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Resumen

Este trabajo describe la aplicacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Alta
Resolucion de la Temperatura de Fusion (PCR-HRM) como herramienta de apoyo en la
identificacion de aislamientos de bacterias del género Brucella que causan brucelosis en
delfines. Para este fin, se estandarizaron las condiciones especificas para la
identificacion del agente tanto a nivel de género como de especie, utilizando material
genético de un banco de aislamientos de Brucella ceti obtenidos de encallamientos
ocurridos en nuestro pais entre los afios 2005-2017. Ademas, se realiza una propuesta de
pautas para el manejo de delfines que presentan el fendmeno de varamiento en las
costas costarricenses, con atenciéon en aquellos eventos que presenten infeccion por
Brucella spp y representen un riesgo a la salud publica y ambiental.
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1. Introduccion

Una de las enfermedades zoonéticas mas comunes a nivel mundial es la
brucelosis. Esta enfermedad es causada por bacterias del género Brucella spp., agente
etioloégico que se caracteriza por poseer una morfologia cocobacilar pequefia no mévil.
Son bacterias Gram negativas, intracelulares, extracelulares facultativos, pertenecientes
a la familia Brucellaceae, subdivision Alfaproteobacteria (Corbel & Brinley-Morgan,
1984; Lista et al., 2011). Esta enfermedad afecta a mamiferos terrestres, incluido el
ganado bovino, ovino, cerdos, perros y el ser humano, asi como a mamiferos marinos
como delfines, ballenas y marsopas (Ariza et al. 2007, Dean et al. 2013).

La brucelosis tiene distribucion mundial e importancia en salud publica en paises
de América Latina, Africa y regiones del Mediterraneo (Lista et al., 2011; Ariza et al.
2007, Dean et al. 2013). Brucella melitensis, provoca la enfermedad en ovejas, cabras,
camellos y dromedarios, B. suis se encuentra habitualmente en cerdos, liebres, caribs,
renos y alces, B. ovis afecta ovejas, B. canis infecta perros y B. neotomae se ha aislado
de ratas silvestres del género Neotomae. Por su lado B. abortus es responsable de la
brucelosis bovina (Whatmore et al., 2007; Whatmore, 2009), B. microti, aislada de
topillos (Gopaul et al., 2008; Whatmore et al., 2007; Lista et al., 2011), B. ceti y B.
pinnipedialis, aislada de ceticeos y pinnipedos respectivamente, de los cuales hay
reportes de contagio en humanos (Marquart, 2009; Xavier ef al., 2010).

En Costa Rica, la brucelosis ha sido una enfermedad endémica en bovinos y
humanos desde principios del siglo XX y en los ltimos afios se ha dado un aumento en
el reporte de casos por esta infeccion bacteriana (Herndndez-Mora et. al., 2017). En el
caso del ser humano, al ser un hospedero accidental, la infeccion se da como
consecuencia del contacto directo con hospederos animales infectados, los fetos, el
material biologico infectado, consumo de productos lacteos sin pasteurizar, entre otros
(Rhyan, 2013, Corbel, 2006). En los animales, la infeccion ocurre por contacto directo o
ingestion de restos de placenta, fluidos fetales, fetos abortados, descargas vaginales,
entre otros (Corbel, 2006).

Respecto a la infecciébn en animales, aunque los sintomas varian segun la
especie, afecta principalmente su fertilidad y reproduccion al generar placentitis y

abortos en hembras prefiadas, y orquitis y esterilidad en machos (Xavier et al., 2010).



En humanos, se ha demostrado que cinco de estas especies terrestres causan
enfermedad incluidas B. melitensis (responsable de la forma mas severa), B. suis, B.
abortus (infeccion con complicaciones moderadas), y esporadicamente B. canis
(infecciones leves). Mas recientemente se reportd infeccion a nivel de sistema nervioso
central con B. neotomae (Suarez-Esquivel et al., 2017, Lista et al., 2011; Xavier et al.,
2010) y por su parte, existen reportes de humanos contagiados con brucellas marinas
causando granulomas intracerebrales, pérdida de vista y osteomielitis (Maquart 2009,
McDolnald et al., 2006). Los sintomas incluyen fiebre, dolor articular y muscular,
ganglios linfaticos inflamados, hepatomegalia y esplenomegalia. Si los pacientes no son
tratados debidamente, la enfermedad tiende a ser crénica y persistente, causando
granulomas capaces de afectar cualquier 6rgano, con graves complicaciones como
endocarditis y dafios neuroldgicos (Pappas et al., 2005, Franco et al., 2007, Bargen et
al. 2012).

En Costa Rica, se ha estudiado hace mas de dieciséis afos esta enfermedad en
cetaceos, desde la primera deteccion de brucelosis en 2004 de liquido cefalorraquideo
de un delfin rayado Stenella coeruleoalba varado (Hernandez-Mora et al., 2008). Para
el 2016, al menos 16 especies se habian registrado con el fendémeno de varamiento y de
éstas, seis especies han reaccionado seroldgicamente a brucelosis. Sin embargo, solo se
ha documentado la infeccion activa en delfines rayados Stemnella coeruleoalba del
Pacifico Tropical Oriental (Hernandez-Mora et al., 2017). Ademas de los reportes de
nuestro pais, existen reportes de deteccion seroldgica de brucelosis en cetdceos en otros

estudios y continentes como el asiatico (Ohishi et al., 2020).

En los delfines, se ha descrito la enfermedad como crdénica grave, con signos
como abortos, neurobrucelosis (meningoencefalomielitis), cardiopatias, lesiones Oseas,
placentitis, abscesos subcutaneos, endometritis, entre otras, tanto en el océano Pacifico
Tropical Oriental, como en el Mar Mediterraneo (Isidoro-Ayza et al., 2019). Mas
recientemente se documenta en el Pacifico Occidental en delfin nariz de botella con

osteomielitis (Ueno et al. 2020).

Estos animales llegan a las costas con trastornos de la natacion compatibles con
sindromes neuroldgicos que causan su muerte. La forma de transmision de la
enfermedad no ha sido determinada, sin embargo, la bacteria se ha aislado de diferentes

organos y fluidos como placenta, leche y fluidos fetales. Por lo tanto, se han sugerido



rutas como el apareamiento, lactancia materna, contacto con fetos abortados, tejidos de
placenta, transmision vertical de la madre al feto o por medio de reservorios en pescado
o nematodos (Herndndez-Mora et al., 2008). Se piensa que la neurobrucelosis altera el
sistema ecolocalizador de los delfines, lo cual contribuye al varamiento
(Hernandez-Mora et al., 2008, Gonzalez-Barrientos et al., 2010; Guzman-Verri et al.,
2012). En Costa Rica el reporte de encallamiento de delfines y ballenas se da
principalmente en las costas del Pacifico (Hernandez-Mora et al., 2008).

