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RESUMEN

La brucelosis es una enfermedad zoonética causada por las bacterias del género Brucella
spp. Las brucelas causan problemas reproductivos en animales domésticos e infecciones
cronicas y debilitantes en los humanos, ademas de pérdidas econémicas significativas en
el mercado ganadero. Entre los afios 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 caracteristicas fenotipicas similares a bacterias del género Brucella spp., esto
se descartd después de hacer un analisis de secuenciacion de genoma completo en estos
aislamientos. Este estudio se enfoc6 en la caracterizacion fenotipicay bioquimica de estos
aislamientos, para evaluar su posible interferencia en el diagnostico de la brucelosis. Los
aislamientos fueron sometidos a pruebas bioguimicas como la actividad ureasa, reduccion
de nitratos y actividad catalasa. Se evidencia que, aunque comparten ciertas
caracteristicas bioquimicas con Brucella spp., también poseen diferencias. Los
aislamientos crecieron en medios de cultivo selectivos especificos para brucelas como
CITAYy Farrell; sin embargo, presentaron reacciones variables en pruebas como absorcion
de cristal violeta y aglutinacion 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 mostré 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 seroldgicas en el modelo de ratdén. La secuenciacién
gendmica evidencio que los aislamientos tienen similitudes con los géneros Microvirga

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



Este proyecto de graduacion resalta la importancia de la vigilancia continua, la utilizacion
de rutina de métodos de tamizaje y diagndsticos adecuados para distinguir entre Brucella
spp. y otras bacterias fenotipicamente similares; se brinda una mejora en las estrategias
de control y prevencion de la brucelosis.

Palabras clave: Brucella, aislamientos bacterianos, caracterizacion fenotipica,
interferencia diagndstica, secuenciacion genémica.



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. INTRODUCCION

1.1.Antecedentes

1.1.1 Brucelosis en animales y humanos
La brucelosis se define como la infeccion producida por cualquier bacteria del género
Brucella spp., ya sea en animales o en humanos (OIE, 2018). Las bacterias de este género
estdn compuestas por cocobacilos Gramnegativos, patdgenos 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 6rganos reproductores de los animales y en los
humanos provocan la enfermedad conocida como fiebre ondulante. De manera clinica, la
enfermedad en humanos puede ser inespecifica, con episodios febriles e incluso cursar
con un desarrollo cronico. En los hospedadores animales es posible observar aborto,
retenciones de placenta, orquitis, epididimitis, artritis e incluso meningitis. La
presentacion de los signos va a depender de la especie de Brucella spp. que esté
provocando la infeccion. De manera general, B. melitensis y B. abortus son altamente
patdgenos para el ser humano y representan una amenaza a la salud publica, ya que son
zoonosis importantes que requieren de un control adecuado desde produccién primaria
(OIE, 2018).
La brucelosis es una enfermedad zoon6tica, 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 poblacion humana (Olsen y
Palmer, 2014). Leche de vaca, oveja o cabra contaminada puede ser fuente de infeccion,

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



infeccion, ya que el proceso de produccion del queso puede incluso concentrar a las
brucelas que pueden sobrevivir hasta varios meses en esta matriz (Corbel et al. 2006).

A nivel de diagndstico, los casos de brucelosis humana son detectados de manera tardia
y en su fase crénica, 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 reproduccion 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 infeccion de forma temprana, es de suma importancia la prevencion
de su transmision.

1.1.2 Impacto socioecondémico de la brucelosis en Costa Rica y el contexto
mundial

La brucelosis es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la
zoonosis con mayor distribucion a nivel mundial. Segun datos del INCIENSA, entre 2011
y julio de 2022, se diagnosticaron 254 pacientes por brucelosis. Las provincias mas
afectadas son Alajuela, seguida por Limoén y luego Puntarenas. Los grupos mas 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
infeccion animal, el nivel socioecondmico y los habitos alimenticios, afectan
directamente la incidencia en los humanos (Pappas et al. 2006). Con la excepcion de dos
aislamientos de B. neotomae, todos los demas casos de brucelosis humana en el pais
correspondieron a B. abortus (Hernandez-Mora et al, 2017b).

Ademas de las repercusiones directas en salud animal y pablica, las pérdidas economicas
a nivel centroamericano, calculadas por la FAO, alcanzan hasta los 450 millones de
dolares (SENASA, 2019). La brucelosis también tiene impactos directos sobre la

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



productividad (aumento de dias abiertos, disminucion de tasas de fertilidad, disminucion
de produccion lactea) y abortos. También se experimenta una disminucion en la
comercializacion de animales y aumento de costos de programas nacionales (costos de
vacunacion, muestreo y seguimiento de hatos positivos) (SENASA, 2019). El impacto en
la salud publica se observa al tener que destinar fondos publicos para atender a los
pacientes que presentan condiciones cronicas de salud incluso después del tratamiento, al
aumento del pago de incapacidades y una reducciéon en la fuerza laboral del pais
(SENASA, 2019).
1.1.3 Diagndstico de brucelosis

Debido a que a nivel clinico la enfermedad es poco especifica, el diagnostico 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 diagnostico certero (Alton et al. 1988).
Como la brucelosis en los animales de produccion en el pais actualmente no se encuentra
controlada y tampoco se cuenta con un programa de vacunacion robusto a lo largo del
pais, la prueba de Rosa Bengala (RBT) asi 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 aglutinacion que utiliza antigeno
coloreado con rosa bengala (Morgan et al. 1969). Este antigeno esta hecho de una
suspension 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 reaccion

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



un antigeno en alta concentracion (especificamente el S- lipopolisacarido). 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 legislacion 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 facil y rapida de
realizar, no necesita conocimiento especializado ni equipos de alta tecnologia, es de bajo
costo y es posible implementarla a nivel de finca (Diaz 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; Hernandez-Mora et al, 2017a). Sin embargo,
como toda prueba seroldgica, 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 0:157 (Liu, 2015) o debido a
vacunacion con la cepa S19 (la cual esta registrada en nuestro pais) (Chacon-Diaz 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 union de complejos antigeno-
anticuerpo. ElI marcaje del anticuerpo con una molécula especifica permite la
cuantificacién de los complejos. En el iELISA se utilizan dos anticuerpos, uno primario
y uno secundario, el altimo es el que va conjugado con la enzima y se une al anticuerpo
primario. Esto permite amplificar la sefial obtenida como resultado (Abyntek, 2019).
Para el diagnostico de brucelosis esta prueba detecta anticuerpos 1gG especificos contra
el antigeno de Brucella spp. que es el polisacarido O del lipopolisacarido. La muestra
utilizada es expuesta a dicho antigeno que se encuentra depositado en un pozo en una
placa de ensayos; si la muestra contiene anticuerpos anti-polisacéarido O, se unen al pozo.

Posteriormente se afiade otra sustancia que esta conjugada con moléculas que brindan



color a la reaccion; la intensidad del color es directamente proporcional a la cantidad de
anticuerpos presentes en la muestra que reaccionan con el antigeno. Finalmente, la lectura
de los resultados se realiza a través de un espectrofotdmetro 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
enterocolitica O:9. La razdn de estas reacciones cruzadas se debe, en gran parte, a que
los dos microorganismos comparten determinantes antigénicos en la molécula del
polisacéarido O (Nielsen et al, 2005).

