiota ruminal y en glándula mamaria y forman parte de ciclos de 

fijación del nitrógeno y descomposición de materia orgánica (Garbini et al, 2021; 

Gryaznova et al, 2021; Zhao et al, 2022). También fue propuesta una especie aislada de 

una placenta de vaca después de un aborto, Camelimonas abortus sp. nov. Para ello no 

fue posible hallar su información genómica para hacer una comparación específica con 

los aislamientos al momento de finalizar el estudio (Kampfer et al, 2012).  

La relevancia de Camelimonas spp. y Microvirga spp, en estos animales, requiere de más 

investigación para entender sus roles y sus interacciones con el resto del microbiota, así 

como su posible patogenicidad.  

El análisis filogenético, con base en rARN16s (Anexo 2), proporciona información sobre 

las posibles relaciones evolutivas de los aislamientos, comparados con especies 

bacterianas. Los resultados de este análisis y la alineación de genoma completo muestran 

una mayor similitud genómica entre baboCR64 y baboCR67 (98.37 %), no tanto así con 

baboCR63 (81 %) y una cercanía con Camelimonas lactis de 73.9 %. 

En el anexo 3 es posible observar el árbol filogenético propuesto, al ubicar la cercanía de 

baboCR64 y baboCR67 a Camelimonas spp y coincidir con las alineaciones previamente 

mencionadas. Estos análisis son contradictorios con respecto a lo hallado en el 

“nucleotide blast” para baboCR63, puesto que en el “nucleotide blast” es posible observar 

que, el % Ident brinda más del 99 % de similitud con el género Camelimonas spp; sin 

embargo, el análisis filogenético lo ubica más cercano a Rhodopseudomonas. Las 

diferencias entre un BLAST de nucleótidos y una alineación de genoma completo pueden 

surgir debido a la cobertura parcial del genoma o incluso la alineación de este.  



Los resultados acá indicados permiten aseverar que la información genómica descarta que 

estos aislamientos correspondan a microorganismos del género Brucella spp., ya que no 

se obtienen porcentajes de similitud relevantes entre ellas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. CONCLUSIONES  

1. La caracterización fenotípica básica de los aislamientos bacterianos baboCR64, 

baboCR67 y baboCR63, obtenidos en distintas fincas bovinas y bufalinas 

ubicadas en Cartago y Upala en Costa Rica en los años 2012-2013, indica que 

macroscópicamente es posible confundir los aislamientos con una especie de 

Brucella spp, en los medios agar sangre, CITA y Farrell. (ver figuras 1 y 2).  

2. El perfil bioquímico obtenido con pruebas típicamente utilizadas para la 

caracterización de las especies del género Brucella spp. demostró que los 

aislamientos bacterianos baboCR64, baboCR67 y baboCR63 no pertenecen al 

género Brucella spp. y poseen suficientes diferencias bioquímicas como para 

diferenciarlas a nivel de diagnóstico primario del género Brucella spp. 

3. Los medios CITA y Farrell permiten el crecimiento de otras bacterias 

acompañantes, resistentes a los antibióticos y antifúngicos presentes en estos 

medios, altamente selectivos para la mayoría de bacterias contaminantes.  

4. La escasa generación de respuesta serológica mediante las pruebas de tamizaje 

utilizadas en bovinos para la detección de anticuerpos contra Brucella abortus, 

indica que, al profundizar en pruebas más específicas de caracterización y 

secuenciación molecular, estos aislamientos no coinciden con el perfil típico de 

las brucelas. 

5. Se confirmó que la información genómica de las especies evaluadas no coincide 

con los perfiles de Brucella spp.  

6. Se identificaron dos géneros bacterianos cuyas colonias podrían confundirse en 

medios de cultivo con Brucella spp., pero que al realizar el tamizaje bioquímico 

y molecular básico como Bruceladder, se evita que estos interferentes causen 

confusiones en la recuperación el agente etiológico Brucella spp. 



5. RECOMENDACIONES 

• Se recomienda al personal de laboratorio realizar de manera rutinaria el tamizaje 

bioquímico a bacterias compatibles, morfológicamente, con Brucella spp 

provenientes de medios no selectivos y selectivos, antes de realizar pruebas 

moleculares, para aumentar la probabilidad de la correcta recuperación del agente 

de interés. 

• Si la colonia sospechosa se comporta bioquímicamente compatible con bacterias 

del género Brucella spp., se recomienda al personal de laboratorio considerar 

realizar pruebas moleculares como lo es la secuenciación genómica, para 

determinar la pertenencia al género Brucellae. 

• Se recomienda al personal de laboratorio realizar paso a paso el protocolo para el 

cultivo de Brucella spp, según las guías de la OMSA y el marco legal de SENASA 

y, si existe alguna duda, mantener presentes los géneros de bacterias como 

Microvirga spp. y Camelimonas spp, que pueden presentarse como un factor de 

confusión en la identificación macroscópica de rutina de Brucella spp.  

• Se recomienda capacitar al personal y estudiantes que realizan cultivo 

bacteriológico de Brucella spp, para que adquieran la experiencia necesaria, en la 

correcta recuperación de estas bacterias y evitar confusiones.  

• Se requiere más investigación para comprender mejor el rol de las bacterias del 

género Microvirga spp. y Camelimonas spp en el ganado bovino y bufalino del 

país, particularmente si existe o no relevancia clínica. 

• Se brinda como recomendación a los profesionales de salud encargados de la 

vigilancia que, en casos donde las pruebas no sean 100% concluyentes, indagar 

con diagnósticos más específicos y tener presente la existencia de géneros que 



podrían generar problemática, sin disminuir confiabilidad de las pruebas 

actualmente utilizadas. 

• Dado que Brucella spp es un género en expansión, con una similitud de genoma 

de cerca del 97%, es necesario considerar que se requieren técnicas de alta 

resolución (WGS, MALDI TOFF) para resolver casos en los cuales las técnicas 

convencionales pueden no brindar resultados 100% específicos.  
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7. ANEXOS  

 

Anexo 1 

Análisis realizado en el software KRAKEN para los aislamientos  

 

 



 

 

  

 

 

 



 
 

  

 

 



Anexo 2 

 

Análisis filogenético con base en rARN16s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo 3 

 

Árbol filogenético propuesto basado en rARN16s 
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