La gravedad de la infeccion en la especie conocida como delfin rayado (S.
coeruleoalba) indica que ésta es altamente susceptible (Gonzalez-Barrientos et al.
2010). Se ha confirmado la presencia del agente en otros miembros de este género como
en Stenella clymene (delfin climene) pero no clara concordancia en la sintomatologia
con respecto a la que presenta el delfin rayado (Attademo ef al., 2018). En la actualidad
el nimero) de casos ha ido en aumento, asi como los aislamientos de la bacteria, lo que
ha permitido el estudio a nivel genético del agente, conocer el agrupamiento por
genotipo y preferencia de hospederos, ademas de relacionar el origen geografico de
éstos (Maquart et al. 2009; Guzmén-Verri et. al. 2012, Suarez et al., 2017 &
Hernandez-Mora et al. 2017). Existen actualmente otros reportes de la infeccion en
otras especies como lo es el delfin nariz de botella, presentando la sintomatologia ya
descrita anteriormente y originado genotipo de B. ceti ST27, mismo genotipo en el que
hay informes de casos de contagio de brucelosis marina en humanos (Mackie et al.,

2020; Ueno et. al; 2020).

Desde el punto de vista bioldgico y de conservacion, y dada la naturaleza de esta
enfermedad en cetaceos, es importante continuar los estudios y el monitoreo de estas
especies. El aislamiento, identificacion y caracterizacion genética del agente etiologico
es relevante dada la importancia ecologica de la presencia de los mamiferos marinos en
mares y litorales. La presencia de mamiferos marinos es un indicador del bienestar de
los océanos y una medida de dimension de proteccion de recursos marinos. Incluso el
estudio de este agente ha permitido la descripcion de especies de mamiferos marinos
(Whatmore et al., 2017). Algunas de estas especies se encuentran en la lista roja de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) como especies
amenazadas. La presencia de la enfermedad en estas especies podria tener un gran

impacto en la dinamica poblacional, siendo més marcado si se tiene en consideracion la



baja tasa de crecimiento que ellas presentan (Van Bressem et al., 2009; Guzman-Verri

etal., 2012).

Ademads, también es importante el riesgo a la salud humana, ante la posibilidad
de contagio y transmision de infeccion por B. ceti, teniendo en cuenta que en los ultimos
afos el contacto entre cetdceos y humanos ha venido en aumento, ya sea por actividades
recreativas y/o deportivas, turisticas, fines terapéuticos y otras. Incluso en varamientos,
donde por lo general ocurre acercamiento de las personas e intervencion sin medidas de
precaucion, principalmente con el proposito de retornarlos al mar y en algunos casos

para utilizarlos como fuente de alimento (Vega & Solano, 2013).

Con respecto al diagndstico de esta enfermedad, entre las técnicas serologicas
aceptadas para la deteccion de la infeccion por Brucella se encuentran la aglutinacion
con Rosa de Bengala, prueba usada como tamiz y que tiene ventajas como rapidez,
sencillez, econdmica y alta sensibilidad (99%) y las pruebas ELISA (enzimoimnuno
analisis) que han sido evaluadas en la deteccion de brucelosis en odontocetos, utilizando
IgG anti-odontoceto (Herndndez-Mora et al., 2009). También, pueden ser utilizadas
variaciones de técnicas histologicas como lo es la Inmunohistoquimica (IHC) utilizando

anti-Brucella LPS monoclonal (MAb) (Di Francesco et. al., 2019).

Para el diagnostico confirmatorio es necesario la obtencion del agente
bacteriano, por lo que se extrae liquido cefalorraquideo del animal y se cultiva, y
posteriormente se procede a realizar técnicas como la caracterizacion por pruebas
bioquimicas, sin embargo, estas pruebas no son de confirmacién definitiva y no pueden
discriminar entre especies, siendo necesario técnicas de biologia molecular (OIE, 2018).

En cuanto a las técnicas moleculares, la Organizacion Mundial de Salud Animal
(OIE por sus siglas en inglés), ha aceptado el Bruce-ladder (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, PCR multiple) como una rapida y simple prueba molecular de un solo paso
para la identificacion y la tipificacion de especies de Brucella (OIE, 2018; Lopez-Goiii
et al., 2008; Lopez-Goii et al., 2011). Sin embargo, presenta inconvenientes como lo es
el tiempo de observacion de los resultados al utilizar la PCR convencional que requiere
interpretacion de los productos de reaccion por medio de corridas electroforéticas, y que
no distingue claramente las diferencias entre B. pinnipedialis y B. ceti, ambas aislados

de mamiferos marinos, focas y cetdceos respectivamente (Nymo et al., 2011). Para



solventar estos inconvenientes otros estudios se han enfocado en mejorar la resolucion

del Bruce-ladder al proponer cambios en los sets de cebadores (Kang et al., 2011).

Otras técnicas moleculares son utilizadas para distinguir claramente entre
especies del género Brucella como el andlisis del nimero de repeticiones en tindem o
VNTR (MLVA: Multiloci VNTR anélisis), herramienta usada de primera linea durante
muchos afios para estudios epidemioldgicos moleculares y que también es muy
laboriosa (Scholz & Vergnaud, 2013). Otras técnicas se han propuesto alternativamente
como el PCR en tiempo real (Winchell et al., 2010) y mas recientemente y ultimo en
tecnologia el analisis de genoma completo (Suarez-Esquivel ef al., 2017), aunque este
ultimo es el mas costoso y requiere mas especializacion de quienes lo realicen, analizan
e interpretan, no obstante, permite identificar variabilidad genética y correlacionar
preferencia de huésped y origen oceanico de éstos.

Por ende, sigue siendo necesario enriquecer los conocimientos con respecto a la
brucelosis como la identificacion de marcadores relacionados con la gravedad de la
enfermedad, desarrollo de mejores tratamientos y herramientas diagnosticas (Corbel,
2006). Ademas de la atencion y vigilancia de la brucelosis en cetaceos para comprender
el impacto en las poblaciones y garantizar medidas de prevencion de posibles

infecciones en humanos y animales (Hernandez-Mora et al., 2017).

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar las condiciones necesarias de la técnica de PCR en Tiempo Real para la
deteccion de brucelosis en delfines, como una alternativa util en la toma de decisiones y

el manejo de los animales encallados en Costa Rica.

2.2. Objetivos especificos

Estandarizar las condiciones para la deteccion de la brucelosis en cetaceos a nivel de
género por medio de PCR en tiempo real, utilizando ADN bacteriano de Brucella ceti

de referencia.



Establecer las condiciones para la deteccion de Brucella ceti por medio de PCR en
tiempo real a partir de ADN de cepas bacterianas provenientes de delfines encallados en

Costa Rica y de referencia.

Validar si la técnica para la deteccion a nivel de especie es capaz de discriminar entre

Brucella ceti'y otras especies de Brucella.

Proponer pautas para el manejo de delfines encallados en las costas costarricenses que

presenten infeccion por Brucella spp.

3. Descripcion de las técnicas y procedimientos aprendidos
durante la pasantia

3.1. Técnicas, procedimientos e instrumentos

Técnica: PCR en tiempo real (PCR: reaccion en cadena de la polimerasa). Esta
técnica combina la amplificacion y deteccion del ADN en un mismo paso, ademas, se
puede medir la cantidad de ADN sintetizado en cada momento pues la emision de
fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADN, por lo que se utilizan fluoréforos.
Tiene caracteristicas como alta especificidad, amplio rango de deteccion, y rapidez en la

visualizacion de los resultados (Costa, 2004; Aguilera et al., 2010).