A pesar de que las pruebas serologicas son importantes en el diagnostico, la prueba que
se considera como “estandar de oro” para asi confirmar un caso de brucelosis es el
aislamiento de Brucella spp.

Los medios de cultivo selectivos contienen antibidticos apropiados para inhibir el
crecimiento de microorganismos distintos a Brucella spp. ElI medio Farrell contiene
sulfato de polimixina B, bacitracina, natamicina, acido nalidixico, nistatina y
vancomicina (OIE, 2018). El medio de cultivo CITA utiliza vancomicina, colistina,
nitrofurantoina, nistatina y anfotericina B. Este medio de cultivo inhibe la mayoria de los
microorganismos contaminantes, pero al mismo tiempo permite el crecimiento de todas
las especies de Brucella spp. y es mas 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 eleccion para el aislamiento de Brucella
spp. en términos generales (OIE, 2018).

En medios solidos adecuados, pueden observarse colonias claramente visibles de
Brucella, después de tres o cuatro dias de incubacion. Tras cuatro dias de incubacion, las

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



translicidas y de color miel palido (OIE, 2018). Sin embargo, aun con las mejores
técnicas laboratoriales, la pericia del operador influye en la eficiencia de este método
diagndstico, ya que si en el crecimiento inicial se selecciona una colonia inadecuada se
podria concluir erroneamente que el animal no estaba infectado, cuando en realidad la

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

1.1.4 Legislacion a nivel nacional

Segun 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 dias (MAG, 2000; MAG, 2008). La ley dicta que la ejecucion
de las actividades de vigilancia, control y erradicacion de la brucelosis bovina se debera
realizar mediante esfuerzo y aportacion conjunta de recursos econdémicos entre el sector
publico y privado. En el “Reglamento para la Intervencion de la Brucelosis Bovina” N°
34858-MAG se menciona que no existira 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 notificacidn por parte de la poblacion de casos sospechosos (abortos,
retencion de placenta, muerte perinatal, entre otros signos). Con base en la informacion
que recibe, define los pasos por seguir de la mano con los médicos veterinarios
oficializados, de la zona. La vigilancia activa se realizara en aquellos hatos que estan en
proceso de saneamiento o en declaratoria de hato libre. También se llevara a cabo en
fincas, subastas ganaderas y plantas de sacrificio, con el objetivo de detectar animales o
fincas positivas. Se toman muestras sanguineas, de leche y tejidos y dependiendo de los
resultados se definen los pasos que pueden involucrar procesos de cuarentena y

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



1.1.5 Situacion epidemioldgica del pais y posible probleméatica

Entre el 2012 y el 2013 se estimé 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 % (Hernandez-Mora et al, 2017a). Luego de este trabajo se realiza un estudio de
filogenética con wun total de 188 aislamientos costarricenses caracterizados
bioquimicamente como B. abortus y recolectados entre el 2003 y el 2018 (Suarez-
Esquivel et al, 2020). Para este estudio se secuencié el genoma completo de los
aislamientos y se obtuvo que tres de estos aislamientos de animales serol6gicamente
positivos, no correspondian el género Brucella spp. A pesar de la basqueda 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 tomd de una bufala en el
canton de Upala en el 2013 (baboCR67) a partir de una muestra de placenta. Este dato
toma relevancia ya que originalmente los animales de donde provenian estos aislamientos
se categorizaron como positivos al RBT. Por lo tanto, es necesario indagar mas a fondo
sobre estos aislamientos y evaluar si la presencia de estas bacterias en los animales podria
ser un obstaculo en el diagndstico y entorpecer el adecuado aislamiento de Brucella spp.
en las muestras de campo.

Ademas, estos aislamientos representan una oportunidad para probar la selectividad en
los nuevos medios de cultivo tales como medio CITA y Farrell altamente sensibles y
especificos, recomendados actualmente por la OIE y que recientemente fueron
incorporados y acreditados segin 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



diagnostica disponible actualmente que sera 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
diagnosticas que no son obligatorias dentro de la legislacién del pais, pero se realizan en
los laboratorios de referencia, para la identificacion de diferentes especies de Brucella

spp., que brindaron resultados inconclusos.

1.2 Justificacion

1.2.1. Importancia
Debido a las pérdidas econdémicas y el impacto que genera la brucelosis, tanto a nivel
productivo como a nivel de la salud publica en el pais, su vigilancia y estrategias de
control se encuentran bajo la tutela de un ente regulador que establece medidas de
diagnostico y planes de accion a nivel pais para limitar la diseminacién del patégeno. Es
por esto que es necesario conocer los posibles escenarios donde los métodos diagnosticos
puedan presentar limitaciones.
Los aislamientos en cuestion 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 incognita de si estas especies son realmente desconocidas y si
juegan algun papel en el desarrollo de una respuesta inmune contra Brucella spp.
A raiz de estas incdgnitas surge la necesidad de realizar una caracterizacion bacterioldgica
completa, basada en sus caracteristicas fenotipicas 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 serolégica

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



1.3.0bjetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar si los aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y baboCR67 tienen

la capacidad de interferir con las pruebas seroldgicas para deteccion de

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

1.3.2. Objetivos especificos

1.

Caracterizar fenotipicamente a los aislamientos bacterianos baboCR63,
baboCR64 y baboCR67.

Establecer el perfil de crecimiento de los aislamientos bacterianos
baboCR63, baboCR64 y baboCR67.

Evaluar la capacidad de los medios CITA y Farrel de permitir el
crecimiento de otras bacterias ajenas al género Brucella spp.

Evaluar muestras seroldgicas de ratones inoculados con cada uno de los
aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y baboCR67, mediante la
prueba Rosa Bengala.

Evaluar muestras seroldgicas de ratones inoculados con cada uno de los
aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y baboCR67 mediante la
prueba iIELISA para Brucella.

Obtener el genoma completo de los aislamientos bacterianos baboCR63,

baboCR64 y baboCR67 y compararlos con cepas de referencia de Brucella

SPp.



2. METODOLOGIA

2.1 Aislamientos para estudio

Los aislamientos detallados en el Cuadro 1 se encuentran en la bacterioteca del
Laboratorio de Bioguimica, referidos por los laboratorios de Bacteriologia de la Facultad
de Microbiologia de la UCR y la Escuela de Medicina Veterinaria, obtenidos segun
(Suérez-Esquivel et al, 2020).