El equipo consiste en un termociclador con una fuente integrada luz de
excitacion, un sistema de deteccion de fluorescencia o fluorometro y software que
muestra los datos de fluorescencia grabados como una curva de amplificacion de ADN.
Es necesario utilizar un colorante intercalante o dsSADN marcado con fluor6foro
(Navarro et al., 2015). El equipo utilizado fue el Rotor-Gene Q® de la casa comercial
QIAGEN, que fue manipulado segtn las recomendaciones del fabricante (Rotor Gene Q

User Manual, 2018).

Se utiliz6 una técnica variante del PCR en tiempo real, llamada PCR-HRM. Es
una tecnologia relativamente nueva que permite una excelente resolucion y

caracterizacion de dianas de acido nucleico amplificados mediante el uso de un perfil de



temperatura de fusion regulado que ofrece excepcional sensibilidad para discernir entre

diferencias menores (White & Potts, 2006).

Por su parte, el anélisis HRM de amplicones depende de la fusion de ADN en
presencia de saturacion de union de colorantes, a medida que aumenta la temperatura de
la solucion la secuencia del amplicon (principalmente el contenido GC y longitud)
determina el comportamiento del punto de fusion. Cuando la sefal de fluorescencia se
grafica contra la temperatura, la intensidad de fluorescencia disminuye a medida que el
ADN de doble hebra pasa a una sola cadena y el colorante es liberado. La temperatura
de Fusion (Tm) a la que el 50% del ADN doble hebra se puede aproximar mediante la
derivada de la curva de fusion, este patron unico de la curva de fusion es utilizado para
el andlisis del amplicon (Erali ef al. 2008). Para esta técnica se utilizo el Type-it HRM
PCR Kit de la casa comercial QIAGEN, que es la mezcla maestra para las reacciones de

PCR-HRM (Type-it® HRM™ PCR Handbook, 2009).

Para evaluar las condiciones necesarias de la técnica de PCR en Tiempo Real para
la deteccion de brucelosis en delfines se requirid de estandarizaciones para la deteccion
de Brucella spp. (a nivel de género) y B. ceti usando el juego de cebadores propuesto
por Winchel et al. (2010) (cuadro 1) y perfil de amplificacion (cuadro 2); y adecuando
de acuerdo al equipo y reactivos disponibles, a los resultados obtenidos de los
experimentos de prueba y con apoyo de los protocolos recomendados por la casa
fabricante del equipo. Utilizando ADN de cepas Brucella procedentes de la bacterioteca
del Laboratorio de Bioquimica adscrito al PIET, de la Escuela de Medicina Veterinaria,
tanto de cepa de referencia (cuyo genoma esta publicado), asi como cepas de
aislamientos de Costa Rica, todos previamente identificados por caracterizacion
bioquimica, Bruce-Ladder, MLVA andlisis (Multiple Loci Variable-number Tandem
Repeat Analysis) y MLST andlisis (Multilocus Sequence Typing). Estas técnicas estan
aprobadas por la OIE (Organizacion Mundial de Sanidad Animal) (Ver Anexo I:
informacion de las cepas de Brucella utilizadas). E1 ADN de la cepa de referencia de B.
ceti del Atlantico (B14/94) cuya secuencia del genoma fue publicada, es representante
del subgrupo B. ceti asociado con delfines, aislado originalmente de un delfin comun
(Delphinus delphis) en el Reino Unido (Groussaud et al., 2007).

Los recursos genéticos de los aislamientos costarricenses fueron accesados en

nuestro pais de acuerdo a la Ley de Biodiversidad #7788 y la Convencién de Diversidad



Biologica, bajo los términos de respeto y distribucion justa y equitativa de los

beneficios con los proveedores de tales recursos, segun permisos # R-028-203-OT y #

R-CM-UNA-003-2019-OT-CONAGEBIO.

Cuadro 1. Iniciadores a utilizar en el proceso de la estandarizacion para la deteccion de

brucelosis en delfines utilizando la técnica de PCR-HRM.

Tamaiio
Iniciadores . Identidad esperado
Secuencias "
o cebadores genética del
amplicon
BmarR | GCTCTAGGGCGTGTCTGCATT | especies marinas P
Bspp F GTGGCGATCTTGTCCG Plus/m 67 ob
Bspp R ACGGCGATGGATTTCCG e P

Cuadro 2. Perfil de amplificacion de la técnica de PCR-HRM para la deteccion de

brucelosis.
Paso Temperatura Tiempo
Hold 1 50°C 2 min
Hold 2 95 °C 10 min
- . 95 °C 5s
Cicling 40 ciclos
60 °C 30s

El procedimiento seguido para la obtencion del ADN fue de acuerdo al protocolo

del kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purificacion Kit de Promega, Procedimiento

descrito en Anexo 2).

Para la cuantificacion de las extracciones realizadas y las

diluciones de las mismas, se utilizo fluorometro Qubit™ 3.0 (ThermoFisher) y los

reactivos del dsDNA High Resolution Assay Kit. El procedimiento seguido para

cuantificar se esquematiza en la figura 1.
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*n: numero de estandares mas muestras -E E

Volumen final 200 L

Figura 1. Preparacion de la solucion de trabajo y metodologia para la

cuantificacion de ADN utilizando dsDNA High Resolution Assay Kit para el
equipo Qubit™,

Para asegurar que las extracciones cumplieran con los indices de calidad y pureza

se procedid a realizar mediciones de las mismas con el NanoDrop 2000, utilizando los

siguientes criterios, de acuerdo con la guia de usuario del equipo NanoDrop One

(Thermo Scientific, 2016).

-Proporcion de absorbancia 260/280 nm: ~ 1.8*

-Proporcion de absorbancia 260/230 nm: ~ 1.8- 2.2*

"Nota: La absorbancia de la muestra obtenido a los 260 nm se utiliza para estimar la
concentracion de acidos nucleicos en ng/uL, la absorbancia a los 280 nm permite
conocer la concentracion de proteina, siendo la proporcion 260/280 un indicador de
pureza. La proporcion 260/230 también es indicador de pureza, ya que la absorbancia a
230 nm permite conocer concentracion de algunos reactivos residuales como fenol,

EDTA y guanidina.
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Las condiciones a optimizar para el cumplimiento de este trabajo con respecto a la

técnica de HRM fueron:

e (Curvas de calibracion para establecer limites de deteccidn y con esto la
concentracion de ADN necesaria, utilizando diluciones seriadas de las muestras
de ADN.

e Determinacion de los valores CT (threshold cycle values, valores umbral de
ciclo) optimos para datos confiables de HRM.

e Rango de temperatura de Melting.

e Normalizacion de las regiones especificas de temperatura para HRM.

Por ultimo, para observar si el peso (pb) de los productos de PCR correspondian a lo
reportado por el autor Winchell et al., 2010 con respecto a la técnica HRM utilizando
los primers de especie (Bmar) se realizd6 una electroforesis capilar con el equipo
QIAxcel Advance de QIAGEN para algunas de las muestras, con las siguientes

condiciones:

- Se utiliz6 el cartucho QIAxcel DNA High Resolution

- Se utiliz6 el marcador de peso molecular o size marker 25-500 pb (nimero de catalogo
929560)

-Se utilizd el marcador de alineamiento de 15 bp/600 bp (QX Alignment Marker,
numero de catalogo 929530)

- El método de inyeccion utilizado fue el OMS800, que segun fabricante brinda
resolucion con diferencia de 3-5 pb (QIAxcel Handbook, 2014).

-El resultado del gel virtual se obtuvo con el QIAxcel ScreenGel® Software v1.5.

Ademas, se analizd con BLAST genomico la regiéon donde se alinean los
cebadores especificos para las especies marinas (Bmar). Un BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) es un programa de alineamiento de secuencias que permite
comparar una secuencia contra otra cantidad de secuencias en bases de datos. El
algoritmo permite encontrar las secuencias con mayor parecido. Esto se realizé de
forma remota utilizando el servidor gratuito del Centro Nacional de Informaciéon

Biotecnologica de Estados Unidos (NCBY), disponible en
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.2. Resultados de las extracciones de ADN realizadas

Los resultados de las extracciones realizadas se encuentran documentados en el
Anexo 3 de este trabajo. Se asegurd que las mismas cumplieran con los criterios de
calidad y pureza obteniéndose valores semejantes a los recomendados. Todas las
mediciones de concentraciones de ADN realizadas con el equipo Qubit™ fueron
tomadas como base para los célculos de las diluciones de ADN usadas en las distintas
corridas de HRM esto debido a que son mas precisas que las obtenidas con el equipo

NanoDrop.

3.3 Resultados para la deteccion a nivel de género

Utilizando el ADN de referencia de B. ceti (B14/94) se realiz6 una curva de
calibracion con diferentes concentraciones de ADN (20, 10, 5 y 1.25 ng/reaccion). En
esta curva se obtuvo una eficiencia de 1.13 (equivalente a 100%) y un valor de R* de

0.988 (figura 2). Los parametros estandarizados para la deteccion de género se resumen

el cuadro 3.
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Figura 2. Ay B. Curva de estandarizacion para deteccion de género de Brucella.
C. Perfil de Melting de género usando ADN de referencia B14/94 (B ceti de Delfin

Atlantico Norte).

Cuadro 3. Parametros estandarizados para la deteccion de Brucella a nivel de género y
para especie (Brucella ceti y otras de origen marino) para PCR-HRM.

Género Brucella

Parametro Optimizacion
ADN 1.25
(ng/reaccion)
Valor CT 16
Rango Melting 75-85
Brucella ceti
Parametro Optimizacion
ADN 0.1
(ng/reaccion)
Valor CT 18
Rango Melting 75-85
HRM Izquierda (76.5-77)
(Regiones de Derecha (85.5-86)
normalizacion)

Ademas, se verifico que se cumplian estas condiciones al repetir un ensayo

utilizando material genético de diferentes aislamientos de Brucella de origen marino de
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referencia (B 14/94), de animales cetaceos encallados en Costa Rica (B. ceti CR 9, 15,
16, 17, 23, 24, 25, 26, 27, 28 y 30) y de Brucella de origen terrestre de referencia (B.
abortus 2308, B. suis 1330, B. neotomae 5k33). Se obtuvo amplificacion positiva para
género en todas las muestras utilizadas (figura 3) lo que fue consistente con el mismo
patron de amplicon que se observa en el perfil de Melting (figura 4). Es importante
mencionar que estas cepas de referencia son ampliamente usadas en rutinas de

laboratorios de diagnostico e investigacion (Suarez-Esquivel et al, 2016).

10" {Thveshoid

Fluorescencia Normalizada

10 13 20 2 25 30 35 40
Ciclo

Figura 3. Amplificacion positiva para Brucella a nivel de género usando ADN de
diferentes especies de origen marino y terrestre.

dF T

76 Fr 78 ] &0 &1 B2 83 B4 B5 88
i

Figura 4. Perfil de Melting de Brucella a nivel de género usando ADN de diferentes
especies de origen marino y terrestre.
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3.4. Resultados para la deteccion a nivel de especie (Brucella de origen
marino)

Utilizando el juego de cebadores para la deteccion a nivel de especies de
Brucella de origen marino (Bmar, cuadro 1) y ADN de una cepa de Brucella aislada de
un encallamiento en Costa Rica B ceti CR18 se estandarizaron las condiciones para la
deteccion en PCR-HRM, requiriéndose entre otros parametros, una concentracion de
ADN de 0.1 ng/reaccion para la obtencion de valores de CT aceptables (ver cuadro 3

para los parametros estandarizados). En esta curva de calibracion se obtuvo una

eficiencia del 80% y un valor de R*de 0.991 (figura 5).

B
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L
Bel 4 258
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Figura 5. Ay B. Curva de estandarizacion para deteccion de especies de origen marino
de Brucella. C. Perfil de Melting usando ADN de referencia B ceti CR 18

(encallamiento de CR).

También, se analizO6 ADN de diferentes aislamientos de B ceti de CR (1-8,
11-20, 22-27) y B ceti de referencia (B14/94 y B2/94 conocido como Seal) con las
condiciones estandarizadas usando los cebadores B mar, obteniéndose perfiles similares
entre estas especies de origen marino sin permitir discriminar entre estas (Figura 6). No
obstante, si se observd discriminacion al realizar el analisis con especies de Brucella de
origen terrestre (B. neotomae 5k33, B. abortus 2308) versus marino (B14/94 y B ceti
CR 2,4, 5,10-13, 20, 26-27) (Figura 7).

B 80-
¥
=
E
Z':’ 60 -
I B ceti 14/94
2 M= Beceti Seal
B i &, B cetiCR (1-8, 1120, 22-27)
[=]
=
i
20

7950 7975 80,00 8025 80,50 80,75 8100 81,25 81,50 8175 82,00 82,25
Grados celsius

Figura 6. Perfil del analisis de HRM para Brucella a nivel de especie de origen marino
usando ADN de B. ceti de Costa Rica y de B. ceti de referencia.



16

100 .

o 801
=
L]
M
‘=
£ G0
2 Brucella
o
9 origen marino
3 . 44 % (aislamientos Costa Riea, Seal y B14/34)
ﬁ 40 4 g -y
_g_ B. neotomae 5k33 "t%
- B. abortus 2308 N
20 *

TIT TIB TIE E.IIII 3'1 32 5'3 B4 8BS aa
Grados celsius
Figura 7. Perfil del andlisis de HRM para Brucella a nivel de especie de origen marino
usando ADN de B. ceti de Costa Rica (2, 4, 5, 10-13, 20, 26-27), de B. ceti de referencia

(B14/94, B1/94 y Seal B2/94) y Brucella de origen terrestre (B neotomae 5k33 'y B
abortus 2308).