Cuadro 1

Aislamientos seleccionados para la caracterizacion

Identificacion del Muestra Especie de Zona Ao del
aislamiento obtenida lacualse geogréfica aislamiento
de: obtuvo:

baboCR63 Leche Bovino Llano 2012
Grande

baboCR64 Leche Bovino Llano 2012
Grande

baboCR67 Placenta Bufalo Upala 2013

Las cepas de referencia Brucella abortus 2308W (Suéarez-Esquivel et al, 2016) y B. canis
bcanCR12 (Chacon-Diaz et al, 2015) fueron utilizadas para efectos comparativos y de
control. Las mismas se mantienen en la bacterioteca del Laboratorio de Bioquimica 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 alicuotas a partir de los stocks conservados en la bacterioteca del
Laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Medicina Veterinaria. Las mismas se
almacenaron en Caldo Tripticasa Soya (CTS) con glicerol al 20% a -80°C en la
bacterioteca. Para su crecimiento y mantenimiento, se utiliz6 Agar Tripticasa Soya (ATS)

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



se realiz6 en 20 mL de CTS en un tubo conico de 50 mL a una agitacion constante de 170

rpm en presencia de CO:x.

2.3 Evaluacion 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 realiz un pasaje de las colonias crecidas en
placa de ATS a los medios de cultivo CITA y Farell. De manera paralela se utilizé 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 CO:y a una

temperatura de 37 °C por 72 horas.

2.4 Caracterizacion fenotipica de los aislamientos bacterianos

Para caracterizar fenotipicamente a los aislamientos bacterianos baboCR63, baboCR64 y
baboCR67, estos fueron sometidos a las siguientes pruebas utilizadas cominmente para
identificar brucelas: tincién de Gram, actividad oxidasa, utilizacion de citrato, reduccion
de nitrato, requerimiento de COz, produccion de H2S, actividad de ureasa, absorcion de
cristal violeta, crecimiento en presencia de tionina (20 pg/mL), fucsina basica (20 pg/mL)
y agar McConkey, aglutinacion en naranja de acridina (1:1000) y reaccion de catalasa
mediante metodologias previamente descritas (Alton et al, 1988; Rodriguez, Gamboa et
al. 2005;). Los cultivos bacterianos utilizados eran frescos (entre 48 y 72 horas de
incubacion) y crecidos en ATS o en BAP. A continuacién, se describen los

procedimientos brevemente:



2.4.1 Tincion de Gram
Para realizar esta tincion, se utilizé la modificacion de Kopeloff y Baermann (Rodriguez,

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

2.4.2 Determinacion de actividad oxidasa
En este estudio se utilizaron tiras reactivas para la determinacion de actividad oxidasa
(Ox0id®), 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
interpretd como positivo la observacion de color parpura en el disco, mientras que, si el

disco permanecio sin cambio de color, se considero negativo.

2.4.3 Utilizacion de citrato
Para llevar a cabo esta prueba se utilizd Agar Citrato de Simmons (Scott Laboratories®),
al seguir las instrucciones descritas previamente (Rodriguez, Gamboa et al. 2005). Se
colocaron de tres a cinco colonias del cultivo en plato a partir del agar. Los tubos fueron
incubados a 37°C por 48-72 horas; posterior al tiempo de incubacién, se hizo la lectura
de los resultados. Un resultado positivo fue el cambio de color del agar a azul; un

resultado negativo se indicé cuando el agar permanecia de color verde.

2.4.5 Reduccion de nitratos
Para llevar a cabo esta prueba se utilizaron tubos con caldo Nitrato (Merk®), al seguir las
instrucciones descritas previamente (Rodriguez, Gamboa et al. 2005). Primero se inocul6
el microorganismo en el caldo Nitrato, mediante la técnica de agitacion; se incub6 a 37°C

por 48-72 horas, se afiadié 1 mL del reactivo a-Naftilamina al 0.5% y se agregdé 1 mL de



acido sulfanilico al 0.8 %. Al formar un color rojo, o rosado, antes de treinta segundos se
determind que habia nitritos (Resultado: nitrato positivo); en caso contrario, se afiadieron
20 mg de polvo de Zn al medio. Al formar un color rosa se determiné que habia nitratos

gue no se habian reducido (Resultado: Nitrato negativo).

2.4.6 Requerimiento de CO2
Las bacterias de interés se rayaron simultaneamente en dos platos de BAP. Uno de los
platos de agar se incubd en una atmosfera enriquecida de 5 % CO:z y el otro en una
incubadora sin enriquecimiento de COz, a 37 °C por 48-72 horas; posterior al tiempo de
incubacion 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 COa.

2.4.7 Produccion 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 colocé de tal manera que sujetaba la tira de reaccién para que
esta no se moviera durante la incubacion. Se incubaron a 37 °C por 48-72 horas. Posterior
al tiempo de incubacion se valoraron los resultados. Un resultado positivo se determind
cuando hubo crecimiento de la bacteria en el medio acompafiado de un oscurecimiento
significativo de la tirilla de deteccion, mientras que el crecimiento de la bacteria en el

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



2.4.8 Actividad ureasa
Se inoculd un tubo con Agar Urea de Christensen con cinco a diez colonias de la bacteria
por analizar. Una vez que se inoculd el medio de reaccion se comenzo 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 considero positiva en el momento en el que se comenzé a ver el cambio de
color (de color amarillo a rojo) en el indicador del medio. Los resultados de esta prueba
deben reportase en categorias definidas por el tiempo en el que se observa la reaccion, las

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

Cuadro 2

Categorias de reaccion a la prueba de reaccion ureasa
Observaciones experimentales Categoria de reaccion
Prueba negativa luego de 24h de No reactivo
incubacion.

Prueba positiva luego de 120 minutos Reaccion lenta

de incubacion.

Prueba positiva entre 50 y 90 minutos  Reaccion intermedia

de incubacion.

Prueba positiva antes de los 20 minutos Reaccion rapida

de incubacion.

2.4.9 Absorcion de cristal violeta
Se utiliz6 la solucion madre de cristal violeta, preparada, al seguir la metodologia
previamente descrita (Rodriguez Gamboa et al., 2005). Inmediatamente antes de
emplearla se diluyd a 1:40 en agua destilada. Se utilizaron colonias crecidas en placas de
ATS. Las placas se cubrieron con la dilucion del colorante durante 15 a 20 segundos y se

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



un desinfectante mediante una pipeta de Pasteur. Las colonias lisas no tomaron el
colorante; las disociadas (rugosas) se tifieron en distintos tonos de rojo y violeta y en su
superficie se apreciaban grietas radiales. Se utiliz 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 basica y McConkey

Se prepard una suspension bacteriana en solucion salina (0,85%) estéril con una
concentracion correspondiente al estandar 1,00 de MacFarland para cada uno de los
aislamientos por estudiar. Se inocularon, por estria, cada uno de los aislamientos en la
superficie de las placas, al utilizar torundas de algodon estériles.

Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C y la lectura se hizo a las 48-72 horas de
incubacidn, al evaluar el crecimiento de la bacteria contra una superficie clara y con luz
oblicua, para eliminar la interferencia de la marca de inoculacién dejada por la torunda.
Un resultado positivo se determind cuando hubo un crecimiento homogéneo y
significativo de la bacteria. Los resultados dudosos (débilmente positivos) o negativos se
incubaron por 24-36 h mas para confirmar. Se utilizo 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. Aglutinacion en naranja de acridina
Para llevar a cabo esta prueba se utilizaron cultivos bacterianos frescos (entre 48 y 72
horas de incubacion) crecidos en ATS o en BAP bajo las condiciones de crecimiento antes

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



portaobjetos. Al utilizar un asa bacterioldgica estéril, se suspendié una colonia del cultivo
bacterioldgico en la solucion y se mezclo bien.

El portaobjetos se agitd suavemente en forma circular y se determind inmediatamente la
formacion de grumos: si se formaron grumos, el aislamiento en estudio se clasifico como
“rugos0”; si no se formaron grumos y la suspension permanecio lechosa, el aislamiento
en estudio se clasifico como “lis0”. Se utilizo 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. Reaccion de catalasa
Se colocd una gota de H202 al 3% sobre un portaobjetos y luego se transfirio, al utilizar
un asa bacterioldgica estéril, una porcion de colonia sobre el H202 y realizar una
emulsion. Se tomo la colonia a partir de un medio sin sangre, ya que los eritrocitos tienen
actividad de catalasa y podian provocar un falso positivo en los resultados.
Inmediatamente posterior a la generacién de la emulsion se interpretaron los resultados.
El desprendimiento de burbujas se consideré una prueba positiva. Se utilizo la cepa B.

abortus 2308W como control de una cepa catalasa positiva.

2.5  Caracterizacion del perfil bioquimico mediante el sistema VITEK®2

Para determinar el perfil bioquimico de las bacterias se utilizo el sistema de identificacién
VITEK® 2 (Biomeriux) 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
solucion salina al 0.45 % en un tubo transparente de 12 x 75 mm de pléstico. Al usar una
torunda estéril, se tomaron de tres a cinco colonias y se suspendieron en el tubo con la

solucion salina. Usando un turbidimetro (DensiChek plus®), se prepard una suspension



de 0.5-0.63 McFarland. Seguidamente, el tubo de transferencia de la tarjeta de
identificacion se coloco en el tubo de suspension en la gradilla correspondiente.

Después de haber colocado las tarjetas de identificacion y las suspensiones en la gradilla,
esta se ingresé en el equipo VITEK® 2. En este punto, la suspension lleno todas las
pruebas contenidas en las tarjetas. Posteriormente, las tarjetas junto con las suspensiones
se incubaron durante 24 h a 37° C en una atmdsfera enriquecida de 5% CO2. Después de
la incubacion se colocd la gradilla con las tarjetas y las suspensiones nuevamente en el
VITEK® 2 para realizar una incubacion adicional (por un tiempo definido por el equipo)

y la lectura de cada una de las pruebas.

2.6 Preparacion del indculo bacteriano para infeccién in vivo

Dos dias antes de las infecciones en los ratones seleccionados, se realizé un pre-cultivo
de los aislamientos bacterianos por utilizar. Se usaron 20 mL de CTS y un stock de cada
bacteria de interés, se dejo en agitacion a 200 rpmy 37°C por 72 horas. Posterior al tiempo
de incubacion se midio laabsorbancia a 420 nmy se utilizo la formula (A420nm —0,0103)
/5 x101, con el fin de determinar la concentracion bacteriana 6ptima por utilizar en los
indculos (Alton et al., 1988). Una vez confirmadas las concentraciones 6ptimas se toméd
una alicuota de cada caldo de infeccion y se colocé 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 Infeccion 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 replicacion y persistencia de cada uno de los



aislamientos en el bazo del ratén (mediante la cuantificacion de la bacteria inoculada)
posterior a un tiempo de incubacién 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
incubacion. Para cada aislamiento bacteriano se analizaron dos tiempos de incubacién
(siete y 30 dias). 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 dias post-infeccion, los ratones se sacrificaron utilizando el método
fisico de dislocacion 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 experimentacion en ratones se realiz6 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 iluminacion de luz blanca
LED, reciclaje de aire a través de un sistema extraccion, temperatura ambiente, humedad
ambiental y en jaulas con un tamafio acorde con su densidad y tamafio de 60 x 40 x 20
cm. La frecuencia del aseo fue de dia de por medio de acuerdo con las practicas rutinarias
del Bioterio de la Escuela. Los ratones se mantuvieron con alimentacion y agua ad

libitum. EI alimento utilizado es balanceado y disefiado especificamente para dietas de



roedores (suministrado por el Bioterio). El agua es del tubo, clorada y se cambié cada dos
dias. Los animales se observaron todos los dias y se mantuvieron en condiciones de

aislamiento en un cuarto destinado para experimentacion.

2.8 Recuento bacteriano
Para realizar el adecuado conteo de las colonias bacterianas que persistieron en el bazo
de los ratones se adaptd el procedimiento previamente mencionado (Barquero-Calvo et
al., 2013). Se maceraron los bazos con solucion Tween 20 PBS en una relacion 1:10 segun
el peso individual de cada 6rgano. 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 atmosfera enriquecida con 5 % COza 37 °C y la lectura se hizo a las
48-72 horas de incubacion. Un resultado positivo correspondié a observar crecimiento
bacteriano en la zona donde se depositd la gota en el plato de agar y que este crecimiento
coincidiera morfoldgica y microscépicamente con los aislamientos en investigacion. El
conteo se realizo en la dilucion donde se pudo observar de 10-50 colonias separadas y

para hacer el calculo de UFC/g se multiplicé por el factor de dilucién utilizado.

2.9 Serologia (IELISA y Rosa Bengala)
Para cumplir con los objetivos de determinar si las muestras seroldgicas 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 seroldgicas.

29.1 IiELISA
Para realizar el iELISA se sigui6 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 uL de suero de cada uno de los
ratones utilizados en el estudio, en las placas de 96 pozos que brinda el fabricante y que
estan recubiertas con lipopolisacérido (LPS) de Brucella abortus. Se realizaron varias
incubaciones y lavados con las soluciones que brinda el kit, con el proposito de formar
complejos antigeno-anticuerpo. Finalmente se realiza la adicién del conjugado anti-
anticuerpo, que permite fijar los anticuerpos contra Brucella spp. y asi mantenerlos en los
pozos. Se determina la presencia del complejo antigeno-anticuerpo con un cambio de
coloracion azul a amarillo; en la ausencia de anticuerpos, no se observa coloracion. Se
realizé una lectura a 450 nm en el equipo de espectofotometria Multiscan Ascent (Thermo
Scientific®) y luego se calculd el porcentaje de seropositividad (S/P), segun los
estandares del kit utilizado. Se utilizo 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 interpretacion del iELISA segun porcentajes de seropositividad.
Resultado INTERPRETACION
SIP % < 110% ‘ Negativo
110% < S/P % < 120% ‘ Dudoso

SIP % > 120% ‘ Positivo

2.9.2 Rosa Bengala
Para realizar la prueba de Rosa Bengala se siguio el protocolo descrito en el kit ID Rose
Bengal Test (IDvet Diagnostics®). Los sueros de los ratones fueron diluidos en PBS, asi
como los sueros de control positivo y control negativo. Posteriormente se realiz6 una
dilucion del reactivo de Rosa Bengala proporcionado por el fabricante y se agregaron 50
UL de reactivo a cada pozo con suero. Finalmente se realizaron diluciones seriadas en

cada fila de la placa y se incubd en oscuridad por 24 horas. Se realizo la lectura al dia



siguiente y se realizd la titulacién de anticuerpos para cada raton, dependiendo de la

presencia o ausencia de precipitado en las muestras.