Ademas, el software del equipo con el analisis d¢ HRM permite hacer un analisis
asignando genotipo a los patrones obtenidos a partir de la eleccion de patrones
representativos, sin embargo, en este caso con el juego de cebadores para las especies de
Brucella de origen marina no fue posible identificar a todos los aislamientos de Costa
Rica utilizados como genotipo de Brucella marina eligiendo un patrén al azar (B. ceti
CR4). Los resultados se observan en el cuadro 4. Esto se obtuvo tanto para algunas de
las cepas aisladas en nuestro pais o cepas de referencia y se sugiere que ocurre ya que
existen pequefias diferencias, a lo que el software resuelve como variaciones. También,
se definen como variaciones algunos perfiles de referencia (Seal y Porpoise). Si permite
identificar con 100% confianza, los genotipos de Brucella de origen terrestre (resultados
en cuadro 4). Con respecto a los genotipos por HRM obtenidos se podria sugerir que es
debido a la variacion entre los aislamientos provenientes de los encallamientos en el
Océano Pacifico Tropical Oriental y las diferencias encontradas con otros aislamientos,
considerando que estos aislamientos se han caracterizado en estudios anteriores que

definen una agrupacion propia concordante con el origen geografico y preferencia de
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huésped (Groussaud et al., 2007, Suédrez- Esquivel et al., 2017). En contraste, otros
estudios utilizando este enfoque de identificacion por asignacion de genotipo, se ha
logrado identificar especies del género Brucella pero con juegos de cebadores para otras
especies como B. canis y B. melitensis (Young et al., 2015). Cabe mencionar que esta
técnica de HRM ha sido utilizada en otros estudios de otras especies de Brucella en
Costa Rica y en colaboraciones de otros paises (Suarez-Esquivel et al., 2017,

Guzman-Verri et al., 2019 y Alvarez et al., 2020).
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Cuadro 4. Asignacion de genotipos otorgada con el software Rotor Gene utilizando los
cebadores para especies de Brucella de origen marino.

Asignacion de Porcentaj
ID ADN Cepa Brucella . e
Genotipo
confianza
B. ceti CR 2 Variacion No indica
B. ceti CR 4 Brucella marina 100%
B. ceti CR 5 Variacion No indica
B. ceti CR 10 Brucella marina 97,21%
B. ceti CR 11 Variacion No indica
B. ceti CR 12 Variacion No indica
B. ceti CR 13 Brucella marina 96,12%
B. ceti CR 20 Variacion No indica
B. ceti CR 26 Variacion No indica
B. ceti CR 27 Brucella marina 94,84%
B. ceti B14/94 Brucella marina 95,79%
B. ceti B1/94 Variacion No indica
B. ceti Seal (B2/94) Variacion No indica
B. abortus 2308 Brucella terrestre 100%
B. neotomae 5k33 Brucella terrestre 100%

Con los resultados anteriores se sugiere que los primers disefiados para detectar
especies de Brucella de origen marino parecen no ser los mejores para la identificacion
de estas (B. ceti en este caso) y ademds limita para diferenciar entre diferentes especies
de origen marino (en el caso de B2/94 es una B. pinnipedialis), aunque si permite
observar diferencias claras con otras especies como las de origen terrestre. Otros
estudios basados en esta técnica, pero utilizando juego de cebadores para otras especies
de Brucella han permitido identificar y discriminar aislamientos en infecciones en
humanos (Yong et al., 2015). Incluso, existen estudios donde se confirma la presencia
de B. ceti en odontocetos (marsopas sin aleta) a partir de tejido cerebral y liquido
mamario por técnicas como PCR, seguido de secuenciacion del gen diana y

caracterizacion filogenética (Mauroo et al., 2020).

Por tultimo, se realiz6 una electroforesis capilar para observar si el peso de las
bandas coincidia con el esperado segun el autor Winchell et al., 2010. Se obtuvo un
peso aproximado de 75 pb, lo que coincide con el peso esperado y el rango de error en

la estimacion del equipo. El resultado del gel virtual se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Resultado de electroforesis capilar para productos de PCR-HRM para ADN
de Brucella a nivel de especie de origen marino. En orden de izquierda a derecha:
MPM: marcador de peso molecular, ADN de B. ceti CR 2, 5,7, 9, 10, 12, 23, 26,27 y
ADN de B ceti de referencia B14/94 y B1/94).

Durante los experimentos para evaluar esta técnica se observo que la cantidad de
ADN es un pardmetro critico ya que afecta al perfil de Melting. Ademas, al constatar
con blast genomico la region donde se alinean los cebadores Bmar se evidencid que
para el de sentido Forward se puede alinear en diferentes regiones por lo que estos no se
unen especificamente a una region, sino que a secuencias repetidas entre 9 hasta 20
veces dentro del genoma de las cepas de Brucella (Brucella ceti cromosoma 1, Brucella
pinnipedialis cromosoma 2) y en otras especies de origen terrestre, siendo la capacidad
resolutiva de la técnica afectada por la cantidad de amplicones obtenidos que a su vez
estara influenciado por el nimero de copias de la secuencia blanco en las diferentes
cepas. De acuerdo con Tong y colaboradores (2012), el analisis de HRM hace uso de la
forma precisa de la curva de fusion, que es en funcion de la secuencia de ADN (% G C)
y que en fragmentos pequefios amplificados la resolucion puede ser de hasta una base
nitrogenada, sin embargo, en la practica suelen existir limitaciones como lo es detectar
una Unica base en secuencias de 200 pb y en la reproducibilidad si hay variaciones en la
concentracion inicial de la plantilla inicial de ADN. Estos autores mencionan que la
concentracion inicial afecta la estequiometria de ADN-colorante lo que a su vez afecta

las caracteristicas de fusion.
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3.5. Pautas para el manejo de delfines encallados

Contextualizacion de la situacion actual en Costa Rica

Desde hace mas de dieciséis afos, el fendmeno de varamiento o de accidentes de
mamiferos marinos que ocurren en aguas jurisdiccionales de nuestro pais ha sido de
atencion y estudio. A partir del afio 2004 se comienzan a analizar estos animales y se
descubre que una posible causa de la llegada de algunas de estas especies a las costas
podria ser el presentar sintomas compatibles con neurobrucelosis y se inicia las
confirmaciones e investigacion con la presencia del agente causal Brucella ceti. Dado el
potencial zoonotico de este agente, asi como la importancia en salud publica y el
aumento del numero de casos de delfines, particularmente de la especie conocida como
delfin rayado que han presentado este fenémeno, se da la necesidad de atencion para el
manejo involucrando diferentes actores y se inicia con la educacion y entrenamiento de
quienes intervienen.

Actualmente, las intervenciones han sido coordinadas por personal del
SENASA, Fundacién Keto, Servicio Nacional de Guardacostas, Fuerza Publica,
Ministerio de Ambiente, Sistema Nacional de Areas de Conservacion, Parque Marino
del Pacifico y Servicio 911 y Organizaciones no Gubernamentales. También, es
importante mencionar habitantes y turistas que comunican los eventos, asi como
voluntarios que pueden presentarse en los puntos de encallamiento a realizar
colaboraciones. Al ser eventos aleatorios y debido a la diversidad de especies de
mamiferos marinos que encallan en el pais la logistica del manejo varia considerando
los individuos, condiciones geograficas y el recurso humano disponible, tanto de

voluntarios como de las instituciones actoras.

Existe un protocolo para el Monitoreo Ecologico de las Agregaciones de
Mamiferos Acuaticos elaborado por Sistema Nacional de Areas de Conservacion, el
Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo y Global Environment Facilit
(SINAC, 2016). Donde se incorpora una guia de atencion de primeros auxilios en caso
de encontrar un animal encallado, sin embargo, si bien establece algunas formas de
actuar, no contempla en su totalidad la complejidad de la atencion de estos eventos,

existiendo la necesidad de crear un protocolo propio para ello.
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En ese contexto y considerando la complejidad para la atencion de varamientos a
continuacion se presenta una propuesta de las pautas que pueden ser consideradas para

la creacion de un protocolo de manejo de cetaceos encallados.