2.10 Extraccion de ADN
Las extracciones de ADN gendmico se realizaron con el Wizard Genomic DNA
Purification Ki de Promega®, al seguir las instrucciones del fabricante. Se realizé un pre-
cultivo de los aislamientos bacterianos por utilizar, 72 horas antes de la extraccion, como
ya se describio previamente. Para proceder con la extraccion 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

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

2.11 Secuenciacion genomica

La secuenciacion gendmica de los aislamientos en estudio se realizd mediante dos
estrategias a través de servicios tercerizados de laboratorios internacionales: (i) obtencion
de fragmentos cortos (“short reads”) de ADN con la plataforma Illumina NovaSeq a
través de microbesNG, y (ii) obtencidn de “long reads” por Oxford Nanopore Technology
(ONT), a través de genXone. El corte de los adaptadores de secuenciacion 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 hibrido de las secuencias (Illumina y
ONT) se realizé con el programa Unicycler (https://github.com/rrwick/Unicycler). Las
estadisticas de los ensamblajes fueron evaluadas por QUAST (Gurevich et al., 2023).

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

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



2.12 Analisis genomico
El anélisis de las secuencias gendmicas fue realizado mediante varias estrategias.
Inicialmente, los “reads” crudos se compararon con las bases de datos de KRAKEN,
mediante un algoritmo de estimacion de cardinalidad eficiente basado en k-meros,
llamado HyperLogLog, que asigha un posible taxdn seglin la coincidencia exacta de
dichos k-meros (Breitwieser et al, 2018). Un k-mero es una secuencia de nucleotidos de
cierta longitud determinada para delimitar el anélisis.
Otra estrategia incluy6 la identificacion de las secuencias de rARN16s en los genomas
analizados a traves de mapeo contra el rARN16s de E. coli (accession ID NC_000913.3);
una vez extraidas estas secuencias, se les realizd 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 estadistica. El
Evalue y el %ldent 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 alineacion con una similitud de esa magnitud o mayor dado el tamafio de
la base de datos utilizada; cuanto menor sea el Evalue, mas significativa es la alineacion.
Un Evalue pequefio sugiere una mayor similitud biologica, por lo general, se considera
que un valor menor que 0.01 es significativo (Madden, 2003).
El % Ident indica el porcentaje de nucledtidos 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 composicion
(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 gener6 un arbol filogenético

basado en rARN16S mediante maxima verosimilitud con la herramienta RAXML.



Finalmente, se intentd escalar esta estrategia para realizar una alineacion 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 alineacion

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




3.1 Caracterizacion bioguimica

3. RESULTADOS Y DISCUSION

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

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

caracteristicas macroscopicas, descritas en el Cuadro 5.

Cuadro 5

Descripcion morfoldgica de los aislamientos

Aislamiento | Tiempo de incubacion | Descripcion de Tamafo Tincion de Tamafio
para obtener la colonia macroscépico |  Gram microscopico
crecimiento significativo de la colonia de la bacteria
baboCR63 72-96 horas Colonias 0.03 mm Cocobacilo 1x2pum
redondas, color Gram
crema, convexas negativo
baboCR64 72 horas Colonias 0.05 mm Cocobacilo | 1.5x2.5um
redondas, color Gram
crema, convexas negativo
baboCR67 72-96 horas Colonias 0.04 mm Cocobacilo 1x1.5um
redondas, color Gram
crema, convexas negativo

En comparacién con la morfologia macro y microscépica de B. abortus 2308W, los tres

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

incubacion (entre 72 y 96 horas mas) para obtener crecimientos de un tamafio

significativo, que permiten una evaluacion adecuada de la morfologia macroscépica.

(OIE, 2018). A simple vista, y a la observacion microscopica, 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 caracterizacion bioquimica realizada, al
utilizar las pruebas clasicas descritas en la literatura para la identificacion de un
organismo como parte del género Brucella spp. (Alton et al., 1988; Rodriguez, 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 especificas.



Cuadro 6

Caracterizacion bioquimica de los aislamientos baboCR63, baboCR64 y baboCR67,
incluyendo las cepas de referencia.

Aislamientos
Pruebas
baboCR63 baboCR64 baboCR67 B. abortus 2308

Requerimiento de COa.. + - + -
Reduccién de nitratos. - - - -
Oxidacion. + + + +
Actividad ureasa <20 >120 >120 <20
(min.).
Utilizacion de citrato. - - - -
Tincién de colonias con Inc. Inc. Inc. -
cristal violeta.
Aglutinacion en Inc. Inc. Inc. -
presencia de naranja
de acridina.
Produccion HaS. + + + +
Actividad catalasa. + + + +
Crecimiento en
presencia de tinciones
de:

Tionina (20pug/ml) + + + -

Fucsina basica - - - +
(20ug/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 mayoria

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 diagndstico microbioldgico de Brucella spp., no se

establece con certeza en la literatura cuales 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).
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Los tres aislamientos evaluados también fueron positivos a los ensayos de ureasa y
oxidasa, que son pruebas réapidas y clasicas para orientar el diagndstico e identificacion
provisional de un aislamiento desconocido en estudio como posible Brucella (OIE, 2018).
Durante la prueba de ureasa se observaron resultados variables del tiempo de reaccion

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



Cuadro 7
Tiempos de reaccion de prueba ureasa

Aislamiento Tiempo y categoria de reaccion
baboCR63 20 minutos — reaccion rapida
baboCR64 24 horas — reaccion lenta
baboCR67 2 horas — reaccion lenta
B. abortus 2308W 20 minutos — reaccion rapida

La actividad ureasa ha sido observada en bacterias patdgenas a través de la literatura.
Algunas especies que presentan esta caracteristica, aparte de Brucella spp., son:
Staphylococcus spp., Helicobacter spp., Mycobacterium spp., Clostridium perfringes, E.
coli enterohemorragica, 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 caracteristica particular de
ser de reaccion rapida; cualidad que poseen pocos microorganismos aparte de Brucella
spp. (Konieczna et al, 2012).

La produccion de HzS es otra cualidad evaluada en la caracterizacion e identificacion de
bacterias relevantes en cuadros clinicos. Aparte de Brucella spp., otras bacterias
clinicamente 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 produccion de H2S con caracteristicas de tolerancia antibiotica; por ello es
una caracteristica relevante en el contexto mundial de la resistencia antibacteriana.
(Belenky y Collins, 2011), al ser positivos a la prueba, sugieren que los aislamientos
poseen caracteristicas importantes de vigilar a nivel microbioldgico.

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

positivas a esta prueba son mas 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 clinicamente 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
brind6 un resultado muy débil, con una produccién de burbujas escasa; se diferencia de
los resultados rapidos y marcados de baboCR63, baboCR64 y la cepa control B. abortus
2308W.

El crecimiento o carencia de este de los aislamientos incognitos en medios selectivos
como la fucsina basica y la tionina es otra de las pruebas estandares que se utiliza para
identificar especies de Brucella spp. La cepa B. canis bcanCR12 crecio en el medio con
tionina, pero no con fucsina bésica. De manera inversa, B. abortus 2308W no crecio en
el medio con tionina, pero si con fucsina basica. 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 basica, 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 caracteristica 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 present6 crecimiento en el
mismo rango de tiempo.

Las pruebas de absorcién de cristal violeta y la prueba de aglutinacion con el colorante

naranja de acridina son dos ensayos tipicos 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
caracteristicas especificas para ser clasificadas como rugosas o lisas.

Adicionalmente, para mejorar el poder de resolucién entre los aislamientos estudiados, se
analizo el perfil bioquimico por medio del sistema automatizado VITEK® 2 (se utilizé la
tarjeta para Gram negativos “GN”), ya que aumenta significativamente el nimero de
pruebas bioquimicas utilizadas. Para este analisis se utiliz 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 bioquimico de los
aislamientos y B. abortus 2308W. Esto refuerza la teoria que estos microorganismos
podrian presentar confusion al momento de realizar el diagnostico preliminar. Vale la
pena resaltar las similitudes en pruebas clave para la definicién 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 variacion entre diferentes

especies (Lopardo et al, 2016).



Figura 2

Resultados del perfil bioguimico mediante el uso del sistema VITEK® 2.
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En las pruebas de oxidacion de glucosa y la utilizacién de adonitol, B. abortus 2308W
resulta positivo y los tres aislamientos incognitos son negativos. Esto cobra relevancia ya
que la mayoria de las especies de Brucella spp. oxidan glucosa y utilizan adonitol. Esto
permite considerarlas como otro criterio de relativo bajo costo y de facil reproduccion en

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



3.2 Recuento bacteriano post-infeccion

Con el objetivo de evaluar si los aislamientos presentan algun tipo de capacidad de
infeccion y permanencia en los drganos diana del hospedador, una vez cumplidos los
primeros siete dias post inoculacion, se realizo el primer sacrificio de los ratones y el
posterior cultivo de los bazos. Al realizar la lectura de los platos solo se observd
crecimiento bacteriano de la cepa control B. abortus 2308W y del aislamiento baboCR64.
Estas colonias coincidian en descripciébn macro y microscopica con los inoculos
originales de ambas bacterias y, al repetir las pruebas bioquimicas, también coincidieron
en todos los resultados, al brindar mayor certeza de que los crecimientos que observamos
provenientes de los bazos de raton coinciden con las bacterias inoculadas. Es posible
analizar de manera cuantitativa el crecimiento de ambos microorganismos en la Figura 4.

Figura 3

Capacidad de replicacion y persistencia de los aislamientos en estudio y B.abortus
2308W en bazo de raton.
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Nota: Se inocularon ratones de la cepa CD-1 via 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 dias post infeccién se determind la cantidad de bacterias en el bazo segin se
describe en la seccion de metodologia.



El segundo sacrificio de los ratones se realiz6 a los 30 dias post inoculaciéon. En esta
ocasion unicamente se observo crecimiento de la cepa control B. abortus 2308W.
Coincidié asi 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 dias post
infeccion, no hubo crecimiento a los 30 dias. Se concluyd que los aislamientos en
evaluacion no son capaces de replicarse y persistir por mas de 30 dias en 6rganos diana

como el bazo en el modelo evaluado.

3.3 Serologia

De manera paralela, con el cultivo de los bazos, se realizaron pruebas seroldgicas con la
sangre muestreada a los siete dias y 30 dias post infeccién. En las Figuras 5y 6 se detallan
los resultados para las pruebas de iELISA y Rosa Bengala.

Figura 4

Capacidad de los sueros de raton de generar un resultado positivo en el RBT
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Nota: Se utilizaron los sueros obtenidos durante los dos diferentes tiempos de sacrificio
para realizar una titulacion de anticuerpos por medio de la prueba Rosa Bengala. Se
realiza la medicion de estos a los 7 dias y a los 30 dias post infeccion.



Figura 5

Capacidad de los sueros de ratdn de generar un resultado positivo en iELISA
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Nota: Se utilizaron los sueros obtenidos durante los dos diferentes tiempos de sacrificio
para realizar un IiELISA para la deteccién de anticuerpos contra los aislamientos
inoculados. Se realiza la medicién de estos a los 7 dias y a los 30 dias post infeccion,
obteniendo los porcentajes de seropositividad (%S/P) y utilizando el valor de 120 como
punto de corte, indicado en el kit de serologia.

En la prueba de Rosa Bengala realizada a los siete dias post infeccion es posible observar
un titulo pequefio 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 diagnoéstico seroldgico temprano de las infecciones es dificultoso
para Brucella spp. Al analizar los resultados del sacrificio a los 30 dias, podemos observar
cémo los titulos de anticuerpos para la cepa control B. abortus 2308W aumentaron
exponencialmente, como era de esperar y como esta reportado previamente (Grillo et al,
2012). Ninguno de los aislamientos experimentales genero respuesta serolégica en los

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



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

De la misma formay, como se observa en la Figura 6, la cepa control B. abortus 2308W
provocO una respuesta humoral hasta los 30 dias, consecuente con otros ensayos
reportados en la literatura, que indican que la produccion de anticuerpos es exponencial
desde el momento del inéculo y es posible comenzar a detectarlos después de dos semanas
post inoculacion a las dosis de infeccion 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 Analisis gendmico

El anélisis 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 segun la literatura previamente
descrita (Molina-Mora et al., 2020), que permiten considerarlos confiables, segun las
referencias consultadas.

El andlisis en KRAKEN brindd 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 comun y todos los descendientes (vivos y extintos) de ese
antepasado. Esto indica que mas 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 analisis en KRAKEN suele ser altamente
preciso, pero depende criticamente 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 gendmica: baboCR63 19.8 %, baboCR64 18.8 % y baboCR67

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

Mediante el analisis nucleotide BLAST, basado especificamente en las secuencias de

rARN16s de los aislamientos, con los pardmetros, 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

Description
i

Uncultured bacterium clone €58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured Microvirga sp. clone 228 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence

Alpha proteobacterium ‘M 1878 SK2' partial 16S rRNA gene, strain M 1878 SK2

Camelimonas fluminis strain XZ2 16S ribosomal RNA, partial sequence

Camelimonas lactis strain M 2040 165 ribosomal RNA, partial sequence

Camelimonas sp. VDI5 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence

Camelimonas sp. NR 4-09 163 ribosomal RMNA gene, partial sequence

Camelimonas lactis strain CB3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured bacterium clone 13/1/8F 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Uncultured Alphaprotecbacteria bacterium 165 rRNA gene from clone QEDN2AF04

Chelatococcus reniformis strain B2974 16S ribosomal RNA,_partial sequence

Camelimonas abortus strain UK34/07-5 16S ribosomal RNA,_partial sequence

Scientific Mame
w

uncultured bact...
uncultured Micr...
Camelimonas la...
Camelimonas fl...
Camelimonas la...
Camelimonas s...
Camelimonas s...
Camelimonas la...
uncultured bact...
uncultured bact...
Chelatococcus r...