Pautas para la creacion de un protocolo para el manejo de cetaceos encallados en

la playa

Consideraciones Generales

Antes de mencionar la propuesta de las pautas a considerar para el manejo, es
importante considerar que se requiere que se establezcan y mejoren las vias de
comunicacion entre los diferentes actores para la coordinacion de la atencion de estos
eventos. Ademads, se requiere de la educacion constante y sensibilizacion de las
poblaciones aledafias que pueden ser testigos de estos eventos y actores importantes, asi
como de disposicion de rotulos de informacion accesibles para los turistas en caso de
observacién y/o acercamiento de estos eventos y particularmente a los animales que
suelen ser llamativos y podrian ser portadores de enfermedades zoonoéticas que pueden

poner en riesgo la salud publica.

1. En caso de ser posible por las condiciones geograficas se requiere como primer paso
el acercamiento cuidadoso hacia el animal e identificar si se encuentra vivo o noy
comunicar a instituciones actoras en la toma de decisiones, esto en caso de que sea

personas visitantes o aledafias al sitio del evento.

2. En caso que el animal este vivo, y exista la posibilidad de realizar maniobras de
rescate, verificar la posicion del cuerpo en que se encuentra y si esta de lado, colocarlo
de forma que el pecho quede sobre la arena y cavar agujeros debajo de las aletas
pectorales para que no presione al animal y verificar que puede respirar y que el
espirdculo no esté obstruido. Es importante hidratar al animal colocando agua en el
cuerpo con cuidado de no obstruir el espirdculo, por lo que se debe tener precaucion con
la cabeza. Otra opcidn es cubrir el cuerpo con toallas o ropa himeda. Esperar por ayuda.
No es recomendable empujar a la orilla el animal ya que es posible que regrese y muera
tras varios intentos de regresarlo al mar. Se deben de tomar precauciones con el

contacto del animal ya que puede ser portador de enfermedades zoonoéticas que
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representen riesgo a la salud humana. Ademas, si el animal mide mas de tres metros, es

preferible no moverlo.

3. Un animal que al ser rescatado y liberado lo mas lejos de la orilla y que nada en
circulos y regresa a la orilla varado es sefial que no se puede orientar y algo no anda
bien. Ante esta situacion no es recomendable volver a regresarlo al mar. Se debe
comunicar a autoridades para que atiendan el caso. Si hay presencia de personas en la
playa, se debe procurar mantenerlas alejadas del animal y en silencio. Es de importancia

apoyo de la policia local para mantener el sitio acordonado.

4. Cuando un animal se encuentre en deterioro de su estado de salud y muere o ya se
encuentre muerto es necesario que exista la comunicacion entre los actores que toman
decisiones. Si es requerido la eutanasia del animal, y el tamafo del mismo lo permite,
por ejemplo, en el caso de un delfin, esta deberd ser realizada por un médico veterinario.
Para realizar la eutanasia deben respetar los principios de bienestar animal, causandole
el menor sufrimiento al individuo. Para la aplicacion de la eutanasia, el veterinario debe
seguir las guias de la Asociacion Americana de Medicina Veterinaria (2020) y las
recomendaciones del Consejo Nacional de Médicos Veterinarios de Fauna Silvestre del

Colegio de Médicos Veterinarios de Costa Rica.

5. Cuando el tamafio del cadaver del animal permita el traslado del mismo al
Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios (LANASEVE) del Servicio Nacional de
Salud Animal (SENASA) se puede coordinar entre los diferentes actores para que sea
estudiadas las causas del evento. Si el tamafio o las condiciones geograficas y otras no
lo permiten, la coordinacion con municipalidades es importante para el entierro

adecuado del cuerpo, esto para resguardar la salud publica y ambiental.

6. En caso que sea posible, cuando se requiera realizar el entierro técnico sanitario
coordinado por autoridades competentes y con la maquinaria adecuada, se requiere
evidencias documentales de la especie que pueden ser registradas por diferentes
personeros colaboradores y siempre que sea posible registrar datos biométricos del
organismo y en la medida de posible toma de muestras realizada por médicos
veterinarios o profesionales entrenados en estos casos, que puedan ser remitidas al

SENASA como sangre y/o tejidos. Es importante georreferenciar la disposicion final.
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La recoleccion sistematica de datos sobre el hallazgo, proveera de elementos a
autoridades para una mejor gestion ambiental, sanitaria, y el suministro de informacion

cientifica util y de interés en las actividades de investigacion, conservacion y manejo.

7. Cuando los animales puedan ser traslados al LANASEVE personal a cargo puede
realizar los estudios correspondientes para tratar de conocer las causas del varamiento
del animal y determinar la presencia de enfermedades con riesgo zoondtico como
Brucelosis. La manipulacion del cadaver se debe realizar con medidas sanitarias
adecuadas como protecciébn con guantes y cubrebocas y disposicion adecuada del

cuerpo en bolsas, siempre que el estado de descomposicion lo permita.

8. En caso de sospecha de brucelosis, se puede realizar las confirmaciones del agente
causal por medio de cultivo y aislamiento de la bacteria y de pruebas moleculares para

confirmar la identidad, como la técnica PCR-HRM.

9. Para la atencion de estos eventos es necesaria la asistencia humana e intervencion de
las Autoridades competentes, siendo necesario la creacion y desarrollo de redes
nacionales de varamiento que actien bajo un protocolo y que cuenten con estrategias
claras y efectivas para el manejo y la respuesta a estos eventos. Debe existir

compromiso por parte de los actores involucrados.

10. Se debe trabajar en la reglamentacion de las acciones de salvamento, recuperacion,
liberacion y disposicion de los restos a través de un sistema consensuado, coordinado y
metddico para optimizar los recursos humanos, econémicos y minimizar los accidentes
emergentes en dichas operaciones de rescate, al igual que los riesgos sanitarios que

implican estos eventos.

11. Designar miembros de la red para la atencidon de los medios de comunicacion que
pueden llegar a cubrir el evento de varamiento. Es importante comunicar de forma

certera la informacion a los medios.

12. Promover desde los ministerios y autoridades gubernamentales programas de

capacitacion para asegurar la disponibilidad de personal técnico capacitado para la
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atencion de eventos de varamiento en las areas de mayor ocurrencia del pais y donde

sea necesario por caso fortuito.

A continuacidn, se esquematiza un resumen de la propuesta:

Acercamiento, Observacion v
Comunicacion a diferentes actores

Se requiere de disposicion de
rotulos en playas, educacion
ambiental v sensibilizacion de
comunidades costeras

Si el animal vive v menor a 3 mts:
considerar maniobras de rescate. Si
1o es posible maniobras de rescate

esperar autoridades v alejar
personas

5iel animal esta en deterioro de
salud v se requiere eutanasia por
médico veterinario, seglin
protocolos SINAC

Es necesario la presencia de actores
capacitados y tomar precauciones ya
que el animal puede portar
enfermedades zoonoticas. 5i el animal
regresa v encalla esperar autoridades

Si el tamafio, recursos v condiciones
geograficas lo permiten coordinar traslado a
SENASA. Sino es asi entierro técnico sanitario
por autoridades competentes. Registrar v
documentar informacion de la especie.