Camelimonas a...

Max

Score
b

2639
2586
2577
2567
2556
2518
2422
2412
2405
2396
2355
2355

Total

Score
v

2639
2586
2577
2567
2556
2518
2422
2412
2405
2396
2355
2355

Query

E

Cover value

v
7%
100%
7%
7%
96%
5%
92%
3%
93%
88%
7%
7%

L 4
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Per.
Ident

-

99.72%
88.18%
98.89%
98.69%
098.82%
98.73%
98.47%
98.12%
97.85%
99.69%
86.00%
896.06%



Figura 8

Busqueda de nucleotide BLAST (rARN16s) realizada para baboCR64

Desciption Scientirf Mame Score 51-:;1 g:j: vaIIEue I:::t
v v v v v
Camelimonas sp. VDI5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Camelimonas s... 2612 2612 85% 0.0 99.93%
Camelimonas sp. NR 4-09 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Camelimonas s... 2516 2516 92% 0.0 99.71%
Uncultured bacterium clone ncd2782e03c1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured bact... 2392 2382 B88% 0.0 99.69%
Camelimonas fluminis strain XZ2 16S ribosomal RNA, partial sequence Camelimonas fl... 2645 2645 97% 0.0 99.65%
Alpha proteobacterium '™ 1878 SK2' partial 16S rRMA gene, strain M 1878 SK2 Camelimonas la... 2599 2599 97% 0.0 9917%
Camelimonas lactis strain M 2040 16S ribosomal RMA, partial sequence Camelimonas la... 2579 2579 96% 0.0 99.09%
Camelimonas lactis strain CCM 7696 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Camelimonas la... 2359 2359 88% 0.0 99.09%
Uncultured bacterium clone C58 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured bact... 2579 2579 97% 0.0 98.968%
Uncultured Alphaprotecbacteria bacterium 165 rRNA gene from clone QEDNZAF04 uncultured bact... 2335 2335 B88% 0.0 98.85%
Camelimonas lactis strain CB3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Camelimonas la... 2435 2435 93% 0.0 9841%
Uncultured alpha proteobacterium clone L15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured Alph... 2361 2361 91% 0.0 98.15%
Uncultured bacterium partial 165 rRMNA gene, clone SIHAS78 N9D0_16S B uncultured bact... 2274 2274 89% 0.0 97.73%
Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone SIHA1006 NSD0_16S_B uncultured bact... 2268 2268 B89% 0.0 0O7.66%
Uncultured Microvirga sp. clone 228 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured Micr... 2536 2536 100% 0.0 97.57%
Figura 9
Busqueda de nucleotide BLAST (rARN16s) realizada para baboCR63
Desciptiun ScientifE Name Sh:?e 51-:;1 g:fg va|l-:ue I:::t
w v L4 b 4 b
Camelimonas sp. VDI5 16S ribosomal RNA gene,_partial sequence Camelimonas s... 2612 2612 095% 0.0 99.93%
Camelimonas sp. NR 4-09 165 ribosomal RMNA gene, partial sequence Camelimonas s... 2516 2516 92% 0.0 99.71%
Uncultured bacterium clone ncd2782e03c1 163 ribosomal RMA gene, partial sequence uncultured bact... 2392 2392 88% 0.0 99.69%
Camelimonas fluminis strain XZ2 16S ribosomal RNA, partial sequence Camelimonas fl... 2645 2645 097% 0.0 99.65%
Alpha proteobacterium "M 1878 SK2' partial 16S rEMA gene, strain M 1878 SK2 Camelimonas la... 2599 2599 97% 0.0 99.17%
Camelimonas lactis strain M 2040 16S ribosomal RNA, partial sequence Camelimonas la... 2579 2579 06% 0.0 99.09%
Camelimenas lactis strain CCM 7696 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Camelimonas la... 2359 2359 88% 0.0 99.09%
Uncultured bacterium clone C58 165 ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured bact... 2579 2579 097% 0.0 9B8.96%
Uncultured Alphaprotecbacteria bacterium 165 rEMNA gene from clone QEDN2AF04 uncultured bact... 2335 2335 B88% 0.0 98.85%
Camelimonas lactis strain CB3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Camelimonas la... 2435 2435 083% 0.0 9841%
Uncultured alpha proteobacterium clone L15 168 ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured Alph... 2361 2361 91% 0.0 98.15%
Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene. clone S|IHAS78 N9D0_165_B uncultured bact... 2274 2274 89% 0.0 97.73%
Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone SIHA1006_NSD0_16S B uncultured bact... 2268 2268 89% 0.0 97.66%
Uncultured Microvirga sp. clone 228 16S ribosomal RNA gene, partial sequence uncultured Micr... 2536 2536 100% 0.0 97.57%




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 glandula mamaria y forman parte de ciclos de
fijacion del nitrogeno y descomposicion de materia organica (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 informacién gendémica para hacer una comparacion especifica 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 mas
investigacion para entender sus roles y sus interacciones con el resto del microbiota, asi
como su posible patogenicidad.

El analisis filogenético, con base en rARN16s (Anexo 2), proporciona informacion sobre
las posibles relaciones evolutivas de los aislamientos, comparados con especies
bacterianas. Los resultados de este analisis y la alineacion de genoma completo muestran
una mayor similitud gendmica entre baboCR64 y baboCR67 (98.37 %), no tanto asi con
baboCR63 (81 %) y una cercania con Camelimonas lactis de 73.9 %.

En el anexo 3 es posible observar el arbol filogenético propuesto, al ubicar la cercania de
baboCR64 y baboCR67 a Camelimonas spp y coincidir con las alineaciones previamente
mencionadas. Estos andlisis 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 mas del 99 % de similitud con el género Camelimonas spp; sin
embargo, el andlisis filogenético lo ubica méas cercano a Rhodopseudomonas. Las
diferencias entre un BLAST de nucledtidos y una alineacion de genoma completo pueden

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



Los resultados aca indicados permiten aseverar que la informacion genémica descarta que
estos aislamientos correspondan a microorganismos del género Brucella spp., ya que no

se obtienen porcentajes de similitud relevantes entre ellas.



4. CONCLUSIONES
La caracterizacion fenotipica basica 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 afios 2012-2013, indica que
macroscopicamente es posible confundir los aislamientos con una especie de
Brucella spp, en los medios agar sangre, CITA y Farrell. (ver figuras 1y 2).
El perfil bioquimico obtenido con pruebas tipicamente utilizadas para la
caracterizacién de las especies del género Brucella spp. demostré que los
aislamientos bacterianos baboCR64, baboCR67 y baboCR63 no pertenecen al
género Brucella spp. y poseen suficientes diferencias bioquimicas como para
diferenciarlas a nivel de diagndstico primario del género Brucella spp.
Los medios CITA y Farrell permiten el crecimiento de otras bacterias
acompanfiantes, resistentes a los antibidticos y antifungicos presentes en estos
medios, altamente selectivos para la mayoria de bacterias contaminantes.
La escasa generacion de respuesta serologica mediante las pruebas de tamizaje
utilizadas en bovinos para la deteccion de anticuerpos contra Brucella abortus,
indica que, al profundizar en pruebas mas especificas de caracterizacion y
secuenciacion molecular, estos aislamientos no coinciden con el perfil tipico de
las brucelas.
Se confirmo que la informacion gendmica de las especies evaluadas no coincide
con los perfiles de Brucella spp.
Se identificaron dos géneros bacterianos cuyas colonias podrian confundirse en
medios de cultivo con Brucella spp., pero que al realizar el tamizaje bioguimico
y molecular bésico como Bruceladder, se evita que estos interferentes causen

confusiones en la recuperacion el agente etioldgico Brucella spp.