Existe la necesidad de la creacion de
redes nacionales de varamiento

Pautas para la creacién de un protocolo
para el manejo de cetaceos encallados en la
playa

Deben actuar con un protecolo
establecido con estrategias claras y
efectivas para el manejo. Requiere de
compromiso de los diferentes actores

Cuando se da traslado de : ;
cddaver SENASA realiza los Existe la necesidad de
estudios reglamentar estas acciones

Se requiere determinar la presencia de

enfermedades con riesgo zoondtico Para optimizar recursos,
como brucelosis. Se puede hacer uso de minimizar accidentes, riesgos
técnicas de biologia molecular como sanitarios y actuar
PCR-HRM. debidamente con la vida
silvestre
Se requiere promaver

programas de capacitacion

Para asegurar la disponibilidad de personal
técnico capacitado e de los diferentes actores
para la atencion de estos eventos
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Figura 9. Esquema Resumen de la propuesta de pautas para la creacion de un protocolo
para el manejo de cetaceos encallados en playas de Costa Rica. Elaboracion propia.

4. Consideraciones finales y recomendaciones

Con respecto a la técnica de PCR-HRM para la deteccion de Brucella se logrod
estandarizar las condiciones necesarias asegurando la reproducibilidad y especificidad.
A nivel de género es capaz de detectar Brucella y a nivel de especies de origen marino
permite diferenciar con respecto a otras especies origen terrestre. Sin embargo, la
técnica resuelve variaciones entre las especies de Brucella ceti 'y otras de origen marino

de forma que no permite diferenciarlas.

Se propone esta técnica como una herramienta mas en las opciones moleculares
para la identificacion y discriminacion del género de Brucella, aunque tiene sus
limitantes como el control de la cantidad de ADN para asegurar que la diferencia entre
los perfiles de HRM para identificar especies no se deban a esto. No obstante, a nivel de

género como es un ensayo de presencia o ausencia, esta limitacion no lo afecta.

Si lo que se desea es una pronta identificacion de la infeccion en animales que
encallen se recomienda estandarizar a partir de muestras directas del animal (liquido
cefalorraquideo, placenta, leche, liquidos fetales, tejido fetos abortados, u otros donde la
bacteria se pueda encontrar en alta carga) usando cebadores disefiados en la region
1S711 (que identifique a nivel de género y que sea de presencia-ausencia sin necesidad

de un perfil de HRM).

La PCR-HRM es laboriosa y requiere de entrenamiento técnico y experiencia
para controlar las condiciones. Sin embargo, por la gran similitud a nivel de genoma
entre las especies de Brucella puede ser una herramienta util en la discriminacién
siempre que se tenga un buen disefio de cebadores y validacion bioinformatica (in

silico) de estos.



26

Con respecto a las pautas propuestas para el manejo de delfines encallados, se
hace notable la necesidad que existe de la creaciébn de un protocolo especifico y
reglamento para normalizar la atencién de estos eventos, también de un mayor
compromiso de los diferentes actores por la complejidad que eventos de este tipo

presentan.

A pesar del avance en los ultimos afios en la atencidon de encallamientos y el
estudio de las causas de estos eventos, sumado a los esfuerzos por parte de diferentes
actores, es necesario promover un mayor apoyo en recurso humano y econdémico por
parte de las diferentes autoridades y gobierno, asi como otras instituciones que puedan

involucrarse.
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6. Anexos

Anexo 1. Listado de aislamientos de Brucella ceti y otros controles utilizados en este
trabajo y que pertenecen a la Bacterioteca del Programa de Investigacion en enfermedades
Tropicales (PIET) de la UNA.

Plava de Region/Luga
ID de la E . Muestra H d S Edad ID del encall);l mient r de
cepa specie de origen ospedero | SeX0 | ostimada | animal o procedencia y
fecha origen
Bmar 1 p cella ceti | LCR Stenze”azb F | Adulto | 1+A Tambor Puntarenas
CRI1 “’""’”ae(’“ Mayo 2006
Stenella .
Bmar . . Media Puntarenas
CR2 Brucella ceti LCR coemfleoalb F Juvenil Luna Tortuga Junio 2006
Bmar Stenella . . Puntarenas
CR3 Brucella ceti LCR coeruleoalb | M Juvenil Felipe Matapalo Abril 2007
a
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Bmar | ella ceti | LCR Ste’;e”azz, F | Adulto | Mari San Isid Puntarenas
CR4 ruceltla ceti coeruleoa ulto arina an 1S1aro Abril 2007
a
Bmar Stenella . Puntarenas
CR5 Brucella ceti LCR coeruleoalb F Adulto | Tormenta Guacalillo Octubre 2007
a
Bmar 1 b cellaceri | LCR | ¢ Slezellazz; F | Adulto | Estrella Q Puntarenas
CR6 cella ceti coeruaeoa ulto stre uepos Agosto 2008
Bmar Stenella Puntarenas
CR7 Brucella ceti LCR coeruleoalb M Juvenil Obama Puntarenas Noviembre
a 2008
Bmar Brucella ceti LCR Ster;ellalb M Adulto Ness Baru Puntarenas
CR8 coeruieod Y Mayo 2009
Bmar B Il ceti LCR Stenlellalb F Adult Esperanz Maloai Puntarenas
CR9 rucella ceti coeruleoa ulto a alpais Agosto 2009
a
Bmar Stenella Puntarenas
CR10 Brucella ceti LCR coeruleoalb M Adulto Andrés Camaronal Julio 2010
a
Bmar | g cellacei | LCR Ste’;e”au) F | Adult Kiki Pochot Puntarenas
CR11 ruceltla ceti coeruaeoa ulto ochote Mayo 2011
Bmar B lla ceti LCR Stenle”alb F Juvenil Monse Puntarenas Puntarenas
CRI12 rucetia cett coeruleoa v 4 Mayo 2011
a
Bmar B I /i LCR i Ster;ellalb M j 1 Sebasti G lill Puntarenas
CR13 rucella ceti weruaeoa uveni ebastian uacalillo Tunio 2011
Bmar Stenella Puntarenas
CR14 Brucella ceti LCR coeruleoalb M Juvenil Tambor Tambor Setiembre
a 2011
Bmar Stenella Subadult Puntarenas
Brucella ceti LCR coeruleoalb M Alex Esterillos Noviembre
CR15 )
a 2012
Bmar | g cellacei | LCR Ste’;e”azz, M | Juvenil | NI Tambor Puntarenas
CR16 rucella ceti coeruaeoa uve A, al (&) Mayo 2012
Bmar Stenella Puntarenas
CR17 Brucella ceti LCR coeruleoalb F Adulto Maya Tambor Diciembre
a 2012
Bmar Brucella ceti LCR : Ster;ellalb F Juvenil Angela Lagart Guanacaste
CRI8 ! coeru’eod uve £¢ garto Agosto 2013
Bmar Brucella ceti LCR Stenle”alb M Juvenil Swarle Santa Teresa Guanacaste
CRI9 ucella ceti coeruleoa uv warley Agosto 2013
a
Bmar Stenella Puntarenas
Brucella ceti LCR coeruleoalb M Juvenil Baru Baru Setiembre
CR20
a 2013
Bmar B Il ceti LCR Stenlellalb M ] 1 Ameri Pochot Puntarenas
CR21 rucella ceti coeruleoa uvent merico ochote Abril 2014
a
Bmar Stenella Puntarenas
Brucella ceti LCR coeruleoalb F Juvenil Emilia Curu Setiembre
CR22
a 2014
Bmar B lla ceti LCR Ster;ellalb F Adult Vessi H d Puntarenas
CR23 rucella ceti coeruaeoa ulto esst crradura | 5 4 bre 2014
Bmar . Stenella Puntarenas
CR24 Brucella ceti LCR coeruleoalb | N.L N.L N.I. N.I. NI