5. RECOMENDACIONES
Se recomienda al personal de laboratorio realizar de manera rutinaria el tamizaje
biogquimico a bacterias compatibles, morfolégicamente, con Brucella spp
provenientes de medios no selectivos y selectivos, antes de realizar pruebas
moleculares, para aumentar la probabilidad de la correcta recuperacion del agente
de interés.
Si la colonia sospechosa se comporta bioguimicamente compatible con bacterias
del género Brucella spp., se recomienda al personal de laboratorio considerar
realizar pruebas moleculares como lo es la secuenciacion gendmica, 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, segun las guias 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
confusion en la identificacion macroscopica de rutina de Brucella spp.
Se recomienda capacitar al personal y estudiantes que realizan cultivo
bacterioldgico de Brucella spp, para que adquieran la experiencia necesaria, en la
correcta recuperacion de estas bacterias y evitar confusiones.
Se requiere mas investigacion para comprender mejor el rol de las bacterias del
género Microvirga spp. y Camelimonas spp en el ganado bovino y bufalino del
pais, particularmente si existe o no relevancia clinica.
Se brinda como recomendacion a los profesionales de salud encargados de la
vigilancia que, en casos donde las pruebas no sean 100% concluyentes, indagar

con diagndsticos mas especificos y tener presente la existencia de géneros que



podrian generar problematica, sin disminuir confiabilidad de las pruebas
actualmente utilizadas.

Dado que Brucella spp es un género en expansion, con una similitud de genoma
de cerca del 97%, es necesario considerar que se requieren técnicas de alta
resolucion (WGS, MALDI TOFF) para resolver casos en los cuales las técnicas

convencionales pueden no brindar resultados 100% especificos.
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Anexo 1

7. ANEXOS

Analisis realizado en el software KRAKEN para los aislamientos
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Anexo 2

Anélisis filogenético con base en rARN16s

Percent

Strain Mapped | A->C | A->G [A->T |C>A | C>G | C->T G->A |G>C |G->T | T->A |T->C |T->G

ERR3223707 | Methylocella tundrae T4 11,881 3501 | 6776|1913 | 5504 | 14120 | 10784 | 10628 | 14560 | 5620 | 1903 | 7190 | 3550
Rhizobium etii SEMIA

SRR11022393 | 4062 12,306 @ 3559 | 7360 | 2044 | 5164 | 13414 | 9489 | 9602 | 14173 5227 | 2021 | 7805 | 3442
Rhizobium tropici strain

SRR11135749 | a12 11,099 3106 | 6151|1819 | 5222 | 11474 | 9500 | 9553 | 12111 5144 1861 | 6536 | 2831
Bradyrhizobium

5RR13637654 | japonicum SZCCT0401 16,177 @ 5028 | 10421 | 2645 | 5342 | 17996 | 9982 | 10095 | 18831 5541 | 2487 | 10919 | 4943
Chelatococcus daeguensis

SRR13805582 | M38T9 18,063 @ 5516 | 13043 | 2109 | 4501 | 21106 | 8472 | 8460 | 22171 4520 | 2071 | 13665 | 5421
Brucella (Ochrobactrum)

SRR29648674 | anthropi Colony-249 o, © o| o 0 o, o 0 o 0 0 0 0

SRR3741278 | Methylosinus sp. PW1 12,931 4379 | 8502 | 1987 | 4163 | 15198 | 8647 | 8621 | 15864 @ 4219 | 2059 | 9053 | 4338
Mesorhizobium

SRR3943982 | ciceri CMGB 13,022 3922 | 7886 | 2126 | 4942 | 13426 | 8951 | 8844 | 14265 4845 | 2117 | 8419 | 3720
Beijerinckia mobilis DSM

SRR4051944 | 2326 10,322 2817 | 4938 | 1783 | 4966 | 11739 | 12592 | 12221 | 12040 | 5267 | 1652 | 5285 | 2908
Bosea thiooxidans DSM

SRR4136513 | 9653 20,053 6803 | 15033 | 2850 | 5496 | 24402 | 9818 | 9840 | 25592 | 5598 | 2836 | 15817 | 6688
Chelatacoccus

SRR4147270 | sambhunathii DSM 18167 20,343 @ 6962 | 15661 | 2644 | 5702 | 26025 | 10520 | 10537 | 27390 | 5768 | 2629 | 162594 | ©£882
Chelatococcus
asaccharovorans DSM

SRR7081653 | 6462 18,266 5697 | 11693 | 2508 | 6137 | 21813 | 12425 | 12407 | 23134 | 5877 | 2442 | 12297 | 5662
Microvirga subterranea

SRR7168680 | DSM 14364 18,048 6019 | 13844 | 2510 | 5858 | 24135 | 8831 | 8893 | 25590 6174 | 2590 | 14473 | 5974
Camelimanas lactis DSM

SRR8552809 | 22958 73,881 12949 | 44727 | 3702 | 10824 | 41629 | 37154 | 39711 | 37023 | 10364 | 4092 | 45289 | 13334




Anexo 3

Arbol filogenético propuesto basado en rARN16s

Wolbachia pipientis
‘ Rickettsia prowazekii

Rickettsia conori
Bartonella henselae
Bartonella quintana
Mesorhizobium loti
Bradyrhizobium japonicum
Chelatococcus reniformis st. B2974
Camelimonas abortus st UK34/07-5T1
baboCR67
Camelimonas lactis st M2040
Camelimonas fluminis st XZ21
| baboCR64

Camelimonas sp. NR4-09
Chelatococcus caeni st. EBR-4-1
Chelatococcus daeguensis st. K106
Microvirga zambiensis WSM3693
Microvirga aerilata st.54208-16
Microvirga arabica st.SV2184P
Microvirga lotononidis st WSM3557
Microvirga aerophila st.5420S-12
Advenella mimigardefordensis DPN7
Advenella kashmirensis sub.methylica st.PK1
Agrobacterium tumefaciens
Sinorhizobium meliloti
B. abortus st. 2308
B. suis st. 1330
Ochrobactrum antropi
Pusillimonas caeni st. EBR-8-1
Pusillimonas noertemannii
Pusillimonas harenae st. B201
Brucella sp. 10RB9215
Pusillimonas soli st MJO7
Pusillimonas ginsengisoli st DCY25
Ralstonia solanacearum
Geobacter sulfurreducens
E. coli

B. inopinata BO1
Rhodopseudomonas palustris
Caulobacter crescentus

baboCR63
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