a
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Bmar | cella ceti | LCR Ste’;e”azz, M | Juvenil | Di Bej Puntarenas
CR25 rucella celti coeruaeoa uve €go €juco Junio 2015
Bmar Stenella . . . Puntarenas
CR26 Brucella ceti LCR coeruleoalb | M Juvenil Luis Bejuco Junio 2015
a
Bar | o ctiacai | LCR | commeonts | F | Adul Lil Palo S Puntarenas
CR27 rucella ceti coeruaeoa ulto 1y alo seco Junio 2015
Stenella
Bmar . . Playa Guanacaste
CR28 Brucella ceti | Pulmén coeruleoalb M Adulto Walter Hermosa Mayo 2016
a
Bmar B Il /i LCR Ster;ellalb F 5 1 F d Uvita. O Puntarenas
CR30 rucella ceti coeruaeoa uveni ernanda vita, Osa Enero 2018
B 1/94 ., .
. .| Lesion en Phocoena Escocia
(Por}))mse Brucella ceti pil phocoena N.L N.IL N.L N.L 1994
Lesion . .
B14/94 | Brucella ceti | subcutane | PEPH™s |1 | NI N.L N.L Escocia
a delphis 1994
Seal Brucella . Phoca Escocia
(B2/94) | pinnipedialis Pulmén vitulina NI N.IL N.L N.L 1994
Wisconsin,
2308 Brucella Feto Bos taurus | NI | N.L N.L N.L USA
abortus abortado
1940
5k33 Brucella N.L Neotoma ¢y | N 1. N.L N.L Utah, USA
neotomae lepida 1967
1330 | Brucella suis | NI Suinoo |yl N N.IL NI usa
cerdo comun 1953

Anexo 2. Procedimiento extraccion de ADN para los aislamientos de Brucella ceti y otros

controles segun kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification de Promega.
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Rotular un tubo de 1.5 ml con la informaciéon de la muestra a extraer y anadir
1000 pL del cultivo de Brucella spp en medio liquido (Caldo de Soya, CTS) con
48 horas de crecimiento.

Centrifugar los tubos a 13 000 rpm en una ultracentrifuga de mesa por 2 min
para precipitar las bacterias.

Remover y descartar los sobrenadantes de los tubos.

Agregar 600 pL de la solucion de lisis de nucleos a los tubos. Pipetear
suavemente varias veces hasta resuspender completamente el precipitado de
bacterias.

Incubar a 80 ° C durante 5 minutos para lisar las células y dejar enfriar a
temperatura ambiente.

Anadir 3 pL de solucién de RNasa a los lisados celulares. Invertir suavemente
los tubos de 2-5 veces para mezclar.

Incubar a 37° C durante 15-60 min. Enfriar las muestras a temperatura ambiente.
Anadir 200 pL de solucion de precipitacion de proteinas a cada lisado. Aplicar
Vortex vigorosamente a alta velocidad durante 20 s para mezclar la solucion de
precipitacion de proteinas con los lisados celulares.

Incubar las muestras en hielo durante 5 min.

Centrifugar a 13 000 rpm durante 3 min y transferir los sobrenadantes que
contienen el ADN a tubos de 1.5 ml limpios y etiquetados conteniendo 600 pL
de isopropanol.

Mezclar suavemente por inversion hasta visualizar un hilo blanquecino que
forman las hebras de ADN en suspension.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 min.

Descarte con cuidado el sobrenadante y seque la boca del tubo de forma
invertida sobre papel absorbente limpio.

Anadir 600 pL de etanol al 70% a temperatura ambiente a cada tubo e invertir
suavemente varias veces para lavar el precipitado de ADN.

Centrifugar a 13 000 rpm durante 2 min y cuidadosamente aspirar el etanol.
Escurrir los tubos sobre un papel absorbente limpio y dejar que el precipitado se

seque al aire durante 10-15 min.
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17. Anadir 200 pL de solucion de rehidratacion de ADN a cada uno de los tubos y
rehidratar el ADN incubando a 65°C durante 1 h. Mezclar periddicamente la
solucion suavemente.

18. Guardar el ADN a 4 °C para usar en una semana o en congelacion para mantener

durante mas tiempo.

Anexo 3. Datos de extraccion de ADN para los aislamientos de Brucella ceti y otros
controles utilizando el fluorémetro Qubit de Thermo Fisher Scientific y verificacion del
cumplimiento de indices de calidad y pureza determinados con el espectrofotometro
NanoDrop 2000.

ID de la cepa Especie exg;ggi;:?:iz;N
Bmar CR1 Brucella ceti 48 ng/uL
Bmar CR2 Brucella ceti 94 ng/uL
Bmar CR3 Brucella ceti 58 ng/uL
Bmar CR4 Brucella ceti 86 ng/uL
Bmar CRS Brucella ceti 94 ng/uL
Bmar CR6 Brucella ceti 110 ng/pL
Bmar CR7 Brucella ceti 49 ng/uL
Bmar CRS8 Brucella ceti 54 ng/uL
Bmar CR9 Brucella ceti 29 ng/ulL
Bmar CR10 Brucella ceti 82 ng/uL
Bmar CR11 Brucella ceti 76 ng/uL
Bmar CR12 Brucella ceti 34 ng/uL
Bmar CR13 Brucella ceti 48 ng/uL
Bmar CR14 Brucella ceti 62 ng/uL
Bmar CR15 Brucella ceti 37 ng/uL
Bmar CR16 Brucella ceti 52 ng/uL
Bmar CR17 Brucella ceti 47 ng/uL
Bmar CR18 Brucella ceti 36 ng/uL




Bmar CR19 Brucella ceti 43 ng/uL
Bmar CR20 Brucella ceti 74 ng/uL
Bmar CR21 Brucella ceti 63 ng/uL
Bmar CR22 Brucella ceti 58 ng/uLL
Bmar CR23 Brucella ceti 72 ng/uL
Bmar CR24 Brucella ceti 69 ng/uL
Bmar CR25 Brucella ceti 89 ng/uL
Bmar CR26 Brucella ceti 102 ng/ul
Bmar CR27 Brucella ceti 59 ng/uL
Bmar CR28 Brucella ceti 61 ng/puL
Bmar CR30 Brucella ceti 94 ng/uL
(P%ri)/(?iie) Brucella ceti 38 ng/uL
B14/94 Brucella ceti 26 ng/ul
Seal (B2/94) pif;’;’”:;fz s 67 ng/uL
2308 Brucella abortus 114 ng/pL
5k33 Brucella 58 ng/ul
1330 Brucella suis 73 ng/uL
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